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1. BEVEZETES (IRODALMI HATTER)

1.1. Majdaganatok

1.1.1. A hepatocellularis carcinoma epidemiolégiaja

A majdaganatok epidemioldgiaja Osszetett, és nehézséget jelent a nagy szamd
mésodlagos daganat elkllonitése a primer tumoroktdl. A méj leggyakoribb primer malignus
tumora a hepatocellularis carcinoma (HCC), mely a primer daganatos esetek 75-85%-at
teszik ki, de meg kell emliteni a joval ritkdbb a cholangiocarcinomat, az angiosarcomat,
illetve a gyermekkori hepatoblastomat is (1).

A daganatos megbetegedések koziil a HCC vilagszerte a negyedik leggyakoribb
daganatos megbetegedés. 2018-ban 841 000 Uj esetet és 782 000 halélesetet regisztraltak a
vilagon. Mind az incidenciat, mind pedig a mortalitast tekintve a betegség eléfordulasa
férfiak korében 2-3x gyakoribb, mint a néknél. Evente 500 000—1 000 000 (j majrakos esetet
regisztralnak, kiilonosen nagy eléfordulassal a fejlédd orszagokban, Eszak- és Nyugat-
Afrikaban (Egyiptom, Gambia, Guinea) Kelet- és Délkelet-Azsiaban (Mongolia, Kambodzsa
¢s Vietnam), Melanézia és Mikronézia/Polinézia, am a betegség eléfordulasi gyakorisaga
Eurdpaban is folyamatosan novekszik (2).

A HCC kialakulasanak f6 kockazati tényez6i a hepatitis B (HBV), és a hepatitis C
(HCV) virus, az aflatoxinnal szennyezett ételek fogyasztdsa, az Oroklott
anyagcserebetegségek, a 2. tipusu cukorbetegség, elhizés, alkoholfogyasztas és a dohanyzas
(2, 3). Ugyanakkor a kockazati tényezOk régionként eltérdk lehetnek. A legmagasabb
kockézatu terlileteken (Kina, Kelet-Afrika) a f6 riziké faktor a kronikus HBV fertézés, és az
aflatoxin expozicid, mig mas orszagokban (Japan, Egyiptom) a HCV fert6zés a dominans ok
(2, 3). Mongolidban a HBV és a HCV virusfertézés, a HBV hordozok HCV-vel torténd
egyiittes fert6zése, valamint az alkoholfogyasztas hozzajarulnak a betegség kialakulasahoz
(2, 4).

1.1.2. A HCC kialakulasa és progresszidja
A HCC kialakulasanak pontos mechanizmusa nem ismert, egy tobblépcsds folyamat

eredményeképpen jon létre (1. abra). A kordbban emlitett rizikofaktorok hatdsara a majban
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krénikus hepatitis, valamint cirrhosis alakulhat ki, igy a cirrhotikus méajban dysplasticus
nodulusok jonnek létre. Ezek precancerosus elvaltozasnak felelnek meg, melyekbdl évek
mulva HCC fejlédhet ki. Az esetek csupan 10-20%-a alakul ki nem cirrhotikus méjban,
tobbsége viszont kissejtes dysplasticus nodulusokbdl cirrhosis talajan fejlédik ki (5). A nem
cirrhotikus méjban kialakulo HCC f6ébb rizikofaktorai a diabetes mellitus és a nem alkoholos
zsirmadj, az esetek Kis részében jatszik szerepet az alkohol és a virushepatitisek (6).

HBV/HCV
Fertozés
. Kronikus
Aflatoxin B1 majgyulladas Alkoholizmus
Chihosls Oroklott anyagcsere
l betegségek
Diszplasztikus
nodulusok
L
HCC

1. abra A HCC kialakulasanak sematikus abraja (5)

A majdaganatok kialakuldsdnak molekularis mechanizmusaban szamos tényezo
jatszhat szerepet. Fontos megemliteniink a sejtciklus szabalyozasanak két kulcsszerepldjét, a
TP53 gént és a retinoblastomat, melyek miikodési zavarai a majdaganatok kialakulasban is
bizonyitott. Az azsiai populacioban kialakult majdaganatok 13-33%-ban talaltak p53
mutaciot, mely eltérést hordoz6 maéajdaganatok &ltaldban nagyobbak és szdvettanilag
differencialatlanok. Ezekben az esetekben gyakori a TP53 gén 249. kodonjanak GC — TA
mutaciodja, melyet az aflatoxin B fert6zottséggel hoztak dsszefliggésbe (7).
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A majdaganatokban leggyakrabban a Wnt jelatviteli ut kulcs molekuldja, a B-catenin
protoonkogén fehérje mutécidja vagy egyéb onkogén aktivacioja figyelheté6 meg. A Wnt
jelatviteli utvonal szdmos élettani és patologias folyamat szabalyozasaban vesz részt, ilyen a
sejtdifferenciacio, proliferacio, apoptozis, embrionalis fejlédés szabalyozasa, illetve a
daganatos folyamatok. Az embrionalis fejlédés soran a kanonikus Wnt Gtvonalnak fontos
szerepe van, melynek soran a -catenin aktivalddik. Ennek feltétele, hogy az APC/GSK/axin
komplex ne j6jjon létre és ne foszforilalja a B-catenint, igy a fehérje aktivalt allapotaban a
sejtmagba transzlokalddik, ahol a T sejt faktorral komplexet alkotva transzkripcios
faktorként miikodik és tovabbi gének kifejezédését indukalja (8). A kifejlett szervekben, igy
a méajban is, normalis korilmények kozott a kanonikus Wnt jelatviteli it mar nem aktiv, a -
catenin ubiquitindlodik és lebomlik, igy nem keril a sejtmagba. Szamos tanulmany szamol
be a Wnt atvonal fokozott aktivacidjarol majdaganatok esetében, ahol ezt foleg a HCV
fert6zéssel hoztak dsszefuggesbe (9-11).

