OTKA jelentés

A majfibrozis és majrak A miofibroblasztok szerepe

Az OTKA palyazat 4 éves kutatasi periddusdban vizsgdlatainkat azok a korabbi években elért
eredményeink és a nemzetkozi adatok motivaltak, melyek nyilvdnvaldva tették, hogy a
daganatos stréma, melyet a tumorsejtek kornyezetében taldlhaté nem parenchymalis sejtek
( fibroblasztok, miofibroblasztok, endotél, gyulladasos sejtek), valamint az extracellularis

matrix alkotnak meghatdrozd szerepet jatszanak a tumorok bioldgiai viselkedésében.

A beszamold fészerepl6i a miofibroblasztok, ezt azt aktivalt srémalis sejt fenotipust azonban
szamos sejt Oltheti magadra. Igy a beszdmoldban az olvasé nem mindig talal egységes
nevezéket, a mdj és pancreas csillag sejtjei aktivacidjukat kovetéen morfoldgiailag nem
kiilonithetSk el az egyéb eredetd, pl a portalis teriletrél szarmazd, miofibroblasztoktdl, de a
mahnyakrak aktivalt fibroblasztjai is miofibroblaszt kiilsével rendelkeznek. Mivel az aktivalt
fibroblasztok egyik f6 funkcidja az extracellularis matrix fehérjék termelése a vizsgalatokbol
nem maradhadtak ki olyan matrix fehérjék, melyekrél az utébbi években nyilvanvaldva valt,
hogy fontos szerepik van a raksejtek miikodésének szabalyozasaban. Szamunkra ezek kozil
kitintetett figyelmet érdemeltek a proteoglikdnok, melyek 20 év 6ta kutatasaink
kozpontjaban alinak. Emellett nem hagyhattuk figyelmen kiviil néhany molekulat,melyekre a
kutatasaink eredménye hivta fel a figyelmet, ilyen volt a TFPI2 protedz inhibitor, vagy a

matrilin 2.

Vizsgalataink két modellrendszeren zajlottak, részben parhuzamosan és nagymértékben
tdmaszkodtak a megel6z6 67925 szamu palyazat eredményeire, bizonyos, nem teljesen

lezart kutatdsok tehat az uj OTKA tdmogatas igénybevételével fejez6dtek be.

Ezeket az eredményeket az 1. pontban ismertetem.

Az ép és daganat-asszocialt fibroblasztok eltér6 modon befolyasoljak a méhnyakrak sejtek

bioldgiai viselkedését.



A TFPI2 tumorszuppresszor gén expressziojdnak valtozdsai.

A vizsgalat soran méhnyakrak miatt mtétileg eltavolitott uterusok tumormentes és
daganatos tertleteibdl primer szovettenyészeteket inditva normal és tumor asszocialt
fibroblasztokat tenyésztettiink, majd mRNS mikroarray-n vizsgaltuk az eltér6 expressziéju

mRNS-eket.

Kivalasztotuk az 5 legmagasabban és legalacsonyabban kifejez6d6 mRNS-t az NF-hez
képest a tumor asszocialt fibroblaszt (TAF) mintakban és ezeket real-time PCR-el validaltuk.
A legjelent6sebb valtozast a tissue factor pathway inhibitor (TFPI2), ami egy serin protedz
inhibitor,esetében észleltiik, melynek expresszidja tizedére csokkent és fehérje sem
termel&dik a TAF-okban, mig a normal fibroblasztban (NF) igen. Human méhnyak rakok
esetén a fehérje mennyisége az invazidé mélységével parhuzamosan csékken. Tovabbi
vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a ményakrak sejtekben a fehérje génje metilalt, ugyanakkor
metilacidja. Az epigenetikus szabalyozas masik fontos szereplgit, a mikroRNS-eket vizsgélva
a mir23a szerepe vetddott fel mint ami a TAF-ban gatolja a TFPI2-t az mRNS 3’ atiratlan
részéhez kotédve. A mir23a szerepének igazolasara az ép fibroblasztot mir23-al, a TAF-ot

anti mir23-al készilunk transzfektalni.

Az irodalom attanulmanyozasa sordn kiderilt, hogy a TFPI2 kulcsszerepet jatszik a tumoros
invazié gatlasaban génje szdmos daganatban metilalédik, ezért a génjét a szuppresszor
gének kozé soroljdk. Az, hogy a daganatsejt hatasara a TAF-okban is lecsdkken az

expresszidja teljesen Uj megfigyelés.

