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A halalreceptor szignalutak szerepe a malignus transzforméaciéban. Zardjelentés (OTKA T46665)

A halalreceptor szignalutak miikodésének valtozasai a malignus transzformacio soran.

Osszefoglalas

Kutatd munkénk soran a terveknek megfeleléen vizsgaltuk a daganatsejtek aktiv sejthaldlat
szabalyozo jelatviteli utak miikodését. Vastagbélrak sejtekben kimutattuk, hogy a TRAIL
(TNF-related  Apoptosis Inducing Ligand) halélligand altal kivaltott apoptdzis
szabalyozésaban elsésorban az 1AP (Inhibitor of Apoptozis) fehérjék, elsésorban a XIAP
jatszik szerepet. A XIAP gatlasa kozvetlenlil siRNA-vel, vagy a SMAC/DIABLO
mitokondriumbdl torténé felszabaduldsat indukalé hatéanyagokkal illetve SMAC/DIABLO
oligopeptidekkel ~ fokozhatja ~a  vastagbélraksejtek  TRAIL  érzékenyseégét. A
rhabdomyoszarkomak esetében kimutattuk, hogy proteasoma gatlok a DR5 halalreceptor
expresszidjanak és aggregacidjanak ndvelésével és a Bcl-2 expressziojanak gatlasaval
fokozzak a TRAIL hatékonysagat. Tudoérakokban kimutattuk, hogy az EGFR (Epidermalis
NoOvekedési Faktor Receptor) Gtvonal aktivacioja kapcsolatban van a TRAIL érzékenységgel.
Eredményeink szerint az EGFR gatlokra rezisztens tlidédaganatok esetében a TRAIL kezelés
hatékony lehet a jovében. A mellékpajzsmirigy daganatok esetében tanulmanyozni tudtuk a
malignus transzformacioval (hiperplazia, adenoma, karcinoma) 6sszefiiggésben létrejovo, az
apoptozis szabalyozasaval kapcsolatos gének expresszids szintjében torténd valtozasokat. A
kutatasi terv eredeti hipotézisével dsszhangban azt talaltuk, hogy a transzforméacio soran a
pro-apoptotikus gének (pl. TRAIL) expresszidja emelkedik, azonban ezt antiapoptotikus (pl.
IAP) gének expresszioja kompenzalja. Ennek a megfigyelésnek modell értékii gyakorlati
jelentésége az, hogy a megfelelé antiapoptotikus jelatviteli mechanizmusok gyodgyszeres
gatlasa kozvetett modon daganatspecifikus — sejtelhalast  idézhet el6. Nemzetkozi
kollaboraciéban kimutattuk, hogy a FAS halalreceptor expresszidjanak szabalyozéasaban
szerepe lehet egy specifikus CG hypermetilaciojanak hélyagrakokban. Ez arra utal, hogy
demetildlé hatdéanyagok alkalmazhatok lehetnek ennek a daganatfajtdnak a kezelésében. A
kutatasi program témajaban nyolc nemzetkdzi és ket hazai - a kutatasi programmal
kapcsolatban 1évé és az OTKA tdmogatasat jelz6 - tudomanyos kdzlemény jelent mar meg a
kutatasi idészak alatt, de tovabbiak vannak elékészuletben. Szamos kongresszusi eléadasban,
poszteren is beszamoltunk az eredményeinkr6l azonban a jelentésben a mar megjelent
kozleményeken kivil csak a 2007-es absztraktokrol szamolunk be, hogy jelezzik, az
eredmenyek kozlésének folyamatossagat.

A TRAIL halélligand apoptdzis indukalé hatasanak vizsgalata vastagbélrdkokban

A TRAIL ((TNF-related apoptosis inducing ligand; APOZ2L), egy olyan (gynevezett
halalligand, amely sejtfelszini receptoraihoz (DR4 és DR5 halélreceptorokhoz) kotédve
apoptozist képes indukalni arra érzékeny sejtekben. Mivel a preklinikai vizsgalatok szerint a
vizsgalt daganattipusok tobb mint fele érzékeny a TRAIL hatdsara (tobbek kozott sajat
eredményeink szerint is) illetve kevés TRAIL-érzékeny normal sejttipus van, a rekombinans
TRAIL illetve anti-DR4 vagy ant-DR5 agonista antitestek (HGS-ETR1) daganatellenes
hatasat nagy varakozas el6zi meg. Az agonista antitestek fazis Il. vizsgalatban (2-3. vonalban,
monoterapiaban) 20-30% koruli terapias valaszt (t6bbnyire betegség stabilizlodast) értek el
vastagbel és tiidékarcinomakban, gyermekkori szarkomakban pedig most indulnak a Kklinikai
vizsgalatok. A TRAIL illetve TRAIL agonistédk Kklinikai alkalmazasaval kapcsolatban tehat
két kérdés merdl fel: 1. Milyen molekularis tényezék befolyasoljak a TRAIL érzekenységet és
azt, hogyan lehet a TRAIL Kkezelés prediktiv diagnosztikajaban (teranosztikéjaban)
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felhasznalni? 2. Az egyes pont alapjan annak megallapitasa, hogy milyen molekularis
célpontu gyogyszerekkel lehetne a TRAIL-rezisztens daganatok érzékenysegét fokozni.

Vastagbélrakok esetében in vitro modellként hat colorectélis carcinoma vonalat hasznaltunk
amelyek kozil haromban a rekombinans TRAIL kezelés hatdséra apoptozist tudtunk
kimutatni sub-G1 aramlascitometriai vizsgalattal.