A human daganatok jelent6s részében kimutathato az epidermalis névekedesi faktor
receptor (EGFR)-MAPK, a c-Met és az Akt utvonalak fokozott miikodése. Utdbbi
aktivacidja kovetkeztében az apoptdzis gatlas mellett, foszforilalddik és inaktivalddik a Wnt
utvonal egyik kulcsfehérjéje a GSK3. Ennek kovetkeztében a fent ismertetett Gtvonal
aktivalodik. Az EGFR, az ErbB csalad tagja, mely endogén ligand kotés hatdsara a Wnt
jelatvitelhez hasonloan kilénféle élettani mechanizmust képes befolyasolni. Az EGFR
pontmutécion, illetve amplifikacion alapuld funkcionyeréses mutéaciojat HCC-ben szintén
leirtak (12).

A transzformald novekedési faktor béta-1 (TGF-Bl1) szerepe a fibrogenesis €s
carcinogenesis eseményeiben attol figg, hogy milyen stadiumaban van a folyamat. A
carcinogenesis korai eseményei soran, amikor a TGF-B receptor II megérzott, a TGF-f
tumorszuppresszorként viselkedik. Az el6rehaladott majdaganatok esetén azonban a receptor
gyakran hidnyzik a tumorsejtek felszinér6l, mikozben a TGF-p fokozott mennyiségben
mutathato ki a daganatszovetben. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy ilyenkor a névekedési
faktor mas hatast fejt ki. A novekedési faktor kés6i hatasai mar az angiogenesis és az
epithelidlis-mesenchymalis tranzici6 (EMT) stimuldlasahoz, valamint a stromalis

komponensekre gyakorolt hatasahoz kothetdk, melyek a tumorinvaziot segitik el (13).

10
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A majdaganatok kialakuldsa és progresszidja soran szamos epigenetikai valtozast
ismertettek, melyek gének csendesitéséhez vagy fokozott aktivitasahoz vezetve segitik el6 a
malignus transzformaciét. A majdaganatokra a globalis hipometilacié mellett a szupresszor
gének hipermetilacioja is jellemz6. Koros hipermetilaciorol szamoltak be a RASSF1A, p15,
pl16, p21, E-cadherin GADD458 esetén, mig a STAT1és a RAS gén hypometilalt (14, 15).

1.1.3. Majmetasztazisok

A maj a metasztazis képzés legfobb célszerve. Szamos daganat adhat ide attétet,
ilyenek példaul az emlérak, gyomorrak, hasnyalmirigyrak, vastagbélrak, végbélrak, de adhat
majattétet a vesedaganat, a tiidérak és sok mas rosszindulati betegség is. A majattétek
leggyakrabban colorectalis eredetliek, ugyanis a bélrendszerbdl 6sszegyiilé vérmennyiség
teljes egésze eldszor a maj szlirdrendszerén halad keresztiil, lehetdséget adva a szétszorddo

daganatsejteknek a majban val6 megtelepedésre (16).

1.1.4. Kezelési lehetoségek

A HCC Kkorai stadiumban diagnosztizalva, miel6tt az tovabbterjedne a maéj
alloményaban, vagy atterjedne a kornyéki nyirokcsomokra, illetve mas szervekre, kezelhet6
mitéti rezekcioval vagy majatiiltetéssel (2, 17, 18). Mivel a HCC donté hanyada cirrhotikus
majban alakul ki, a rezekcidt csupan a betegek kb. 15%-nal lehet elvégezni és altalaban rossz
a prognozisa, median tulélési idejik kevesebb, mint 1 év. A colorectélis eredetii majattétek
maig egyetlen kurativ terapias lehetésége a sebészi rezekcio (19).

Szamos egyéb kezelési lehetéség 1étezik HCC esetén, ami ugyan végleges gyogyulast
nem eredmenyez, de jobb életmindséget és hosszabb tulélést biztosithat. Ilyenek a percutan
etanol injekcio, vagy radiofrekvencids ablacio (RFA), a sugarkezelés, kemo- €s
radioembolizacio. Ide tartozik a nemrégiben megjelent daganatellenes terapia (j mddszere a
célzott thmadasponti gydgyszerek alkalmazésa is, melyek kozil az elsé forgalomban 1év6
gyogyszer a Sorafenib (Nexavar) egy vascularis endothelialis ndvekedési faktor receptor
(VEGFR) és vérlemezke eredetti novekedési faktort receptor (PDGFR), valamint Raf kinaz
gatlo molekula (20, 21). Az Egyesiilt Allamok Elelmezési és Gyogyszerészeti lgazgatosaga
(FDA) 2017-ben jovahagyta egy masodik vonalbeli célzott terdpids készitmény, a

11
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Regorafenib (Stivarga) alkalmazésat, a kordbban Sorafenibbel kezelt betegek kezelésére
(22). A Sorafenib mellett, els6 vonalban alkalmazhat6 tirozin kinaz receptor (RTK) gatl6 a
lenvatinib (Lenvima), melyet 2018-ban engedélyezett az FDA, olyan betegek szdmara, akik

miitéti iton nem kezelhetéek (22, 23).

1.2. Az extracellularis matrix

Az extracellularis matrix (ECM) minden szdvetben és szervben megtaldlhato nem
cellularis komponens. Az ECM nem csupan a szovetek szerkezeti integritasat adja és
mechanikai tAmaszt nyujt, hanem kiemelkedé szabalyozo6 szerepe van kulonféle sejtélettani
folyamatokban, mint a morfogenesis, differenciacio, proliferacio, tulélés, migracio és
homeosztazis (24). Az ECM alapvetéen vizbdl, fehérjékbdl és poliszacharidokbol alld
komponens, de osszetétele szovetenként eltérd és specifikus (24). Az ECM-ot alkotd fehérjék
csoportjai a fibrillaris komponensek, mint a kollagén és elasztin; az adheziv glikoproteinek,
melyeknek f6 képvisel6i fibronectin és a lamininek; valamint a proteoglikdnok és a
hyaluronsav (25). Az ECM legnagyobb mennyiségben jelen 1évé komponense a kollagén,
melynek 28 altipusat kiilonboztetjik meg (25, 26). A fibrillaris kollagének az I, 11, 111, V, XI,
XXIV, és XXVII. tipusu kollagéneket foglalja magaba, melyek rostokba szervezédve a
legnagyobb mennyiségben vannak jelen a szdvetben (25). Ezek, illetve méas kollagénekkel,
ECM fehérjékkel, valamint proteoglikdnokkal egyiittesen nagyméreti fibrillaris strukturat
hoznak létre, melyek egymassal és mas ECM molekulakkal interakcioba Iépve egy komplex
haromdimenzids matrixhaldzatot alakitanak ki (25, 27). Az adheziv glikoproteinek (laminin,
fibronectin, entactin) kotik 6ssze a sejteket a sejtmatrix strukturajaval és aktiv szerepet
jatszanak a sejtek és szerkezeti elemek Gsszerendezésében (28).