A TFPI2 expresszidjanak vizsgalatat megkezdtiik a hepatoma sejtvonalakban és az Ito (LX2)
sejtekben is. Meglep6 modon a defferencidlt HLE hepatoma termeli, mig a differencialtabb
HuH7 nem, a proteaz inhibitort. Nem tudtuk kimutatni a fehérjét az Ito sejtben sem. Tovabbi
4 hepatoma vonal TFPI2 expresszidjat tervezziik vizsgalni, kdlcsonhatasban az LX2 Ito

sejtekkel.

A méhnyakrakos modell eredményeit a mir és antimir 23-al torténd transzfekcios

vizsgalatokat kovetben kivanjuk kozolni, a hepatomdakon tovabbi vizsgalatokat terveziink.

Mivel tumorokban a TFPI2 metildlt DNS-e a keringésben kimutathatd, terveink kozott

szerepel az eljaras bevezetése.



Az ép és tumor asszocidlt fibroblasztok hatdsa a méhnyakrdk sejtek bioldgiai viselkedésére.

Vizsgalatainkban a daganatsejteket direkt és indirekt kokultirakban tenyésztettiik az NF és

TAF sejtekkel.

A tumorsejtek és a fibroblasztok kélcsénhatasanak eredménye eltéré volt a két fajta
fibroblaszt esetén. Mar méhnyakrak és ép portio mintak immunhisztokémiai vizsgdlata
feltarta, hogy a normal portio fibrillaris, | és lll typusu kollagénben gazdag ECM-jét abortiv,
lamininben gazdg ECM valtja fel a rakos szovetben. Az in vitro vizsgalatok pedig igazoltak,
hogy a méhnyak raksejtek jelentés mértékben expresszalnak laminin receptorokat,
elsésorban a6P4-et és migracios aktivitasuk szignifikdnsan magasabb laminin matrix
alkalmazasa esetén. Az NF sejtek nagy mennyiségben termelnek TGFB1-et,mely a
tdmogatjak.

BMC Cancer. 2015 Apr 11;15:256. doi: 10.1186/s12885-, 2015

Ezek a vizsgalatok szamos olyan eredményt szolgaltattak,melyek inicialtak a mdaj modellben

tervezett vizsgalatainkat.
2.

A stromalis komponensek szerepe a macirrhosis és majrak kialakulasaban

A kiilbnbo6z6 eredetli miofibroblasztok szerepe a mdj fibrogenezis sordn.

Patkdanymdj modellen vizsgaltuk a perisinusoidalis csillag (Ito) sejtek és a portalis régié
miofibroblasztjainak TGFB1-re adott valaszreakcidjat. A sejteket patkany majakbdl
izolaltuk, majd TGFB1-e kezeltiik és mRNS valamint fehérje szinten tanulmanyoztuk az |, IlI
és IV tipusu kollagének termelését és azokat a jelatviteli utakat, melyek szerepet jatszanak a
fenti fehérjék szintézisének szabalyozasaban. Eredményeink arra utalnak, hogy bar a majban
tobbféle sejt alakulhat at aktivalt miofibroblasztta, valaszreakciojuk kiilonb6z6 stimulusra
eltérd lehet. Rendszerlinkben a periszinuszoidalis csillagsejtek TGFB1 hatasara az | és Il

tipusuikollagén termelését fokoztak, mig a portalis fibroblaszt eredetl sejtek a IV-es tipusu



kollagén fokozott termelésével vélaszoltak a TGFB1 kezelésre. Vizsgalataink sejt szinten
aldtamasztottak, hogy a Decorin, egy kis leucin gazdag CS,DS proteoglikan gatolni képes a
TGFB1 hatasat , vagyis gatolja a mdj fibrogenezist. A jelenség azért figyelemre méltd, mivel a
decorint, hasonldan a kollagénekhez, az a tivalt miofibroblasztok termelik és a molekulanak

fontos szerepe van a kollagénrostok méretének és integritdsanak szabalyozasaban is.

Pathology Oncology Research 2016 DOI: 10.1007/s12253-016-0095-0

b.
A Decorin mdj fibrogenezist gatlé hatdsanak bizonyitdsa dllatmodellben.

A decorin fibrogenezisben jatszott szerepének bizonyitasahoz Filadelfidbdl, Dr Renato lozzo
laboratériumabol decorin-/- egereket szereztiink be és ezeknél valamint vad tipusu
allatoknal thioacetamiddal majcirrhosist idéztlink el6 . A cirrhosis foka Iényegesen
sulyosabb volt a decorin defficiens egereknél.