Irodalmi adatokra tamaszkodva, a kiindulasi hipotézisiink az volt, hogy a vastagbéldaganatok
TRAIL érzékenységét a halalreceptoroktol ,,dowstream” elhelyezkedé jelatviteli ut gatlasa
szabalyozza. Ebben kiemelt szerepe lehet a ndvekedési faktor receptorok és a TNF-
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szdmos anti-apoptotikus fehérje expresszidjat fokozza. Ezek kozil is a legfontosabbak az
»inhibitor of apoptosis” (IAP) fehérjék, es a Bcl-2. Az Nf-KB udtvonal gatlasa fontos
hatasmechanizmusa a proteasoma gatloknak az ikB (inhibitor of kB) stabilizaciojan keresztul.
A bortezomib/PS341 (Valcade) torzskdnyvezett hatasmechanizmusanak vizsgéalata, prediktiv
diagnosztikaja és a RIP, IKK kinaz gatlok fejlesztése a Szentagothai Tudaskdzpont keretében
végzett kutatasi projektem témaja, amely a TRAIL érzékenyseg szabalyozasanak
vizsgalatanal kapcsolddik az OTKA projekthez. Ennek keretében kimutattuk, hogy PS341
hatdsara a colon carcindma sejtekben nem valtoznak az NFkB altal szabalyozott apoptdzis
géatlo fehérjek (Bcl-2, AP, XIAP) expresszidinak szintje. Azonban ennek ellenére rendkivili
maodon nétt a sejtek érzékenysége TRAIL—el szemben. Kisérleti eredményeink arra utaltak,
hogy az érzékenyités hatterében a TRAIL/proteaszoma gatldészer kombinlt kezelés soran a
mitokondrialis proapoptotikus Smac/Diablo fehérje citoplazmaba torténé szelektiv kidramlasa
all. A Smac/Diablo a XIAP antiapoptotikus fehérje gatlasan keresztul fejti ki a hatasat. A
XIAP gatlasdval a kaszpdz-3-t a halalreceptor aktivacio soran aktivalodo kaszpaz-8
kdzvetlendl aktivalhatja. Ezt a hatdsmechanizmust sejtfrakcionélast koveté westernblottal,
biokémiai esszékkel igazoltuk, szamos hazai és nemzetk6zi konferencian bemutattuk es végul

publikaltuk (Nagy K, Petak I. Proteasome inhibitors sensitize colon carcinoma cells to TRAIL-induced
apoptosis via enhanced release of Smac/DIABLO from the mitochondria. Pathol Oncol Res. 2006;12(3):133-42.)

ezert ezeket a jelentésben nem részletezem. Ez a publikacié volt Nagy Katalin sikeres PhD
disszertacidjanak egy jelentds része 2007-ben.

Az eredmények hasznositasa érdekében a publikécid ota siRNA technoldgidval is validaltuk a
Smac/Diablo-t és az XIAP szerepét a TRAIL érzékenyseg szabalyozasaban. A Kisérleteinkben
azt talaltuk, hogy az RKO vastagbélrdk vonalban a Smac/Diablo expresszié gatlasa
csokkentett a sejtek érzékenysegét a kombinalt TRAIL-proteasoma gatld kezelésre, mig az
XIAP expresszio gatlasa proteasoma gatlas hidnyaban is érzékenyitette a sejteket a TRAIL
kezelésre. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy a XIAP génterdpids célpont lehet
vastagbélrakokban TRAIL-el kombinalva. A masik lehet6ség, hogy a Smac/DIABLO egy
rovid oligopeptid reszét mint terapias szert fejlesszik ki. A gydgyszerszeriiség fokozasara és a
cellularis ,,uptake” stimulalasara Dr. Keéri Gyorgy professzorral olyan peptidet terveztink,
amiben megvan ez a fontos 7 aminosav €s egy olyan rész is, ami sejtmembranon valo
athaladast teszi lehetéve. Ennek szintetizdlasara Dr. Mez6 Gabort, az MTA peptidkémia
munkacsoport vezetéjét kertik meg. Kimutattuk, hogy TRAIL rezisztens vastagbélrak
sejtvonalban (RKO), a TRAIL elokezelés utan a citoplazmabol kivont kaszpaz-3 aktivitas
(biokémiai esszében) helyreallithato a ,,smac peptid” kezeléssel. Ez a kisérlet is igazolja azt a
modelt, ahol a TRAIL altal aktivalt szignal komplex aktivalja a kaszpaz-8 iniciator kaszpazt
de szignal ut a XIAP géatlasa alatt van, amelyet a Smac/DIABLO fuiggeszthet fel. Egy ilyen
smac-alapl terdpias megkozelités széles alkalmazasi teriiletre tehet szert, hiszen a
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halalreceptorok (FAS, TRAIL-R) jelatvitelének a helyreéllitdsa szamos, az intrinsic,
mitokondrialis apoptézis Ut gatlasa (Bcl-2, mutdns BAX) miatt kialakulé kemoterapia
rezisztencia leklzdheté lehet. Errél egy reszletes attekinté tanulmanyt irtam, mint

szerkesztoségi tag a Current Signal Transduction Therapies indulé szdmaba (I Petak et al.
Molecular Targeting of Cell Death Transduction Pathways in Cancer. Current Signal Transduction Therapy,
2006. 1.1)

