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BEVEZETES

A tiiddrak vilagszerte jelentds egészségligyi problémat jelent, az 6sszes
daganatos megbetegedés 13%-aért, illetve a daganat okozta
haldlozasok 18%-aért volt felelds 2008-ban. A tiidorakok koriilbeliil
15%-a kissejtes tiidorak (SCLC), nagyobb hanyada, 85%-a nem-
kissejtes tiidorak (NSCLC). Szdovettanilag ez utdbbi csoport 3 0
altipusra oszthato: a laphamrakra (SCC), az adenocarcinomara (ADC)
¢s a nagysejtes carcinomara (LCC).

A mellkasi daganatok masik tipusa a malignus pleuralis mesothelioma
(MPM), egy rendkivil magas letalitdssal bird6 rosszindulata
megbetegedés. A mellhartya iiregének savos hartyaval boritott réteget
¢rinti, és a superficialis mesothelialis sejtekbdl fejlddik. Az MPM
szoros kapcsolatban all az azbeszttel valo érintkezéssel, €s egyes
esetekben 20-40 évig terjedd lappangasi peridodust mutathat. A
diagnozistdl szamolva azonban az MPM betegek varhaté median
tulelése mindossze 4-12 honap.

Az utobbi ¢években a tumoros megbetegedések, igy a mellkasi
daganatok esetében is eldretortek a célzott terapidk. Ahhoz, hogy
megfeleld molekularis ceélpontot talaljunk, elengedhetetlen a daganatok
novekedeséert ¢és beerezddeseert felelds molekuldris hattér ismerete.
Ezért 1ényeges a kiilonb6z6 angiogén, lymphangiogén faktorok ¢s
onkogén feheérjek alapos tanulmanyozasa.

Munkéankban a kozelmultban felfedezett angiogén peptid, az apelin
molekula lehetséges szerepét vizsgaltuk az NSCLC beerezddesében,
valamint a nyirokérképzodés folyamataban.

Az apelin receptorat 1993-ban azonositottak, a ligandot 1998-ban
izolaltdk szarvasmarha gyomor homogenatumbodl. Az elmult években
szamos tanulméany jelent meg az apelin molekula szerepérdl az
angiogenezis folyamataban. Az embriondlis periddus alatt az APJ
expresszio foleg a fejlddo sziv €s az elsddleges vererek endotel sejtjeire
¢s endotelialis prekurzor sejtjeire korlatozodik. Emellett 1ényeges a
szerepe a béka embrid szabalyos vaszkularis mintazatanak
kialakulasaban is. Az apelin ¢és receptora késobb is nagymértékben
kifejezddik a vérerek faldban, kiilonosen az endotél sejtekben. Az

1



apelin serkenti az emberi koldokvéna endotélsejtek és az egér agy
mikrovaszkularis sejtek in vitro ndvekedését, tovabba majom retinaban
Fokozza az érképzddést in vivo csirke chorioallantois membranban ¢és
egérben subcutan matrigel plug assay rendszerben. Az apelin/APJ
rendszer szerepet jatszik a vérér atmérd szabalyozaséaban is.

Az apelin fokozott expresszidja megfigyelhetd tobb daganattipusban is.
Glioblastoma multiforme esetében az angiogén tumor érhaldzatban
fokozattan expresszalodik az apelin €s ligandja. Az apelint kifejezik
invaziv duktalis vagy lobularis emlokarcindma rosszindulati
tumorsejtjei. Ragcsalo emlérdk ¢és melandma esetén az apelin
nagymértéki kifejezodése serkenti a tumorok beerezodését és in vivo
novekedéset. Szajliregi laphamrak sejtek is expresszaljak az apelint, €s
az apelin 0 prognosztikus faktorként szerepelhet ezen daganattipus
eseteben. Colon26 ragcsaldé adenocarcindbma ¢€s Lewis tido
adenocarcindma endotél sejtjei IS nagymértékben kifejezik az apelin
receptorat. A vérerek belsd atmerdjenek novekedesérdl irnak apelin
hatdsara human PC3 prosztata raksejtekbdl ¢s B16 egér melandma
sejtekbdl fejlodd tumorokban is. Az apelinerg rendszer szerepét
NSCLC-ben a mi munkacsoportunk vizsgalta el0szor.