A miofibroblasztok szerepét bizonyitandé immortalizalt Ito sejtekbdl (dr Scott Freadman
New York) ajandéka) decorin shRNS segitségével inaktivaltuk a decorin mRNS-t majd TGFB1
kezelést kovetéen meghataroztuk a simaizom aktin fehérje mennyiségét,mely az Ito sejtek
aktivacidjanak fokmérgje. A vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a decorin kilitése esetén a
miofibroblasztok aktivdldodasa fokozdédik ami fokozott kotGszovet termeléssel jar egyitt.

A jelenség hatterében két mechanismus igazolddott: 1. A decorin koéti és inaktivalja a TGFB1-
et, 2. A decorin az EGFR receptorhoz két6dve akadalyozza az EGF indukalt jelatvitelt.

Ezek az események a HSC aktivitdasanak csokkenését eredményezik.

J Histochem Cytochem. 2012 Apr;60(4):262-8

c.
A decorin szerepe a hepatocarcinogenesisben

A decorin -/- egerekben a hepatokarcinogének hatasa fokozddik. Két hepatokarcinogén a
TAA és a DEN vizsgalata egyértelmdlen bebizonyitotta, hogy a KO egerekben tébb és nagyobb
majtumorok jonnek létre, mint a kontrol egerek majaban. A vad tipusu allatok kezelése
soran a mdjakban a decorin tartalom ng, ami védekez6 reakcidként értékelheté. Decorin
hianydban fokozédik az Akt aktivacidja, mely a GSK3 alfa inaktivacidjan keresztll fokozott 3
catenin aktivaciot idéz el§. Utdbbi a cmyc fokozott atirasahoz vezet, melyet a csokkent
GSK3a nem tud foszforilacidval inaktivalni. A cmyc serkenti az AP4 faktor szintézisét, mely a
p21 cdk4 inhibitor gatlasahoz és a retinoblasztoma foszforilaciéjahoz vezet.

A tirozinkindz receptorok aktivalédasat vizsgalva a hepatokarcinogenezis modellekben a
decorin -/- tumorokban fokozott aktivacié volt megfigyelheté a PDGFR, EGFR,MSPR és IGFR
receptorok esetén.


http://dx.doi.org/10.1007/s12253-016-0095-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22260996

Matrix Biology 2014. Apr 35:194-205.

A decorin human majrakokban jatszott szerepére vonatkozé vizsgalataink szintén a
proteoglikdn jelent&ségére utalnak. A majrakokban a decorin mennyisége kifejezetten
csokken, és a SMA pozitiv miofibroblasztok decorin negativva valnak.

d.
A matrilin 2 szerepe a hepatocarcinogenesisben.
A miofibroblasztok egyéb matrix fehérjék mellett matrilin2-t is termelnek. Egy 2014-ben

megjelent kozlemény szerint a fokozott matrilin 2 termelésnek azonban nincs szerepe a m3j
fibrogenezis eseményeiben ( Liver International Volume 35, Issue 4, pages 1265-1273, April

2015) Sajat kutatdsaink azt vizsgaltak hogyan alakul a hepatocarcinogenesis matrilin2
hidnyos egerekben.

Szemben a decorin -/- egérmodellel, ahol karcinogén vegyiilet adasa nélkil nem figyeltiink
meg eltérést az egerek majaban, a matrilin2 -/- egerek maja spontan létrejott neoplasztikus
fokuszokat tartalmazott, a p21/CIP expresszidja csokkent és fokozott retinoblasztoma
foszforilacié igazolédott.

A jelenség hatterében az EGFR receptor és az ERK2,1 fokozott aktivacidjat és a pc-myc
jelent8s csokkenését észleltiik. Az immunhisztokémiai vizsgalatok a 3 catenin fokozott
expresszidjat és a GSKP csokkenését igazoltak a kezeletlen matn-/- majakban. A DEN
karcinogenezist kovetéen a matn-/- egerekben szignifikdnsan tobb és nagyobb majrak
alakult ki.

Ez a vizsgalat arra utal, hogy a miofibroblasztok szdmos olyan matrixfehérjét szintetizalnak,
melyek szerepet jatszanak a spontan és az indukalt hepatokarcinogenezisben. A matrilin2
esetében felvetédik a fehérje tumor szuppresszor szerepe.

Plos One 2014 Apr 1;9(4):e93469. doi10.1371/journal pone.0093469, 2014
e.

Mind a maj, mind a hasnydlmirigy esetében egyre to6bb adat [at napvilagot, hogy a diabetes
és egyik f6 jelensége a hyperglycaemia szoros 6sszefliggést mutat a fibrdzis és a daganat
kialakulasaval mindkét szervben. Ezért in vitro kisérleteket végeztlink annak elddntésére
milyen hatdssal van a hyperglycaemia 6nmagaban vagy TGFB1 addsdval kombinalva a
csillagsejtekre.