Az alapkutatési eredmények terapia fejlesztésen kivil a prediktiv diagnosztika fejlesztésében
is felhasznédlhatok. Az in vitro modelrendszeriink szerint tehat a TRAIL és a
TRAIL/proteasoma gatlok érzékenységét vastagbélrdkokban feltehetéen az IAP fehérjék, a
Bcl-2, a Smac/DIABLO expresszioja hatarozza meg. Ezen kivul kimutattuk, szingenikus p53
vadtipusu és p53 null HCT116 vastagbélrak sejtek segitségével, hogy mig a proteaszéma
gatlok hatasaban van p53 fliggé komponens addig a TRAIL érzékenység p53 fiiggetlen. A
HT29 p53 muténs sejteken bizonyitottuk, hogy a TRAIL és a bortezomib kozotti
szinregizmus sem fiigg a p53 statusztdl. Es ennek hatasmechanizmusa is megfelel a korabbi
megfigyeléseinknek, mivel p53 mutéans sejtekben is kimutattuk a kombinalt kezelés hatéséara
letrejové XIAP degradaciot. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy p53 mutans colon
karcindma sejt relativ rezisztencidjara lehet szamitani proteasoma monoterapiakkal szemben.
Azonban a TRAIL és proteasoma gatlok kombinacidja a p53 mutans daganatokban is
hatékony lehet.

Jelatviteli gének expresszidjanak fehérje szintii vizsgalata vastagbélrakokban

A potencidlis prediktiv diagnosztikai biomarkerek expresszios mintazatanak vizsgélata is
folyamatban immunhisztokémiai (IHC) modszerrel primer vastagbéldaganat mintakbol
készitett szOveti-microarray-ken (TMA).

Ennek soran a sejtproliferaciot, migraciot és az apoptdzist szabalyoz6 jelatviteli utak
fehérjeinek (t6bb mint 30 célfehérja) vizsgalatara 55 colorectalis rakbdl 4x6os felépitésben
(tissue micro array) TMA-kat készitettiink, amelyeken egy beteg formalinfixalt és paraffinba
agyazott archivalt metszetmintaibol altaldban két darab 2mm-es core szerepelt. Ezen kivil a
TMA-kbol késébb készitendé metszeteken és immunfestéseken valé orientacid és
tajékozaddast elésegitendéen az 1-es pozicioba egy majbol készilt core kerilt, igy az 55 beteg
mintaja 4 darab 24 core-t tartalmaz6 TMA-ra fért fel.

Ez a TMA projekt tobb projekt egyuttmiikodésével jott létre Prof. Kopper LA&szlo
iskolateremt6 OTKA projektjének vezetésével. Az altalam vezetett OTKA projekt az a
TRAIL érzékenyég apoptdzist szabalyozé fehérjék vizsgalataval vesz ebben részt.

A TMA metszetek feltarasa altalaban Dako TRS pufferel tortént és az elsédleges antitest
bekotédése utani eldhivast is a Dako DAB-0s eléhivo rendszerevel végeztik, igy a pozitivitas
mértéke a hematoxilinos kék magi hattérfestésen megjelené barna kromogén jelentette a
TMA-k metszetein. Az elkésziilt immunreakciok metszeteit a 3DHistech cég altal
kifejlesztett Mirax platformmal digitalizaltuk. Ennek soran az (veglemezeket egy
nagyfelbontasi szkennerel, a tovabbi feldolgozas soran adatveszteséget minimalizald
eljarassal elektronikus formatumban taroltuk és a tovabbiakban ezen an. digitalis
targylemezekkel dolgoztunk. Az immunreakciok kiértékelését harom patoldgus egymastol
fliggetlenll végzi és azokban az esetekben ahol az egyedileg megadott értékekben eltérés
mutatkozott, az eseteket kozOsen Ujranézték és konszenzussal Allapitottak meg az
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immunfestés erésségére adandod jellemzé szamértéket. Az eredményének attekintése jelenleg
is tart.

Az EGFR jelatviteli itvonal és a TRAIL érzékenység kapcsolata tidérakokban

A tudordkok TRAIL-érzékenységének vizsgalata a vastagbélrakok vizsgalatdhoz hasonldan
0sszekapcsolddott a munkacsoportom olyan kutatasi projektjeivel, amelyek a daganatsejtek
munkacsoportom részt vett a tudérakok molekularis diagnosztikajan alapuld, célzott
Epiderméalis Novekedési Faktor Receptor (EGFR) tyrosin kindz receptor gatlok Klinikai
alkalmazasanak elinditasaban. Kollégdmmal, Dr Schwab Richarddal kdzdsen molekularis
diagnosztika (EGFR gén kopia novekedés és mutacio) alapjan prospektiven kezeltlink
sikeresen tldoérakban szenvedé beteget EGFR gatlo, gefitinibbel, amellyel négy év
daganatmentes tul élést értlink el. Az esetet a Journal of Clinical Oncology-ban (11 IF)

kozOltlk (Schwab R.. Petak I Modern treatment of lung cancer: case 1. Amplification and mutation of the
epidermal growth factor receptor in metastatic lung cancer with remission from gefitinib. J Clin Oncol. 2005 Oct
20;23(30):7736-8. ). A munkacsoportom (j kinaz gatlok preklinikai fejlesztésében is részt vesz
(Varkondi E... Petak I ..Schwab R. Comparison of ELISA-based tyrosine kinase assays for screening EGFR
inhibitors. J Recept Signal Transduct Res. 2005;25(1):45-56., Varkondi E.. Petak | Biochemical Assay-based
Selectivity Profiling of Clinically Relevant Kinase Inhibitors on Mutant Forms of EGF Receptor J Recept Signal