Nemrégiben irtak le, hogy az APJ-t kifejezik a human nyirok endotél
sejtek is, és az apelin indukalja ezeknek a sejteknek az in vitro endotél
esszében. In vivo az apelin/APJ rendszer aktivalasa gatolta az UVB-
indukalt gyulladast a nyirokerek és vérerek abnormalis novekedésének
gatlasaval. Vagyis az eredmények arra utalnak, hogy az apelin szerepet
jatszhat a nyirokerek stabilizaldsaban gyulladdsos szovetekben.
Tovabbi in vitro és in vivo kisérleti modellek sziikségesek azonban az
apelin pontos szerepének tisztazasdhoz mind a fizioldgids, mind a
patoldgias nyiroker novekedésben.

A tovabbiakban egy kismolekulaval gatolhatdé onkogén fehérje, az
MTOR molekula temsirolimus altali gatlasanak Iehetdségét
tanulmanyoztuk malignus pleurdlis mesotheliomdban. Szamos
tanulmanyban irnak mesothelioma sejtek esetében a PIBK/AKT/mMTOR
utnak a hiperaktivacigjarol. Az mTOR kozvetitette jelek tamogatjak a



kemoterapiaval szembeni rezisztenciat, igy az mTOR gatlasa tobb
daganattipus esetében 1s kemoszenzitizal6 aktivitassal bir. A
rapamycin, ¢s ennek analogjai a temsirolimus €s everolimus a mai
napig a leginkabb vizsgalt mTOR gatlok. Tobb daganatnal is leirtak
mar in vitro és in vivo ezen Kismolekulak tumorellenes aktivitasat. A
temsirolimust €és/vagy everolimust a kozelmultban hagytdk jova a
vesesejtes karcinoma ¢€s kopenysejtes limfoma kezelésére. NSCLC és
MPM esetében is vizsgaltak mar az mTOR gatlas lehetdségét, azonban
ez a terlilet még tovabbi vizsgalatokat igényel.

CELKITUZESEK

1. Az apelin és receptora expresszidjanak vizsgalata NSCLC-ben.

2. Apelin hatasanak vizsgalata az NSCLC-re in vitro.

3. Fokozott apelin expresszio hatdasa NSCLC-re in vivo.

4. Human NSCLC daganatmintdk apelin  expressziojanak,
beerezddésének ¢s klinikai viselkedésének 0Osszehasonlito/atfogo
vizsgalata.

5. APJ receptor kifejezOdésének vizsgalata human nyirok endotél
sejtvonalon.

6. Apelin hatasanak vizsgalata a human nyirok endotél sejtekre in
vitro.

7. Mesothelioma sejtvonalak szferoidképzé kapacitasanak jellemzése
¢s mTOR gatlas hatasa a szferoidképzésre.



MODSZEREK

Beteganyag

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz 94 NSCLC-vel kezelt beteget
valasztottunk ki, akiket nem kezeltek neoadjuvans terapiaval. A
szOvettani diagnozist €s az N-staddiumot hematoxylin €s eozin-jelolt
mintdkon hataroztuk meg. A molekularis vizsgalatokhoz 46 NSCLC-
vel kezelt beteg sebészi Uton frissen eltavolitott tumoros €s normal
tiidoszovetét hasznaltuk.