A fent emlitettek szerint az ECM szerkezeti-mechanikus funkciéi mellett, szamos
fiziologias és patologids szabalyozasban is szerepet jatszik. A daganatos mikrokdrnyezet
cellularis komponensekbdl (pl. aktivalt csillagsekjtek, gyulladasos sejtek, erek), bioaktiv
komponensekbdl és az ECM-bol all (29). Az embrionalis fejlédés, valamint a homeosztazis
biztositasa érdekében az ECM komponenseket szigoru szabalyozottsag jellemzi (29, 30).
Daganatos atalakulas soran az ECM-ban mennyiségi és mindségi valtozasok torténnek, a
tumorsejtek képesek manipulalni a mikrokornyezetiiket sajat talélésiik érdekében (bioaktiv
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anyagokat szabaditanak fel és tesznek elérhet6vé maguk szaméra, mint pl. névekedési
faktorok, angiogenesist szabalyozd molekuldk), ezaltal biztositva a proliferativ jelatvitel
fenntartasat (29, 30). A kéros ECM megvaltoztatja a stroma sejtek viselkedését, melyek
ezaltal a daganat talélésének kedvez6 mikrokornyezetet hoznak létre. (29, 30).

A HCC Aaltalaban cirrhosis vagy fibrosis talajan alakul ki, melyet az ECM jelent6s
atalakulasa jellemez (31). Hepatocarcinogenesis soran, a felgyorsult hepatocyta regeneracio
mellett a DNS hibajavitds elégtelen, mely a mutaciok fokozatos felhalmozodasaval
rosszindulatt atalakulashoz vezet (32). A tumoros atalakulast az ECM fehérjék fokozott
felhalmozddasa jellemzi. Profibrotikus citokinek, novekedési faktorok, reaktiv
oxigengyokok (ROS) szabadulnak fel, kollagéntermel6 sejtek aktivalddnak, melyek végso
soron szoveti atalakulashoz vezetnek, ezzel torzitva a maj normal architekturajat (33).

Az elmult évtizedekben a kutatasok célpontjava valt a tumor és a mikrokornyezet
kozotti kapcsolat felderitése. Munkam soran az ECM proteoglikanjainak egyik neves
képviselojével, a decorin tumorbioldgidban betdltott szerepével foglalkoztam.

1.3. A proteoglikanok

A proteoglikdnok (PG) fehérje vazbol és ahhoz kovalensen kot6dé (O-glikozidos
kotéssel) glikézaminoglikan (GAG) molekuldbol allé vegyuletek, melyek a szervezetben
mindendtt jelen vannak, eléfordulhatnak intracellularisan, a sejt felszinén, vagy az ECM-ban
(1. tdblazat) (34-36).

A proteoglikdanok szerkezeti diverzitdsanak koszonhetden a szervezetben szdmos
létfontossagu funkciot téltenek be. Szerkezeti szerepik mellett, aktiv szerepet jatszanak a
molekularis interakciokban, sejtadhézioban, motilitasban, proliferacidban, differenciacioban
és szoveti morfogenesisben (34, 35). Az egészséges majszovet legjellemz6bb proteoglikanja
a transzmembran syndecan-1 (34, 37). A m4j kéarosodasa kovetkeztében a proteoglikanok
mennyisége igen gyorsan valtozik (34).

A proteoglikanok GAG lancai ismétldd6 diszacharid egységekbdl allnak, melyek
mindegyike kiilonb6zé mértékben szulfatalt vagy acetilezett hex6zaminbdl (D-glukozamin,
N-acetil-glik6zamin, vagy N-acetil-galaktézamin) és uronsavbol (glikuronsav vagy
iduronsav) épll fel (34, 36). Ezen lancok hossza valtozo, de a fehérjemaghoz k6t6d6 lancok
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szamat a kapcsolodasi helyek szdma hatarozza meg, amelyeket Ser-Gly dipeptid motivumok
jelolnek (34). A heparan-szulfat (HS) gerincét glukuronsav és N-acetil-D-glikozamin
alkotja, a kondroitin-szulfat (CS) glukuronsavbol és N-acetil-galaktézaminbol all, a
dermatéan-szulfat (DS) iduronsavat és N-acetil-galaktozamint tartalmaz, a keratan-szulfat
(KS) pedig uronsav helyett szulfatalt galaktozt tartalmaz N-acetil-glikozamin egységekkel
(34). A heparan-szulfat D-glikozaminjainak részleges szulfatalasa N-acetilalt és N-szulfatalt
régidk valtozdé doménszerkezetét hozza létre (34). Ez utobbi kdlcsonhatasba lephet tébbek
kozott novekedési faktorokkal, novekedési faktor receptorokkal, citokinekkel,
lipoproteinekkel és virusokkal (34).

Csoportosithatjuk 6ket szerkezetiik, lokalizaciojuk, GAG cukorlancuk és funkciojuk
alapjan (1. tablazat) (34). A GAG cukorlancokat heparan-szulfat, dermatan-szulfat,
kondroitin-szulfat és keratan-szulfat csoportokba sorolhatjuk (1. tablazat) (38).
Lokalizcidjuk szerint megkilénboztetink intracellularis proteoglikanokat, mint a
serglycint, a membran-asszocialt proteoglikanok kozé soroljuk a syndecant, glypicant,
betaglycant és a CD44-et. A pericellularis PG-ok a bazalmembran proteoglikanjai, melyek
az erek, epeutak bazalis membranjaban talalhatéak, illetve a hyalectanok (hyaluronsavat €és
lectint koté PG-K) (1. tAblazat) (34). Az extracellularis proteoglikdnok kdzé soroljuk a kis
leucin-gazdag proteoglikanokat, melynek csoportjdba tartozik a disszertdciomban
részletesen targyalt decorin is, melyr6l irodalmi Osszefoglaldo a kovetkezo fejezetekben
olvashato (1.4-1.5).
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1. tébldzat A proteoglikdnok csoportositasa. SLIPs:  syndecan-szerii
transzmembran proteoglikdnok, GRIPs: glypican csoportba sorolhatd sejtfelszini
proteoglikanok, SLRPs: kis leucin-gazdag proteoglikanok, hyalectanok:
hyaluronsavat és lectint kété PG-ok, BM: bazalis membran (34)