Transduct Res. 2008 in press) Ezek a kutatasok a halalreceptorok vizsgalataval is kapcsolatba
keriltek. Ennek soran négy human tldérak sejtvonalat vizsgaltunk: H358-as vonal RAS
mutaciot es vadtipusu EGFR (epidermalis novekedeési faktor receptor)-t, a H1666 vonal
vadtipusi RAS és EGFR geneket, de mutans RAF-ot, a H1650 az EGFR aktival6 mutaciojat
tartalmazza a 19-es exonban, a H1975-0s vonal az EGFR 21-es exon aktivalé mutéciojat és a
EGFR-gatloszer rezisztenciat okozO mutéciot (20-as exon) hordoz. Bidirekcionalis
szekvenalassal ellendriztiik az EGFR mutéciok jelenlétét. Aramlasi citométerrel vizsgaltuk az
EGFR expressziojat, amelyet hasonlonak talaltunk a négy vonalban. FISH vizsgalattal mind a
négy vonalban az EGFR-gént hordozé 17-es kromoszéma triszomidjat allapitottuk meg.
Aramlési citometriaval vizsgaltuk a sejtvonalak TRAIL-receptor (DR5) sejtfelszini
expresszidjat. A sejtvonalak TRAIL-érzékenységét, rekombinadns TRAIL kezelés (48 6ra)
uttn MTT, esszeével vizsgaltuk. Az apoptotikus sejtek aranyat aramlasi citometridval
vizsgaltuk, az él6 és pusztult sejtek aranyanak meghatarozasahoz lumineszcens bioassay-t
(ATPlite, PerkinElmer) hasznaltunk. Az in vitro citotoxicitasi  vizsgalatokat
laboratoriumunkban eléallitott rekombindns TRAIL fehérjével, és a Vichem Kft. Altal
rendelkezéslinre bocsajtott kismolekula sulyd kinazgatlokkal EGFR gatlo erlotinibbel és
gefitinibbel végeztlk.

Az MTT novekedési esszében megallapittuk, hogy a legnagyobb TRAIL érzékenységet a
RAS-mutans H358 és a vadtipusi H1666 vonalak mutattak, mig az EGFR aktivalo mutacioit
hordoz6 két vonal (H1650 és H1975) relativ rezisztenciat mutatott. A H1650-es (EGFR
mutans) sejtekben a Sub-G1 analizis csak 5% apoptdzist mutatott ki. Ezzel parhuzamosan a
H358 sejtekben a TRAIL koncentracié fliggé mdédon 30% apoptdzist indukalt. Ebbél arra
kovetkeztehetlink, hogy a novekedési gatlasban megmutatkoz6 kildnbség hatterében a
TRAIL eltér6 apoptozis indukcios hatasaval fligg 0ssze.

Az EGFR gatlé erlotinib és a TRAIL kozott apoptozis esszében szinergizmut tudtunk
kimutatni a delécios mutans (H1650) sejtekben viszont a H358 sejtekben nem. Ez arra utal,
hogy az EGFR az TRAIL érzékenyseget gatld jelatviteli mechanizmust aktival. A
Szentagothai Tudaskdzpont és a Kopper Professzor Iskolateremté programjanak részeként a
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vastagbélrdkokhoz hasonldan, ebben a daganattipusban is megvizsgaltuk, hogy az RIP/IKK-
Nf-KB atvonalnak szerepe van-e ebben a jelenségben. Ennek soran azt talaltuk, hogy az IKK
kindz gatlésa érzékenyiti a tidokarcinéma sejteket a TRAIL okozta apoptdzisra. Ez arra utal,
hogy a tlidérakokban valdban fontos tdlélési mechanizmus az Nf-KB-t aktivalo jelatviteli
utvonal. Tovéabba sz irodalombdl ismert, hogy a mutdns RAS az ERK/MAPK kinéaz utvonal
aktivalasan keresztll erzékenyithet a TRAIL apoptozis indukalé hatasara. A bemutatott
eredmények az a hipotézist allithatjuk fel, hogy bar a mutans EGFR esetében szintén
aktivalédik a RAS/MAPK szignalit, azonban ezzel parhuzamosan tébb apoptdzis gatlo
atvonal is aktivalodik amelyek TRAIL rezisztenciahoz vezetnek. Ez a model jol magyarazza
azt hogy az EGFR gatlasa paradox mdédon nem érzékenyiti ugy a sejteket a TRAIL hatasara
mint a tulélési szignalt hordozd IKK gétldszere.

Az EGFR és a DR5 expresszidja nem korrelalt a TRAIL érzékenységgel, azonban az EGFR
és a RAS mutaciok jelenléte igen. Ezeknek az eredményeknek kildnleges jelentéséget ad,
hogy a klinika gyakorlatban most bevezetett EGFR gatlo szerek az EGFR mutéans
tidérakokban hatékonyak, mig a RAS mutacio esetén hatastalanok. Eddigi eredményeink arra
utalnak, hogy a TRAIL kezelés eredményessége prognosztizdlhaté lehet az EGFR
diagnosztikaban hasznalt modszerekkel, illetve a TRAIL optimalisan egészitheti ki a tlidoérak

=77

A tudorék az egyik legnagyobb szamban el6fordul6 daganat tipus. Eredményeink alapjan az
EGFR és a RAS molekularis diagnosztikajaval a TRAIL alapulé terdpiak hatasossaga
prediktalhatd lehet. Az ehhez hasonlé diagnosztikai eljardsoknak hatalmas gazdasagi
jelentésege lehet. Az altalam vezetett munkacsoport publikalta az elsé atfogoé tanulmanyt
kdzép-kelet Europdban az EGFR gén mutécidinak és gén kdpiaszdm emelkedéserdl tudo
adenokarcinomakban

Az EGFR és a RAS mutacidinak routin diagnosztikaja lehetéséget ad arra , hogy a jovében ne
csak az EGFR gatlo hanem, a TRAIL kezelés személyre szabott alkalmazasarol donthessiink.