Sejtvonalak

Viszgalatainkhoz human NSCLC ¢és mesothelioma sejtvonalakat
hasznaltunk. A human nyirok endotél sejtek fitymabdr eredetiiek
voltak, amelyekhez diszpazzal valo kezelés, ¢és sejtkaparoval torténo
eltavolitds utan jutottunk hozza. A sejteket magneses szeparaldssal,
anti-podoplanin  szérummal szelektaltuk.  Stabil transzfektans
sejtvonalakat tigy hoztunk létre, hogy kontroll illetve apelin-k6dolo
pcDNA 3.1 vektorokkal transzfektaltuk az NSCLC sejteket.

Hatoanyagok

In vitro kisérleteinkben az apelin-13, az apelin-36, egy modositott
apelin-szarmazék, az F13A, valamint a temsirolimus hatasat
vizsgaltuk.

Antigénkimutatasi modszerek

Immuncitokémidval vizsgaltuk az apelin és receptora kifejezodését
human NSCLC vonalakon és human nyirok endotél sejteken. ELISA-
val mértik a sejtes apelin szekréciot az NSCLC vonalakban.
Immunhisztokémiaval hataroztuk meg az apelin protein expressziot €s
a mikro€r-sliriséget human és xenograft tumorokban. Az apelin és
receptora expresszidjat mRNS szinten reverz transzkripciés PCR-rel
mértiik.



In vitro tesztek
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bromo-2’-deoxyuridine) analizissel vizsgaltuk. A sejtek szferoidképzo
kapacitasat  letapadasmentes kozegben, DMEM/Ham’s F-12
médiumban vizsgaltuk, amelyet kiegészitettiink bFGF-fel, EGF-fel és
B27-tel. A human nyirok endotél sejtek migracios képességét
videdmikroszkopos méréssel tanulmanyoztuk. A sejtek endotél csové
formalodasat  Matrigelen, szérummentes kozegben vizsgaltuk.
Apoptozis indukcidt ,in situ cell death detection kit”-tel
tanulmanyoztunk. Western blot analizishez natrium-dodecyl szulfat
(SDS)-polyacrylamid gélelektroforézist végeztiink a sejtekkel.

In vivo vizsgalatok

Az apelint kifejezd, transzfektalt NSCLC sejtek novekedését xenograft
tumorokban vetettiik Ossze a kontroll vektort expresszald sejtek
novekedésével nude egerekben.

Statisztikai modszerek
A statisztikai analizisek elvégzéséhez a Statistica 8.0 szoftver
programot hasznaltuk.



EREDMENYEK

Apelin és receptora expressziojanak vizsgalata human NSCLC
sejtvonalakban

RT-PCR-rel igazoltuk az apelin expressziojit az NSCLC
sejtvonalakban. Immuncitokémiaval a citoplazmaban tapasztaltunk
pozitiv immunreakciot mind az apelin, mind a receptora esetében az
NSCLC vonalaknal. Az ELISA azt mutatta ki, hogy a sejtvonalak
szekretaljak az apelint a sejttenyésztd meédiumukba.

Az apelin és APJ expresszio osszehasonlitaisa NSCLC vonalak 2D-S
és 3D-s tenyészeteiben

A kovetkezokben 8 NSCLC vonalbol képeztink 3-dimenzios
szferoidokat, majd kvantitativ valos ideji PCR-rel Osszevetettiik az
apelin illetve az APJ relativ expresszios szintjét a sejtvonalak 2D-s €s
3D-s tenye€szeteiben. Az apelin esetében 8 vonalbol 7-n¢l, az APJ
eseteben 5-nél a 3D-s tenyészetekben mert apelin illetve APJ relativ
expresszids szint tobbszorose volt a 2D-s tenyészetekben mért
szinteknek.

Apelin mRNS és protein expresszio vizsgalata NSCLC betegek
tumoros ¢és normal tiiddészovet mintaiban

46 nem tumoros ¢s tumoros mRNS extraktum par kvantitativ valds
idejii PCR analizise szerint az apelin expresszios szintek a betegek
tumoros mintaiban szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a normal
tiidoszovet mintakban.