A krénikus hyperglycaemia a pancreas csillagsejtek aktivdcidjat idézi el6 ezdltal fokozddik a
malignitdshoz kétheté kommunikdcio a csillagsejtek és a pancreas rdksejtek kézott.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/liv.2015.35.issue-4/issuetoc

TR/

fokozottan termelik a CXCL12 cytokint. Ennek hatterében a p38 és az ERK 2,1 fokozott
foszforilacidja all, mely a CDC25, SP1. cFOS és p21 fehérjék fokozott termeléséhez vezet. Az
SP1 a CXCL12 ismert transzkripcids faktora, feltehetéen ez fokozza a cytokin mRNS-ének
kdzvetlen atirdsat. A csillagsejtek felszinén nincs CXCR4 ami a CXCL12 receptora. Ugyanakkor
a hasnyalmirigy rak sejtjeinek felszinén a receptor kimutathaté. Ennek megfelel6en a
csillagsejtek altal termelt, CXCL12-t tartalmazé kondicionalt médiumban névesztve a
pancreas rak sejtekben a MAPK jelatviteli utvonal aktivalddasat figyeltiik meg.

Eredményeink bizonyitjak,hogy csillagsejtek és raksejtek kdlcsonhatasa fokozza a raksejtek
azt a feltevést, hogy a pancreas csillag (Ito) sejtek hyperglycaemias kdrnyezetben elGsegitik a
dganatos folyamat kialakulasat a pancreasban.

PLoS One. 2015 May 26;10(5):e0128059. doi: 10.1371
f.
Krénikus hyperglycaemia hatdsa a mdj csillag (Ito) sejtjeire.

Mivel a human diabetes nagy kockazatot jelent zsirmaj, fibrézis, majd majcirrhosis végiil
majrak kialakuldsara tovabbiakban arra szamitottunk, hogy a pancreas esetén megfigyelthez
hasonlé eseményeket észleliink maj modelliinkben is.

A vizsgalatok elsGsorban a magas cukorkoncentracié fibrogenezisben betoltott szerepét
kivantak értelmezni, LX2 immortlizalt csillagsejteken a hyperglycaemia hatasat a TGFB1-el
vetettik 6ssze.

Meglepetésiinkre a vizsgalt modellben a TGFB1 minden hatasat sikerilt regisztralnunk,
(SMAD jelatvitel, kollagén szintézis fokozéddasa, Akt aktivacié, GSK3a foszforilacid) mig a
magas cukor hatdsara a fibrogenezis nem aktivaléddott érdemben. A csillagsejtek nem
termeltek CXCL12-t sem. Ami viszont felt(ind volt, hogy a magas cukor koncentracié esetén a
kollagén | szekrécidja a csillag sejtekbdl zavart szenvedett. A magas cukor koncentrdcié és a
TGFB1 egyarant fokozta a p21/Cip fehérje mennyiségét a Western blot szerint. Ismerve a
p21 proliferacié gatld hatdsat, az eredmény nehezen volt értelmezhet6. A p21
immuncitokémia azonban ramutatott, hogy mig a kontrol és TGFB1-el kezelt normoglikémias
sejtekben a p21 valéban a sejtmagban van, magas cukor koncentracié esetén a fehérje a
citoplazmaba lokalizalodik. Ez a szitudcid viszont gatolja az apoptosist és sejtek
felszaporoddsat idézi elG.
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1. d&bra Az | tipusu kollagén transzportjanak zavara és a p21/Cip fehérje citoplazmatikus
lokalizacidja magas cukorkoncentracié kovetkeztében.

A munkabdl a kéziratot jelenleg késziil.

g

In vitro modellek a maj aktivalt csillag (Ito) sejtjeinek és a hepatoma sejteknek az
interakcidjara.

A csillagsejtek hepatoma sejtekre adott vdlaszreakcidjat meghatdrozza a hepatoma
fenotipusa.

Egy gyorsan proliferald (HLE) és egy differencialtabb, lassabban proliferadlé (HuH7) hepatoma
sejtvonalat LX2 immortalizalt Ito sejtvonal kondicionalt médiumaval kezeltlink.