(Pinter F ...Petak I. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) High Gene Copy Number and Activating
Mutations in Lung Adenocarcinomas Are Not Consistently Accompanied by Positivity for EGFR Protein by
Standard Immunohistochemistry. J Mol Diagn. 2008 Feb 8)

A rhabdomyosarcomak TRAIL érzekenységének molekularis pharmakoldgiaja

A metasztatikus, tehat szisztémas kemoterapiara szorulé rhabdomyosarcoméak 5 éves tulélése
a mostani kezelési lehetéségekkel kevesebb, mint 5%. Korabbi kutatdsaimban kimutattuk,
hogy a rhabdomyosarcoma (RMS) vonalak egy része rendkivil érzékeny a TRAIL apoptozis
indukalo hatasara. Ennek a preklinikai tanulmanynak szerepe volt abban, hogy az RMS része
annak a Fazis /11 klinikai vizsgalatnak amely 2007-ben indult és gyermekkori szarkomak
TRAIL kezelésének klinikai hatasat vizsgalja az NIH/NCI szervezésében. Ugyanakkor ismert
az is, hogy szamos RMS vonal rezisztens illetve rezisztenssé valhat a kezelésre. Ezekenek a
jelenségeknek a molekularis mechanizmusa és prediktiv diagnosztikaja nem ismert. A
legfontosabb modell sejtvonalunk, az RD sejtvonal az embrionalis rhabdomyosarcomak kozé
tartozik, mely rezisztens a Fas haldlreceptor indukalta apoptozisra, azonban igen érzékeny a
TRAIL-re. A TRAIL hatékony kezelés lehet az RMS estek egy részében, de a Bcl-XL és a
Bcl-2 apoptdézis gatlo fehérjek overexpresszidja gyakran megfigyelheté ezekben a
daganatokban. Kérdés tehat, milyen molekularis hatasmechanizmusu kezeléssel kiegészitve
tudjuk a TRAIL-t az RMS kezelésében felhasznalni. A proteaszémagatlo-szer bortezomib /
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Velcade (PS-341) myeloma kezelésére torzskdnyvezett és szolid tumrok esetében fazis Il
vizsgalatban van. Szamos olyan fehérjét ismerink, melyek a proteaszomak szubsztratjai és a
daganatkeletkezés feltételezett résztvevoi. Ezek kozé tartozik a tumor szupresszor p53, melyet
stabilizal és aktival a proteaszoma kezelés, szintén stabilizalja az IkB-t és ezaltal csokkenti az
NF-xB antiapoptotikus hatdsdt, valamint a poteaszOma szubsztratjai kozé tatoznak
sejtfelszini receptorok (PDGFR, EGFR, FGFR) is. Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy
a bortezomib kezelés fokozza a DR5 TRAIL receptor sejtfelszini expressziojat. Mivel a
daganatsejtek joval érzékenyebbek a proteaszomagatlokra, mint a normalis sejtek, a
proteoszéma alkalmas daganat ellenes célpont. Kisérleteink eredménye szerint a Bcl-2
onkogént stabilan overexpresszald transzfektalt RD sejtvonal (RD-Bcl-2) 6nmagaban a
TRAIL és a PS-341 kezelésre is csak kismértékben érzékeny, azonban a két szer egyuttes
alkalmazésa esetéen a PS-341 képes helyre allitani a TRAIL apoptdézis okozO hatasat. A
kombinalt kezelés altal indukalt apoptdzis kaszpaz-fiiggé folyamat.

TRAIL érzékenységet befolyasol6 GALNT14 mRNS szint valtozas Bortezomib kezelés
hatasara

Irodalmi adatok szerint pankredsz carcinOma, nem-kissejtes tiidékarcindma és melanoma
sejtvonalak esetében a GALNT14 N-acetil galaktézamin transzferaz mRNS szint aranyos a
sejtvonal TRAIL érzékenységével és human tumorok tobb mint 30 %-aban a GALNT14
taltermelddik (1). GALNT14 RNS interferenciaval csokkentheté a TRAIL erzékenység, mig
a tultermelés noveli az érzékenységet. Ennek feltételezet oka,hogy a DR4 és DR5 receptorok
extracellularis részén talalhatok glikolizacids helyek (szerin, treonin oldallancok) melyeknek
GALNT transzferdz altal katalizalt O-glikolizécidja el6segiti a ligand stimulalt DR4 és DR5
receptor aggregaciot, majd a receptorokhoz ezutan adaptormolekulakon keresztiil kétédnek az
iniciator kaszpazok, és beinditjdk az apoptozis-vérehajtd gépezetet. Korabbi Kisérleteinkbdl
tudjuk, hogy az altalunk vizsgalt rhabdomyosarcoma sejtvonal (RD) TRAIL érzékenysége
novelheté bortezomib proteaszOmagatlé  kezeléssel. Vizsgaltuk hogy proteaszoma gatld
kezelés hatasara hogyan valtozik a GALNT14 mRNS expresszio sejtvonalunkban.