94 NSCLC-vel kezelt beteg paraffinba dagyazott mintdjanak
immunhisztokémiai jelolése azt mutatta, hogy az apelin a
citoplazmaban fejezddik ki. Az apelin protein a human bronchidlis
mirigyekben €s a tumorral hataros epitheliumban expresszalodott.
Osszehasonlitva az NSCLC mintakban mért apelin mRNS szinteket az
immunhisztokémiaval detektalt protein expresszios szintekkel,
szignifikans korrelaciot talaltunk.



Exogén apelin kezelés és apelin expresszios vektorral torténd
transzfekcio hatiasa az NSCLC vonalak novekedésére in vitro

Sem az exogén apelin kezelés, sem az apelin expresszids vektorral valo
transzfekcio nem befolyasolta az NSCLC sejtek in vitro proliferaciojat.
Ugyanakkor az apelin expresszids vektorral vald transzfekcio a

szekretalt apelin szintjének szignifikdns emelkedését eredményezte.

Fokozott apelin expresszi0 hatasa az NSCLC vonalak
novekedésére in vivo

Az apelint taltermeld sejtekkel beoltott egerekben a tumorok
novekedése gyorsabb volt a kontroll vektorral transzfektalt sejteket
hordoz¢6 egerekhez képest. A tumorok morfometriai analizise szerint az
apelin-taltermeld tumorokban szignifikansan nagyobb volt a mikroér-
slirliség, a kontroll tumorokhoz viszonyitva. Ugyanezt tapasztaltuk a
tumorkapillarisok keriilete esetében is.

Human NSCLC daganatmintak apelin  expresszidgjanak,
beerezodésének és klinikai viselkedésének osszehasonlito vizsgalata
Az apelin koncentracio €s a klinikopatologiai valtozok o6sszehasonlito
statisztikai analizisét végeztiik el 94 NSCLC-vel kezelt beteg esetében.
Nem talaltunk szignifikdns Osszefliggést a korral, dohanyzassal,
nemmel, tumor stddiummal (T), nyirokcsom6 stadiummal (N) vagy
szovettani  tipussal. Ugyanakkor a magas apelin expresszid
szignifikansan gyakrabban parosult nagy ¢érdenzitassal. Tovabbi
vizsgalatainkban, a magas apelin expresszal6 tumorokban a
vérékapillarisok atlagos szama szignifikansan nagyobb lett az alacsony
expresszioju tumorokhoz képest. Habar a mikroerek keriilete is
nagyobb volt a magas apelin expresszioji tumorok esetében, az eltérés
nem bizonyult szignifikdnsanak.



A megnovekedett apelin protein expresszi0 prognosztikus
jelentosége

hosszabbnak bizonyult a magas apelin expresszald kategoriaba sorolt
betegekhez képest. A standard prognosztikus paraméterek (tumor
kiterjedés, nyirokcsomd stadium és ¢€letkor) multivariacios analizise
szerint, az apelin expresszio altal prediktalt kimenetel fiiggetlen a tobbi
valtozotol.

Az APJ receptor kifejez6désének vizsgalata human nyirok endotél
sejtvonalon

A vizsgalt human nyirok endotél sejtvonalunk mRNS szinten kifejezte
az APJ receptort. Az immuncitokémiai jelolés a citoplazméaban
mutatott pozitiv APJ immunreakciot.