Lokalizdcio Tipus | Gén név | GAG
Intracellnliris Serglvein SRGN HS/CS
Membrin SLIPs:
Syndecan-1 SDC-1 HS/CS;
Syndecan-2.-3,4 SDC-2.-3,-4 HS
GRIPs:
Glypican 1-6 GPC 1-6 HS/CS

Részidds PG-ok

Betaglycan TGFBR3 HS/CS

CD#4 CD44 CS
Extracellularis SLEPs

I Csoport

Decorin DCN DS/CS

Biglycan BGN Cs

Asporin ASPN

II. Csoport

Fibromodulin FMOD KS

Lumican LUM KS

Keratocan KERA Ks

PRELP PRELP

Osteoadherin OMD KS

Il Csoport

Epiphycan EPYC CsS/DSs

Osteoglvcin OGN

Opticin

IV. Csoport

Chondroadherin, Nyctalopin, Tsukush
V. Csaport

Podocan, Podocan-szerii fehérjék

Pericellularis BM zone

Agrin AGRN HS
Collagen XVIII COL18A1 HS
Aggrecan ACAN CS/KS
Hyalectanok

Versican VCAN Cs
Neurocan NCAN Cs
Brevican BCAN Cs
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1.3.1. AKis leucin-gazdag proteoglikdnok

A kis leucin-gazdag proteoglikanok (SLRP=Small Leucine-Rich Proteoglycans), az
ECM-ban talalhatd proteoglikdn csalad, melyek jellegzetessége, hogy az interakcids
doménjlikben leucin-gazdag ismétlédések (LRR=Leucine-Rich Repeats) talalhatoak,
melyeket N- és C-terminalisan cisztein-gazdag régié hatarol (39). Az elsé SLRP fehérje
kristdlyszerkezetét Kobe és munkatarsai azonositottak, pancreas ribonukledz-inhibitor
analizisével (40, 41). A fehérje kdzponti LRR doménje leucin és egyeb kis hidroféb
egységekben gazdag ismétlodésekbol allo régio (39). Ezek az ismétlédések 11 aminosav
LXXLXLXXNXL (x=barmilyen aminosav) jellegzetes mintazatat mutatjak, ahol a leucin
helyettesithet6 izoleucinnel, valinnal vagy ritkabban mas hidroféb aminosavakkal (42). Az
egyes LRR régok hossza 20-39 aminosav kozott valtozhat a kiilonb6z6 SLRP-ben, valamint
szamos masodlagos struktarabdl allhat, mint az a-helix, poliprolin-11-helix, B-red6, 310-helix
¢és B-lemez (39). Az SLRP csalad 18 taghdl all, és 5 alosztalyba sorolhat6 a fehérjék és a
genomszintek konzervalddasa és homoldgidja alapjan, valamint a meghatéarozott tavolsaggal
és kromoszomalis szervezddéssel rendelkez6 N-termindlis cisztein-gazdag régio jelenléte
alapjan (43). Az SLRP csaladjanak 1. osztalydba tartozik a decorin, biglycan, asporin és
ECM2; Il. osztalyba soroljuk a fibromodulint, a lumicant, keratocant, PRELP-t (proline
arginine-rich end leucine-rich repeat protein) és az osteoadherint, a 1ll. osztaly tagjai az
opticin, epiphycan és az osteoglycin, a IV osztalyba sorolhaté a chondroadherin, nyctalopin
és a tsukush, illetve az V. csoport képviseldi a podocan és a podocan-szerti fehérjék (1.
tablazat) (39).

1.4. A decorin

A decorin az SLRP csaladjanak I. osztalyaba tartozo fehérje. A csoport sajatossaga,
hogy a tagok mindegyikének, aszimmetrikus szerkezete van, er6sen konzervalt intron-exon
kapcsolddassal, valamint két diszulfidhidat tartalmaz6 N-termindlis cisztein régio
(Cx3CxCx6C) jellemzi 6ket (39). A decorin és a biglycan két szerkezetileg nagyon hasonlo
képvisel6je a csoportnak, melyeket egy vagy ket kondroitin- vagy dermatan-szulfat lanc

alkot. Az asporin szerkezeti sajatossaga, hogy hianyzik a Ser-Gly dipeptid mintézat és a
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glikozilacidhoz szikséges aminosavaik. Az ECM2-t tizenharom LRR és harom N-
glikozilacios hely jellemzi (39).

A decorin (NM_133507) ~100 kDa méretii, az ECM Kkis proteoglikanja, mely 40 kDa
méretli core-proteinb6l és hozza kapcsolédd egy darab GAG lancbdl all, ami lehet
kondroitin- vagy dermatan-szulfat (2. abra) (44). A decorint 1986-ban human embrionélis
csillagsejt vonalbdl kldnozték elészor és ,,small proteoglycan I11”-nek, valamint PG40-nek,
nevezték el a kdzponti fehérje mérete utan. Az altalanosan ismert decorin nevet 1988-ban
kapta, arrol, hogy az ECM-ban a kollagén szalakhoz kot6dik, azokat ,,dekoralja” (45). A
decorin gén az emberben a 12923, mig egérben a 10-es kromoszéman talalhaté meg (46). A
human decorin 359 aminosavbol és 4 doménbdl all (46).

Az |. domén 16 aminosavas szignal peptid szakaszbol és 14 aminosavas propeptidbél
all. A szignal peptid felel a decorin durva endoplazmatikus retikulumba térténé juttatasaért,
majd ez lehasad a fehérjérél, igy nem vesz részt az érett proteoglikan felépitésben. A
propeptid a GAG oldallancok kialakulasanak szabalyozdsaban vesz részt, azéltal, hogy
felismeri és megkoti a GAG bioszintézis kaszkad elsé enzimét, a Xilozil-transzferazt, igy
xilézt helyez a Ser 4 aminosavra. Ezutan a fehérje a Golgiba keril (44, 46).