Kiserleteinkben RD rhabdomyosarcoma sejtvonalat hasznaltunk, ezekben kilonbdz6 ideji 30
nM-os bortezomib kezelés utan vizsgaltuk a GALNT14 mRNS szintet kvantitativ ,,real-time*
PCR reakcio segitsegével. Az RNS izolalashoz RNeasy mini Kitet, a real-time PCR
reakciéhoz OneStep RT-PCR kitet (Quiagen) és cyber green festéket hasznaltunk. A
primereket Primer Express szoftverrel terveztik. A real-time PCR eredmények
kiértékelésekor AACt értékeket szdmoltunk.

Bortezomib  kezelés | AACt MRNS szint
ideje kilonbség

3 Oras kezelés AACtz, =5,2 36,7 X novekedés

6 Oras kezelés AACtgn =5,1 34,2 X novekedés

12 6rés kezelés AACtyon =3,6 12,1 X ndvekedés

24 6ras kezelés AACtys, =3,1 8,5 X ndvekedés

Az eredményekbdl lathatd, hogy rovid idejii bortezomib kezelés (3 és 6 Ora) hatdséra a
sejtvonalban tobb mint 30-szorosra nétt a GALNT14 mRNS szint a kontroll sejtekhez képest.
Tovébbi vizsgélatok szlikségesek annak kideritésére, a proteaszoma géatld kezelés hatéséra
milyen modon kovetkezik be a GLNT14 mRNS szint névekedés és ez okozza-e a fokozott
TRAIL érzékenységet.
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Tovabbi kisérleteinkben vizsgalni fogjuk azt is, hogy a protasoma gatlok vastagbélrak és
tdorak sejtekben is fokozzdk-e a GLNT14 expressziot és ez mennyiben jarul hozza a mar
korabban altalunk is megfigyelt és kdzolt fokozott TRAIL érzékenységhez.

(1). Wagner KWet al. Death-receptor O-glycosylation controls tumor-cell sensitivity to the
proapoptotic ligand Apo2L/TRAIL. Nat Med. 2007 Sep;13(9):1070-7,

A halalreceptor szignalutak valtozasai a mellékpajzsmirigy daganatos progressziéjaban

Az OTKA pélyazat alap hipotézise az volt, hogy a daganatos progresszié soran - a fokozott
proliferacios jelutak, elsésorban a c-MYC onkogén transzkripcids faktor aktivitasanak
fokozodasa revén- fokozodhat a halalreceptor (elsésorban a Fas és a TRAIL rendszer) jelutak
aktivitasa, ami fontos tumorszupresszor mechanizmus és egyben terapias célpont lehet. Ezt az
eredeti tervek szerint kizarélag vastagbél és tudérakokban terveztem vizsgalni. Azonban
Szende professzor 2005-ben egy nagyon kilonlegesen és ritka lehetéségre hivta fel a
figyelmemet. A mellékpajzsmirigy mutétek donté tobbsége a mellettiink levo épuletben Iévo
transzplantacids klinikan torténik, ahonnan gyors-fagyasztott formaban érkezik a mitéti
szOvet a patoldgia intézetbe. A két intézet kozotti kollaboracid keretében lehetség volt
normal és hyperplazias elvaltozast mutatd valamint mellékpajzsmirigy adenoma mintakbdl
intakt mMRNS-t kivonni és ebben macroarray technikaval tobb mint 100 apoptozissal
kapcsolatos gén expressziojat vizsgalni. Ez egy kuldnleges tumorprogreszids model hiszen a
szekunder hatasra kialakulo proliferacio és az autondm szoveti proliferacié egymas mellett
vizsgalhat6 ugyan abban a szOvettipusban.

A real-time PCR-el validalt eredmények szerint a mellékpajzsmirigy hyperplaziakban és az
adenomakban — az eredeti hipotézisnek megfeleléen - egyarant fokozdodik a FAS receptor és a
TRAIL ligand expresszidja. Ezt a pro-apoptotikus iranyban torténé valtozast kompenzalhatja
az ,inhibitor of apoptosis protein”, az IAP1 expresszié fokozodasa. Valamint az adenomak
esetében az szintén apoptdzis gatld6 APOLLON expresszié fokozddasa..

Vizsgaltuk a sejtciklus és a p53 szabalyozasaval kapcsolatos gének expresszidjat is, azt
talaltuk, hogy a p53 tumorszupresszor fehérjét kozvetlenul szabalyz6 MDM2 gén
kifejezédése a kordbbi macroarray alapjan ndvekszik, ezt real-time PCR-el egyértelmtien nem
tudjuk megerdésiteni. A sejtciklusban, a DNS karosodas felismeréseben és a genom
integritdsdnak megorzésében fontos szerepet jatszd ATM expresszidja mindkét elvaltozasban
nagy mertékben csokken. A BCL2 csalad tobb tagjat is alavetettik a vizsgalatoknak, az
eredmeények alapjan a BCL-X(L) és a BCL-w gének mikddése fokozodik, mig a BIM-é
csokken. A BCL-X(L) bizonyos elvaltozasokban keépes teljesen gatolni a FAS-indukalt
apoptozist és részben a kaszpazok aktivaciojat is, illetve kdlcsonhat a p53 fehérje DNS koto
részével, a BCL-w pedig a sejtek tulélését seqiti citotoxikus korilmények kdzott, mig a BIM
pro-apoptotikus hatasu.