Apelin hatasanak vizsgalata a human nyirok endotél sejtekre in
vitro

Exogén apelin kezelés nem befolyasolta szignifikansan a sejtek
proliferaciojat in vitro, ugyanakkor a sejtek 3D-s tenyészeteiben
10"®M-os koncentracioban a szferoidok szamat szignifikansan novelte,
bar atmérgjilket nem befolyasolta. Az exogén apelin-13 kezelés a
sejtekhez képest. Az FI3A onmagaban kismértekben fokozta a sejtek
migracios képességét, az apelin-13-mal 1:1 aranyban adva, ugyanakkor
ez utobbi szignifikdns serkentd hatasat jelentds meértekben
lecsokkentette. Endotél cs6é esszében az apelin-13 és az F13A kezelés
is szignifikansan novelte a formalodé csovek atlagos hosszat a kontroll,
kezeletlen sejtekhez képest. Apoptozis esszében az UV sugarzas
apoptozis indukald hatasat az exogén apelin kezelés szignifikdnsan
csokkentette. Western blot analizissel az apelin-13 kezel€s serkentette
az Erkl/2 és Akt molekulak aktivitasat, az aktivacid csucsat mindkét
molekula esetében 15 percnél tapasztaltuk.



Mesothelioma sejtvonalak szferoidképzoé kapacitasanak jellemzése
és az mTOR gatlas hatasa a szferoidképzésre

A kovetkezokben 15 mesothelioma sejtvonal szferoidképzo
tulajdonsagat vizsgaltuk, és azt tapasztaltuk, hogy a 15 vonalbol 6
sejtvonal keépezett egyértelmii hatdrozott szerkezetli, gombszeri
szferoidokat. Ez utobbi vonalak koziil két sejtvonal (SPC 111 és SPC
212) 3D-s tenyészetében vizsgaltuk az mTOR  molekula
temsirolimusszal valo gatlasanak hatdsat. A temsirolimus kezelés az
MPM szferoid integritdsra mar 4 nap utan negativ hatast gyakorolt, €s
szignifikansan csokkentette a szferoidok szamat €s atlagos atmérogjet is.



KOVETKEZTETESEK

1. A vizsgalt NSCLC vonalak expresszaltdk az apelint, ugyanakkor
proliferaciojukat nem befolyasolta az exogén apelin kezelés,
illetve az apelin kodolo vektorral torténo transzfekcio.

2. Az apelint kifejez0 transzfektalt sejtek subcutan tumorai
szignifikansan gyorsabban noéttek in vivo, és az intratumoralis
erek szama ¢€s atmeérdje is szignifikansan nagyobb volt a kontroll
tumorokhoz képest.

3. Human NSCLC mintdkban szignifikdnsan megnétt az apelin
expresszidjanak mértéke a normal tiidoszovethez képest. A magas
apelin-expresszid6 megnovekedett ¢érdenzitassal és rosszabb
tuléléssel parosult.

4. Eredményeink azt mutatjak, hogy az apelin egy 0j angiogen
faktor human NSCLC-ben. Elséként mutattunk ki kapcsolatot az
apelin expresszio €s egy human daganattipus klinikai viselkedése
kozott.

5. Human nyirok endotél sejtek kifejezték az apelin receptorat.
Exogeén apelinnel torténd kezelés nem befolyasolta a sejtek
proliferacidjat in vitro, ugyanakkor szignifikansan novelte
migraciojukat, endotél csé esszében a képz0dd csovek atlagos
hosszat, a sejtek 3D-s tenyészetében a szferoidok szamat és
szignifikansan csokkentette az UV-besugarzas apoptozis indukalo
hatasat. Az exogén apelin kezelés aktivalta az Erk ¢s a PI3K/Akt
jelatviteli utvonalakat a nyirok endoté€l sejtekben. Ezek alapjan
feltételezhetjiik, hogy az apelin lymphangiogén tulajdonsaggal is
rendelkezik.

6. Az MPM sejtvonalak 3D-s tenyészeteiben az mTOR molekula
temsirolimus-szal torténo gatlasa szignifikansan csokkentette a
szferoidok szamat ¢€s atmerdjet, vagyis a temsirolimus kezelésnek
hatasa lehet az MPM sejtvonalak tumor inicidld sejt
kompartmentjére. ElsOként irtuk le, hogy az mTOR gatlas
hatarozottan gyengiti human MPM tumorok novekedését SCID
egerekben, igy az mTOR gatlas igéretes 1) terapias stratégia lehet
MPM esetében.
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