A Il. domén negativan toltétt, a decorin egyetlen szulfatalt GAG oldallanca itt
kapcsolodik O-glikozidos kotéssel a 4-es pozicidban 1évé szerinhez. Konszenzus
szekvencidja: (aminosav)-(aminosav)-X-Ser-Gly, ahol a Ser-Gly dipeptid el6tt legalabb egy,
barmilyen tipusu, negativ t6ltésii aminosav helyezkedik el. Ez a domén egy erésen konzervalt
cisztein-gazdag régiot is tartalmaz, melynek konszenzus szekvencidja: Cx2-3CxCxs-9C, ahol
a Cys-eket diszulfid hidak kotnek dssze (2. abra) (46).

A 1ll. domén az interakciés domén, amely 10 db tandem LRR régiot tartalmaz,
valamint a proteoglikan aminosavainak 60-80%-a itt talalhatd. Konszenzus szekvencidja:
LxxLXLxXNXLSxL, ahol az L: leucin, izoleucin, vagy valin lehet, az S: szerin vagy treonin,
X helyén pedig barmilyen aminosav allhat. A human decorinban itt talalhat6 az a 3 db Asn-
hoz kapcsolt N-oligiszacharid, melynek szerepe a molekula 6naggregacidjanak késleltetése
az ECM-hoz, illetve sejtfelszini fehérjékhez vald kapcsolodas altal. A 11l. domén LRR3-6
régioja segitségével valosul meg a decorin I-es tipusu kollagénhez torténé kapcsolodasa. Ezt
a szakaszt N- és C-termindlisan cisztein-gazdag régiok hatarolnak (2. abra) (44, 46).
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A IV. domén a C-terminalis domén, kb. 50 aminosavbol épul fel, az itt talalhat6 2
ciszteint diszulfid hid koti 6ssze. Az igy kialakult hurok fontos szerepet jatszik a
fibrillogenesis szabalyozasaban. Az N- és C-terminalis diszulfid hidjai fontos szerepet

toltenek be a decorin-kollagén interakcié megvaldsitasaban (2. abra) (46).

A B

O-kapcsolt

dermatanszulfat N-kapcsoit ghikanok

Kollagén Dacorin

i 29D 9D

AUUUUUUUA

— e — Dermatanszulfal
Leu-gazdag régio

Domén Il Domeén Il Domén IV D D D D :

Cisztein-gazdag doman Leucin-gazdag régio Cisztein-gazdag doman

M-alingosrachand {—lﬁ

Aminosav 1

GAL lanc

2. &bra (A) A decorin szerkezete. (B) A decorin kollagénhez val6 kétédése. (C) A
decorin vazlatos felépitése. A decorin molekula N-t61 C-terminalis rész felé haladva
szignal peptidb6l (SP), propeptidbél (PP), GAG oldallanc-koté  szerin
aminosavbol, N-terminalis cisztein-gazdag régiobol, kozponti LRR régiobol és C-
terminalis cisztein-gazdag regiobol all. A LRR régidnak 3 db N-oligiszacharid-koto
oldallanca van (44).

Térbeli szerkezete:

A human decorin 3D térbeli szerkezetét els6ként Weber és munkatarsai a sertés
ribonukleaz-inhibitor krisztalyszerkezete alapjan modellezték, ugyanis mindkét fehérje LRR
régiokat tartalmaz és magas szerkezeti homologiat mutat (41). A decorin patkod alakd
molekula, két karja kozOtti tavolsdg 6,5 nm, az apex és az alap kozotti rész 4,5 nm

hosszlsagu, a molekula vastagsaga pedig 3 nm (41). Az iv alaki molekuldhoz egy GAG lanc
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és azonos oldalon harom N-oligoszaccharid oldallanc csatlakozik. Az LRR régio belso,
konkav felszinét B-reddk, a kiils6, konvex részét a-hélixek alkotjak (41). A konkav felszinhez

csupan egy 3 nm hosszu kollagén harmas hélix kapcsolodasa lehetséges (3. abra) (41, 46).

:;.'-1.. ki
e

3. abra A human decorin térbeli szerkezete. A z6ld szinti modell a decorint, a sarga
a kollagént reprezentalja, a piros szin a GAG kapcsolddasi helye a Ser 7
aminosavhoz, lila pedig az N-oligoszaccharid kapcsolddasi helyeket mutatja. Asn:
aszparagin; Ser: szerin (41).

1.4.1. A decorin szerkezeti és élettani funkcioi

A decorin fontos szerepet tolt be a kollagen fibrillogenesisében, képes kétédni az
inakban, boérben, ligamentumokban, és egyéb kotészovetben eléforduld I, II, TV. tipusu
kollagénekhez (47). A kollagén rostok kozotti tdvolsag a fehérje vazhoz kapcsolodd GAG
oldallancok altal szabalyozott (2. abra). A fibrillogenesis mellett, a decorin részt vesz a
kollagén ,turnover” és degradacio szabalyozasaban is (48). A kotOszovet felépitésében
betoltott kiemelkedd szerepét szamos kutatas bizonyitja. Danielson és Schaefer eredmeényei
szerint (49, 50), a DCN”" allatok bére fragilis, a kollagén morfoldgiaja abnormalis, a
degradécidja pedig fokozott, szemben a decorint expresszaldé csoporttal. Egy maésik
tanulmany szerint a decorin expresszio es glikolizacié rendellenességének szerepe van az
Ehlers-Danlos szindroma és a Marfan szindroma kialakulasaban (51, 52), tovabba
Jarvelainen és munkatarsainak vizsgalatai bebizonyitottdk (53), hogy a DCN hianyos

egerekben a sebgyogyulas elégtelen.
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A kotdszovet szerkezeti biztositdsdn til, a decorin szamos mas élettani folyamat
szabalyozésdban is részt vesz, ilyenek a differencidcid, migracid, proliferacio, adhézio,
tovabba fontos szerepet tolt be a gyulladasra bekovetkezé valaszreakceid kialakitasaban és a
tumor novekedés szabalyozasaban is (47). Ez utdbbit harom szinten képes befolyasolni: a
decorin kozvetlen hatdssal van egyes primer tumorok ndvekedésére és progressziojara,
szerepe van az angiogenesis szabalyozasaban, illetve gatolja a metasztazisok kialakulasat
(47).