A fehérjeszinti vizsgalatokat szoveti microarray technika felhasznélasaval végeztik, dsszesen
70 mintaban ( 13 normal, 23 hiperplazias, 22 adenomas, 11 carcinomas, 1 festédesi kontroll)
tanulmanyoztuk az alabbi fehérjék expressziojat: atm, bax, bcl2, caspase8, ciapl, ck8, ck18,
ck19, cyclinD1, flip, Ki67, mdmz2, p27, p53, survivin, TRAIL. A kiértékelést a metszetek
szkennelése utan szamitogéppel végezzilk, ez jelenleg is folyamatban van.




A halalreceptor szignalutak szerepe a malignus transzforméaciéban. Zardjelentés (OTKA T46665)

Osszefoglalva a génszintii macroarray és PCR vizsgalatok alapjan elmondhatjuk, hogy az
OTKA pélyazatban megfogalmazott alaphipotézsnek megfeleléen a daganatos transformacio
soran a apoptozis szabalyozasaban szereplé gének mintazataban egy atrendezédés figyelhetd
meg, melyben a proapoptotikus és az antiapoptotikus gének aktivacidja egyarant
megfigyelhetd, de ezek egyensilyban vannak. Ezek a molekuléris valtozésok a daganatokban
specifikus gyogyszer tamadaspontokat hoznak létre, hiszen az antiapoptotikus fehérjék gatlasa
nagyobb meértékben felborithatja az egyensulyt a sejthalal szabalyozasaban mint a normal
szOvetekeben.

Az eredményeknek daganatbioldgiai érdekességiikon tul gyakorlati alkalmazéasa is lehet. Az
adenomak és hyperplazidk morfologiai elkulonitése nem mindig konnyi, foleg a kevésbé
gyakorlott patolégus szaméra. Itt nydjthat segitseget peldaul az APOLLON
immunhisztokémia vizsgalata. Méasreszrél az eredmények megerésitik azt a hipotézist, hogy
az AP proteinek daganat-specifikus terapias célpontot nydjtanak.

A Fas gén epigenetikus szabalyozasanak (hypermetilaciojanak) vizsgalata

A Fas halalreceptor gén hypermetilaciojanak (epigenetikus szabalyozasanak) jelenségét colon
karcinomakban egy elsészerzéségemmel megjelent tudomanyos kdzlemény irta le elészor
(Petak I, et al. Hypermethylation of the gene promoter and enhancer region can regulate Fas
expression and sensitivity in colon carcinoma.Cell Death Differ. 2003 Feb;10(2):211-7.)
Kérdés azonban, hogy ez mas human karcinébmakban is megfigyelheté-e. Kollaboraciéban
Prof. Kate Williamson-al a belfasti Queen's University Hospital csoportvezetéjével a Fas
methilécidjat vizsgaltuk transitionalis sejtes karcindmakban és normal transitionalis sejtes
hamban. 2004-ben két angol PhD hallgatd latogatott meg akikkel a mddszereket Ujra
beallitottuk.

Parafinban agyazott transicionalis sejtes karcindbmékban a Fas sexpresszidjat
immunhisztokémiava hataroztuk meg. Ehhez prondz emésztéssel térténé antigén feltarast,
monoklonalis antitestet (Dako) és DAB el6hivast alkalmaztunk. Az eredményeink szerint 8
mintabol kettében egyéltalan nem volt kimutathatd expresszio mig a tovabbi hat esetben
rendkivil alacsony de homogén volt Fas a festédése.

Tranzicionalis sejtes sejtvonalakbdl genomialis DNS-t extrahaltunk DNAse kit (Invitrogen)
segitségével majd a bisulfate kezeltik (CpGenome DNA Modification Kit, Chemicon Int,
S7820) a nem methylalt cytosin bazisok konvertalasara. A Fas promoterében (bp -575 and +8)
levé 28 CpG-bol allo6 DNS szakasz PCR amplifikdlasahoz az altalam korabban kodzolt
primerekkel. A PCR termékekekt TopoTA cloning vektorba klénoztuk és individudlis
klonokat szekvenaltunk M13 primerekkel BigDyeTerminator kit és ABI370 automata
szekvenator segitségével. A Fas elsé intronjanak methylation specific PCR-al torténd
vizsgalatdhoz szintén bisulfate kezelt genomalis DNS-t hasznaltunk amelyet a fennt leirt
modon készitettlink elé. A PCR kondicidk optimalizalasahoz a HT1376 sejtvonalbdl extrahalt
DNS-t hasznaltunk. Az optimalialt PCR reakcid segitségével trasnitionalis sejtes sejtvonalat
vizsgaltunk meg.

Izgalmas, kozds eredménylink, hogy az altalam tervezett metilacio specifikus primerekkel
kimutattuk, hogy a primer hdlyagrakok egy részeben a Fas promoterében egyetlen CG hely
hypermetilalt. A kozleményemben ennek funkcionalis jelentéségét kimutattam egy colon
carcinoma sejtvonalban in vitro. Felmeril, hogy azokban a daganatokban ahol ez CG
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hypermetilacié felelés a Fas halalreceptor expresszidjanak csokkenéséért, ott demetilalo
gyogyszerek (mint a klinikai kiprébalas allo Decitabine) helyreallithatja a Fas expressziot,
ami érzékenyitheti a daganatot lokalis kemoterapia és esetleg rekombinans FasL szamara. A
kifejlesztett diagnosztikai eljaras szabadalmaztatdsat kozosen megkezdtik abban a
reményben, hogy az alapkutatasnak induld projekt esetleg gyakorlati hasznositast is nyerhet.
Ebbél kozos kutatasi egyuttmikddeshol eddig egy kdzos kdzlemeny jelent meg (O'Kane HFE
Watson CJ, Johnston SR, Petak I, Watson RW, Williamson KE. Targeting death receptors in
bladder, prostate and renal cancer. J Urol. 2006 Feb;175(2):432-8.) De a szabadalmi kérdések
lezatulta utan tovabbi kézos kozlemények varhatok.