A kezelés hatdsdra a HLE sejtvonalban a MAPK és a WNT jelatviteli ut egyarant aktivalédott,
a p21/Cip fehérje mennyisége csokkent. A HuH7 sejtvonalban csak a WNT jelatvitel
aktivalddott, de a p21 expresszid itt is csokkent. A LX2 kondicionalt médium az eredetileg
lassan nové HuH7 sejtvonal proliferacids aktivitasat fokozta. Mindkét tumor sejtvonalban
fokozdédott az autofagiaban szerepet jatszé LC3 fehérje mennyisége, mig a becliné csdkkent.
A mitokondriumok kiils6é membranjaban taldlhaté TOMM 20 fehérje termelése szintén
fokozodott, ami arra utal, hogy az LX2 kondicionalt médiuma aktivalja a tumorsejtek
metabolizmusat. A sejtek direkt kokulturaban torténé novesztése reamutatott, hogy mas
matrixfehérjéket termel az LX2 sejt ha a differencialatlan HLA vagy a differencialt HuUH7
hepatomaval tenyésztjiik egylitt. Az el6bbi esetén fokozottan termel6d6 matrix fehérjék

a migracio és invazio elbsegitésében érintettek ( laminin, CD44,MMP2 és MMP9, syndecanl
shedding),mig az utébbi esetében inkabb a lokalis novekedés esetén jelenlévik
(MMP1,fibronectin thrombospondin, TFPI2 ) voltak megfigyelhetGek.

Ezek a vizsgalataink arra utalnak, hogy a majrak bioldgiai viselkedését nagymértékben
meghatdrozza a daganat tumorsejtjeinek és a miofibroblasztjainak interakcidja, tehat nem
beszélhetiink egy altalanos majrak fenotipusrdl.

Jelenleg a vizsgalati eredmények validalasa torténik.
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2.abra.Az LX2 sejtek matrixtermelése differencialatlan (HLE) és differencialt (HUH7)
hepatomdval novesztve kokulturdban.

h

Heparanszulfat és heparanszulfat proteoglikanok szerepe a majrakok biolégiai
viselkedésében.

Ahogy a fent bemutatott kisérletsorozatban is lathaté a sejtfelszini HSPG a syndecan-1
eltéréen viselkedik a kiilé6nb6z6 hepatdmak esetén. A molekula cukorlanca a heparanszulfat
részben negativ toltésének, részben specialis strukturajanak készénhet6en szamos
novekedési faktorral, citokinnel és azok receptoraival képes kdlcsénhatasba kerilni, ezaltal
sejtfelszini co-receptorként mikodik. Extracellularis doménjének lehasadasa altal szignal
molekuldkat képes eltvolitani a sejtfelszinrél, nagymértékben befolydsolva adott sejtek
mUikodését. A keringésben felszaporodé syndecan-1 szdmos tumor ezetén a rossz prognozis
biomarkere. Ezen, mar korabban ismert, funkcidk mellett a 2000-es évek elején sajat és 2
masik munkacsoport beszamolt arrél,hogy a syndecan-1 és a heparanszulfat a sejtmagban is
megtalalhato.

2014-ben megjelent , kozleménylink a heparanszulfat egyik sejtmagi funkcidjat bizonyitja,
aminek alapja az, hogy a heparanszulfatés a heparin gatolja a topoizomerazl enzim
aktivitasat.



Heparin és a majbal izoldlt hepardnszulfat megmenti a hepatoma sejteket a Topotecan
citosztatikus hatdsdtol.

Vizsgalatainkhoz ép majbdél,majrakbdl és hepatoma sejtvonalakbdl sejtmagot izolaltunk
melyeknek 0.35 M NaClL-el extrahalt frakcidja tartalmazta a topoizomerazt. A heparan
szulfatot is majmintakbdl nyertik. Megallapitottuk ,hogy heparin és heparanszulfat
jelenlétében a topoizomeraz enzim nem képes a DNS-hez kotédni és hasitani azt. Mivel a
topoizomeraz gatld Topotecan hatdsahoz sziikséges a topoizomeraz-DNS interakcid, ennek
hidnydban a szer hatastalanna valik.

Ez az eredmény gyakorlati jelent6séggel bir,mivel topoizomerdaz gatld szerrel szamos beteget
kezelnek. Ezeknél a betegeknél heparin kezelés a gydgyszer hatékonydgdt megvaltoztatja.

Biomed Res. Int. 2014:765794. doi 10.1155/2014

Biochim.Biopys.Acta 2014, 1840: 2491-7., 2014

Az OTKA projekt tamogatdsaval felkérésre sziiletett meg review kdzleményilink a maj
proteoglikdnjairdl

World J Gastroenterol. Jan 7, 2016; 22(1): 379-393 doi: 10.3748/wjg.v22.i1.379, 2016