1.4.2. Kutatasok decorin genkittétt modelleken

A decorin daganatgatlo szerepének megerdsitésére az 1990-es évek végén elkezdddott
DCN™ egérkisérletek tovabbi bizonyitékként szolgaltak (49). DCN”- egerekben magas
zsirtartalmd diéta esetén spontan béldaganat alakult ki. Ezekben a modellekben a decorin
hianya csokkent sejt differenciacioval és fokozott proliferacidéval jart, melyek
patomechanizmusaban a p21WAFVCIPL n27KIPL TEE3 (trefoil factor 3) és E-cadherin fehérjék
gatlasat, illetve a Wnt jelatviteli utvonal egyik kulcsszereplGjének, a [-cateninnek
fokozddasat detektaltak (54). Invitro és in vivo vizsgalatok is megerésitették, hogy a decorin
az E-cadherin stabiliz&cidja révén tumorszupresszor szereppel bir a colorectalis carcinomak
kialakulaséban (55). E fehérjék azonositasa a decorin tumorellenes hatasaira épiil6 kutatasok
alappilléreként szolgélt. 1ozzo eredmeényei szerint, a decorin és p53 fehérje egydttes hianya
agressziv T-sejtes limfomak kialakulasahoz és ezen allatok korai halalahoz vezet (56). A
decorin hianya szintén fokozott tumorigenesishez vezetett in vivo dietil-nitr6zamin (DEN) és
tioacetamid (TAA) kezelt egerek majaban (részletesen az 1.5. pontban) (57).

Ezek a tanulmanyok egydttesen arra engednek kovetkeztetni, hogy a decorin hianya
fokozott tumor képzddéshez vezet, és jelenléte védelmezd szereppel bir szdmos daganattipus

esetében.

1.4.3. A decorin lokalizacioja a daganatos mikrokdérnyezetben
A decorin daganatokban bet6ltott bioldgiai szerepének megértéséhez, elséként fontos
tisztdzni a proteoglikan tumor stroméban kialakitott expresszids mintazatat. Az irodalomban

fellelhet6 kutatasok jelentés része in vitro vizsgalatokon alapul, igy a decorin szdvetben
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betoltott szerepérdl kevés informéacio all rendelkezésiinkre. Ugyanakkor a jelenlegi irodalmi
adatok szerint, a kiilonboz6 eredetti és stddiumu daganatos szOveteken végzett vizsgalatok
alapjan, a decorin expresszioja egyfajta mintazatot mutat, ugyanis legtdbb esetben
mennyisége csokken az el6rehaladott daganatok stroméjaban, szemben a kornyezd
szovetekkel és normdl szovethez képest. Human emlddaganat stroméajaban a decorin
mennyisége mind mRNS, mind pedig fehérje szinten alulexpresszalt, a kontroll mintaval és
a tumor kornyez6 szovettel (NAT=non-adjacent tissue, nem tumoros kornyezd szovet)
szemben (58). Csokkent decorin expresszidét mértek szamos mas rosszindulatl daganatban
is, mint példaul a tiidé (59), petefészek (60) és endometrium daganatokban (61). Ezen fell,
nyirokcsomo-negativ emlérakban és lagyrésztumorokban a decorin csokkent expresszidja
rossz prognozisra utal (62, 63). A decorin mennyisegének csokkenését figyelték meg
hagyhodlyag urothelialis carcinoma, cervix lapham- és adenocarcinoma, vastagbél és vese
adenocarcinoma, ovarium mucinosus, serosus cystadenocarcinoma és endometroid
carcinoma, hasnydlmirigy adenocarcinoma, prosztata adenocarcinoma, rectum
adenocarcinoma, gyomor adenocarcinoma, here embrionalis carcinoma és seminoma
stromdajaban a normal szdvetekhez képest. A Human Protein Atlas online adatbazis normal
és tumoros mintdinak 6sszehasonlitdsa is arra enged kovetkeztetni, hogy a daganatok
novekedéséhez alacsony decorin expresszio sziikséges (64, 65). Osszehasonlitva a tiidé
laphdm- és adenocarcinoma decorin expressziojat normal tiidészovettel, a decorin
expresszidjanak szignifikans csokkenését figyelték meg mind a kétféle tumorban (66). lozzo
és mtsai (67) szerint alacsony és magas gradusu urothelialis carcinoma esetében csokkent
decorin expresszio mérhet6 a stbmaban. Tovabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a decorin
expresszidja csokken a myeloma multiplex, monoklonalis gammopathia (68) es nyelécs6
laphamrak esetében is (69). Szamos tanulmany a decorin expresszidjanak teljes hianyarol
szamol be a kilonféle daganatok tumor parenchymajaban, ideértve az urothelialis, a
prosztata, a myeloma és a majdaganatot is (57, 70-74).

Human vastagbél daganatban és emlécarcinomaban a korabbi mintazattol eltéréen,
magas decorin expressziot figyeltek meg a tumor stroméajaban (75-79). Ezekben az esetekben
elképzelhet6, hogy stromaban megtalalhaté nagy mennyiségti decorin jelenléte gatolhatja a
kilonféele RTK-okat, ezaltal blokkolva a tumor proliferaciojat.
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Erdekes madon, transzkripcios vizsgalatok soran kronikus limfoid leukémiaban (CLL)
magas decorin mRNS szint mérheté a korai stddiumban, ezzel szemben a daganat
elérehaladott szakaszaban a proteoglikan expresszidja csokken (80). Hasonld tendenciat
figyeltek meg a lagyrész sarcomakban is (81). Ezek alapjan, valdszintisithet6, hogy a
malignus viselkedés 0Osszefliggésben lehet az endogén decorin mennyiségével, amely
potencialis biomarkerként szolgalhat a betegség korai és a kés6i stadiumanak

megkulonboztetésében.