A FAP1 szerepe a Fas indukalta gatlasaban

A FAP-1 (FAS associated phosphatase-1) a FAS receptor intracitoplazmatikus végén lévé 15
aminosavhoz kapcsolddé tirozin-foszfatdz. Ennek a 15 aminosavnak a hianya noveli a FAS
apoptétikus hatasat, a FAP-1 transzfektalt sejtekben pedig a FAS indukalta apoptozis
gatlodik. FAP-1 okozta apoptozisgatlast szamos hdm eredetii tumorban leirtak.

A Fas klonozasa kozben felfedeztiink egy a génbanktdl eltéré szekvenciat a Fas N-terminalis
részén lévo 15 aminosavat kodolo szekvencidban, ami a FAP1 megkotéséért felel6s (S260F).
Ez vagy a daganatban keletkezett mutacido vagy SNP (single nucleotid polymorfizmus)
mindkét esetben érdekes lehet mind a daganatok kialakulasanal, a daganatra valo hajlamban.
Ezért a munkaterviinkben szerepelt ennek a mutaciénak a vizsgalata primer tidé és
vastagbélrdkokban. Vizsgalatainkban 20 darab paraffinba agyazott mintakbdl izolaltunk DNS-
t. Az izolalt DNS-eket nested PCR-rel amplifikaltuk, a reakcidhoz a kdvetkezé primerek
hasznéltuk:  Forwardl: 5-TGGCATCAACTTCATGGAAA-3‘; Reverse 1. 5'-
TGGCTCTTCAGCGCTAATAAAT-3; Forward 2: 5-“GCCAATCTTTGTACTCTTGCAG-
3; Reverse 2: 5*-TGTACCCAGTAAAAACCAAGCA-3*

Az amplifikalt mintdkban a mutaciot restrikcids fragment hosszusag polimorfizmus (RFLP)
vizsgalattal terveztik keresni. A Dde | restrikcios enzim ugyanis a mutans format hasitana, a
vad tipusi mintdkat azonban nem. A restrikciés enzimmel emésztett mintak agardz
gélelektroforézise utan azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusi minta is megemésztédott, ami arra
utal, hogy ez a restrikcios enzim nem alkalmas RFLP vizsgalat elvégzéséhez.

Ezek utan a PCR mintak szekvenalasa mellett dontéttink, igy az teljes 15 aminosavat kddolo
szekvencidban kereshetiink mutacidkat. A szekvenalashoz a nested primereket hasznaltuk.

A szekvenalas eredmeényekét azt kaptuk, hogy az altalunk vizsgalt 20 tumorminta minegyike
vadtipusi a FAS gén vizsgalt szakaszan. A kldnozaskor talalt mutacio tehat feltehetéen
nagyon ritka (0-5%) ezért tovabbi mintadkat mar nem szekvenaltunk. Az eredmények tehéat
arra utalnak, hogy a FAS intracellularis domenjében lévé mutdciok nem jatszanak fontos
szerepet a vizsgalt daganattipusok FAS érzékenységében.

Kollaboraciok a sejthalél molekuldris szabalyozdsanak teriletén

Reszben kapcsolodott az OTKA témdjahoz Mihalik Rudolf munkacsoportjanak az aktiv
sejthalal kaszpaz fliggetlen jelGtjainak vizsgalata. A kapcsolddasi pont az volt, hogy a
halalreceptorok szignalkomplexének része a RIP fehérje, amely az Nf-KB jelut aktivacio
mellett kaszpaz fliggetlen, ,,programozott nekrdzis” sejtelhalast képes indukalni. A RIP egy
instabil fehérje és rendkivil érzékeny a heat-shock protein HSP90 gatlasara. A
kollaboraciéban végzett kutatas egyik eredménye az volt, hogy a HSP90 gatlé galdenomycin
kezelés a nekrotikus sejthalalt klasszikus apoptozisra valtotta a modellrendszerben. (Mihalik R
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Imre G, Petak I, Szende B, Kopper L. Cathepsin B-independent abrogation of cell death by CA-074-OMe
upstream of lysosomal breakdown. Cell Death Differ. 2004 Dec;11(12):1357-60. )

A 2005 év végeén jelent meg egy tudomanyos kollaboracié eredményeit bemutatoé publikacio
(Barna G, Sebestyen A, Weischede S, Petak I, Mihalik R, Formelli F, Kopper L. Different ways to induce
apoptosis by fenretinide and all-trans-retinoic acid in human B lymphoma cells. Anticancer Res. 2005 Nov-

Dec;25(6B):4179-85.). Ez a Kkutatds projekt Dr. Kopper Léaszl6 munkacsoportjaval
kollaboracidban tortent és a retinoidsav agonistdk altal kivaltott sejthalal jelatviteli
mechanizmusait vizsgélta leukémia sejtekben. A munka abban kapcsolddott a jelen OTKA
projekthez is, hiszen kdzremukddésemmel vizsgaltuk a halalreceptorok lehetséges szerepét a
vizsgalt leukémia modell rendszerben. A hal&lreceptorok iniciator kaszpazéanak, a caspase-8-
nak a gatlasa azonban csak kis mértekben csokkentette sejthalalt ami a mitokondrialis Ut,
pontosabban a EndG kiaramlasanak jelent6segere irdnyitotta figyelmet.
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