1.4.4. A decorin jelatviteli mechanizmusa a daganatokban
1.4.4.1. A decorin hatasa a ndvekedési faktorokra

Els6ként Yamaguchi és Rouslahti irtak le a decorin és a TGF-B1 kapcsolatat 1990-ben.
A proteoglikan képes kozvetleniil kotddni a TGF-B1-hez, ezéltal befolyasolja miikodését és
jelétviteli dtvonalait (4. abra) (82). A decorin fehérje vaza felismeri a TGF- Gsszes
izoforméajat (TGF-p1, TGF-B2 és TGF-B3), majd kdlcsonhatasa révén hatékonyan gatolja a
tumorsejtek novekedését és terjedését (82, 83). A decorin kepes eltavolitani a TGF-p-t és mas
citokineket a keringésen, vagy a hagyuti traktusokon keresztil, illetve kihorgonyozni a
kollagénrostokhoz. Az ECM-hoz rogzitett ligand, mar nem képes a TGF-f receptorral
(TGFBRI és TGFBRII) valo interakciora (84). Ennek nyoman elmarad a Smad2, a Smad3 és
az Erk1/2 jelatviteli atvonal aktivalasa. Az események kovetkezteben a csillagsejtek nem
aktivalddnak, nem fokozddik az ECM fehérjek termelése, igy pl. kisérletes majfibrogenezis
modellben, a vad genotipust &llatok majaban a fibrosis kisebb mértékii lesz, mint a DCN™"
egerekben (85, 86). A decorin szamos in vitro kisérleti rendszerben szintén gatolja a TGF-f
aktivitasat (87-89). A decorin, mint fiziolégias TGF-p inhibitor, gatolja a citokin szerepét a
gyulladasos folyamatokan, és a szoveti regeneracioban is (83, 84, 90).

A decorin a TGF-f szupercsalad egy méasik tagjdhoz, a myostatinhoz is képes kotédni,
ami fokozott izomregeneracidt eredményez (91-93). A myostatint ugyanakkor a daganatos
cachexia kialakulasanak és fenntartdsanak egyik kulcsszerepléjének tartjak, igy ennek
gatlasa igéretes célpont lehet (94-96).

A decorin az LRR12 régidjan keresztiil kotddik a kotdszoveti novekedési faktorhoz
(CTGF) és negativan szabalyozza azt (88, 97). Ennek a ndvekedési faktornak fontos szerepe
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van a fibrosis progresszigjdban, az ECM fehérjék termelésében, a kemotaxishban, a
sejtproliferécio és a differenciécio szabalyozasaban, valamint a gyulladasi folyamatokban is
(98-100). A CTGF csalad egyik tagja, a Wnt altal indukalt szekretalt protein-1 (WISP-1, mas
néven CCN4), mely szamos daganatban onkogén szerepérél ismert, ahol fokozza a sejt
migraciot és elésegiti az EMT-t (101). Ezt a fehérjét a decorin a dermatan szulfat GAG

oldallanca segitségével képes kotni, és ezéltal a Wnt jelatviteli Gtvonalat szabalyozni (102).

[' LRP- 1’]

o f \
[ EGFR l c-Met ] IGF- IR TGF BR a2pfl |
p21 Szignalizacio modulalasa, PI3K-Akt-mTOR Smad Utvonal
indukcidja proteaszomas degradacio utvonal aktivalasa \h aktivacioja

\l | +

: Tumor | Tumor/endothel sejtek

Degradat_:té thmese{t fl'mn'eke'des angiogenezis proliferaciojanak és

endocytosissal €s migracio gatlasa gatlasa L motilitasanak gatldsa

4. abra A decorin ismert célpontjai és azok szerepe a jelatviteli folyamatokban
(103).

A decorin tovabbi, bizonyitott interakcios partnere a TGF-p csalad egyik Gjabb tagja,
az onkogénkeént ismert aktivin C. A két faktor kdlcsdnhatasa kovetkeztében az aktivin C
caveola-medialt endocitézissal internalizalodik, ezaltal gatolt proliferécidt és migraciot
eredményez a human vastagbéldaganatos sejtekben (104).

Hasonl6 mechanizmussal gatolja a decorin a PDGF-t is (105), ezaltal megakadalyozza
annak receptorhoz valo kotodését, igy keéslelteti a tumorképzodést TAA indukalt egerek
majaban (4. abra) (106).
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A decorinnak fontos szerepe van az inzulin jelatviteli szabalyozasaban is. Amellett,
hogy képes kdlcsonhatasba 1épni az inzulin-szerii névekedési faktor receptorral (IGF-1R) és
az inzulin receptorral (InsR) (részletesen az 1.4.4.2. fejezetben), kis affinitassal az IGF-1-et
is képes megkotni, igy az endogén ligandokkal egyiitt verseng a receptor kotdhelyekért (4.
abra) (88, 107). Ebben az esetben a decorin koncentraciofiiggé modon viselkedik, igy a nagy
mennyiségben jelenlévd szolubilis decorin hatékonyan tudja gatolni az IGF-1 jelatvitelét

(88).

1.4.4.2. A decorin és a RTK-ok kapcsolata

A decorin tumorszupresszor hatasat elsdként kiilonféle RTK-ok gatlasaval hoztak
0sszefliggesbe (108).

A decorin els6é tanulmanyozott RTK interakcios partnere, az ErbB csalad tagjaként
ismert EGFR volt (4. dbra). Az A431 laphamrék sejtvonalon végzett részletes elemzés
részben atfedésben az EGF kotéhelyével, igy létrejon a receptor dimerizacioja és
autofoszforilacidja (109-112). Az interakcio altal elinditott Gtvonal eredményeként mitogén
aktivalt protein kindzok (MAPK) aktivalodnak, intracelluléris kalcium mobilizalédik, és a
p21WAFLCIPL “aqy ciklin-dependens kinaz inhibitor indukcidja kévetkezik be, valamint a
kaszpaz-3 aktivalasa (113, 114). Mindezek hatdsara a sejtproliferacio gatlas ala kerl,
apoptozis, angiogenesis és onkogén szupresszio kovetkezik be a sejtekben (64, 88, 108). A
decorin ezen kivil fokozza az EGFR caveola-medialt endocit6zisat és lizoszomalis
degradaciojat, mely csokkenti a membranban talalhat6 receptor mennyiségét (108, 115).

Kilonféle tanulmanyokban bizonyitottak, hogy a magasabb decorin expresszio
csokkenti az EGFR aktivitasat, ami p53 és p21WAFYCIPL fehérjék indukciojahoz vezetett.
Ennek hatasara a sejtek a ciklus G1 fazisaban megrekednek, a sejtproliferacio gatlas ala kertil
(116). Ugyanakkor munkacsoportunk kisérletei alapjan a decorin hidnya fokozza az EGFR
foszforilaciot, mely az ERK1/2 aktivacidjahoz, fokozott hepatocarcinogenesishez vezet
Kisérletes egér modellekben (57).

A decorin az ErbB csal&d tovabbi tagjaival is képes interakcidba 1épni, az ErbB4-hez

valo kotddése kovetkeztében a decorin megakadalyozza az ErbB4 és ErbB2 dimerizéciojat,
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ami proliferacio és differenciacio gatlasahoz vezet emlécarcinoma sejtekben (88, 117, 118).
Goldoni és munkatarsainak in vitro vizsgalatai szerint decorin hatdsara az ErbB2-t
expresszaldo emlé adenocarcinoma sejtvonal sejtjeinek proliferacidja csokken (117).

A decorinnak ugyancsak fontos interakcids partnere a hepatocyta ndvekedési faktor
(HGF) receptora, a c-Met, melyhez valo kotédés eredményekképpen a receptor erds Tyr
foszforilacion megy keresztiil. Igy hasonléan az EGFR-nél tapasztaltakhoz, a c-cbl
mennyisege felhalmozodik és bekdvetkezik a receptor proteoszomalis degradacioja (64,
119). Ennek kovetkeztében tovabbi ,,downstream” jelatviteli Gtvonalakat befolyasol, gatolja
a Myc és B-catenin expresszidjat, ezaltal csokkent tumorigenesist és metasztazis képzddést
eredményez (119, 120). A gatolt Met receptor nyoman fokozddik az antiangiogén TIMP-3
fehérje expesszioja, és ezzel egyidejiileg gatoltak az angiogén HIF-1a és a VEGFA faktorok
(121).

Az elmult években a decorinnal kapcsolatos kutatdsok célpontjava valt a proteoglikan
kuldnféle tirozin kinazokra kifejtett szerepének a tanulményozésa. Jelenlegi irodalmi adatok
szerint, a decorin eddig azonositott interakcios partnerei: az IGF-1R, az InsR és ligandjaik
(107,122, 123), a PDGFRa és ligandja (106), illetve a VEGFR2 (124, 125) és az MSPR (mas
néven RON) (57). A korabban megszokott mintazattol eltéréen, az IGF-1 receptorra a
decorin nem a receptor caveola-medialt endocit6zisa és internalizacioja révén fejti ki hatasat.
Ebben az esetben az IRS-1, az IGF-1 és az AK/ERK/p70S6K jelatviteli uton at kertl a
sejtproliferacié gatlas ala (67, 123, 126, 127). A decorin ugyan a daganatos kornyezetben
gatolja az IGF-1R aktivaciojat, ugyanakkor normal szOvetben IGF-1R-agonistaként
viselkedik (107). Munkacsoportunk egyik legfrissebb eredménye szerint, melyben négyféle
huméan hepatoma sejtvonalon vizsgaltuk a decorin molekularis mechanizmusait, azt
tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z6 hepatoma eredetii sejtvonalakon az IGF-1R, valamint az InsR
aktivitasa eltéréen valtozik decorin expozicio hatasara (128). A HuH7 sejtekben decorin
kezelés hatasara kezdetben az IGF-1R és az InsR fokozott foszforilacidjat figyelhettik meg,
majd 48 h elteltével a receptor aktivitasa gatolt volt. Ezek az eredmények ravilagitanak arra,
hogy a decorin és IGF-1R kapcsolata rendkivil dsszetett folyamat, és viselkedését nagyban

meghatarozza a tumor tipusa és mikrokornyezete (128).
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Tehat 0sszegzésképpen, a decorin szdmos modon érheti el daganatgatlo szerepét, akéar

fokozva, vagy gatolva a kiilonb6z6 RTK-ok aktivitasat és azok tovabbi jelatviteli Gtvonalait.

1.4.4.3. A decorin intracellularis jelatviteli szabalyozasa

A decorin, kilonb6z6 RTK-ok gatlasdval szamos downstream jelatviteli dtvonalat
képes befolyasolni, melyeknek fontos szerepe van a tumorsejtek proliferacidjaban,
tulélesében, és angiogenesisében. Ilyen, gyakran tanulmanyozott dtvonalak a
Ras/MEK/ERK, illetve a PI3BK/Akt/mTOR jelutak, melyek barmilyen szinti meghibasodasa
fokozott tumorigenesishez vezethet (12, 129).

A decorin Met receptorhoz tortén6 kotédése a B-catenin és a Myc onkoproteinek
ligandja a HGF kotodik, olyan jelatviteli kaszkadot indit el, melynek eredményeként az
APC/axin/GSK-3p komplex foszforilalja a B-catenint, igy az ubiquitinalodik és lebomlik.
Szamos daganatban, Ugy ttinik, hogy a B-catenin stabilizalasa a Wnt jelatviteltél fliggetlentil
torténik. A B-catenin nem bomlik le, a magba transzlokalodik ahol a T sejt faktorral
komplexet alkotva transzkripcids faktorként miikodik és aktivalja a Myc onkogén
expresszidjat (130). A Myc képes a sejtproliferaciot stimulald molekuldk széles skalajat
szabalyozni, ilyen célpontja az AP4 (TFAP4), amely egy bazikus helix—loop-helix leucin-
zipzéar transzkripcios faktor, ismert represszora a p21WAFYCIPL tumorszupresszor fehérjének
(131). Szamos tudoméanyos koézlemény alatamasztja, hogy a decorin daganatgatlé szerepét
képes a p21WAFYCIPL indukcidjan keresztill is kifejteni (45, 108). A fentiekbdl adédoan a
decorin Met receptorhoz valé kotodését kovetéen bekdvetkezik a B-catenin és a Myc
degradacidja, melyet a 26S proteoszoma valt ki (120, 132), igy a Myc hianyaban, az AP4
transzkripcios faktor nem aktivalodik, mely a p21WAFYCIPL tymorszupresszor gatlasat véltana
ki, igy a p21WAFLCIPL aktivitasa fokozodik decorin hataséara (57, 120). Ugyan a fent emlitett
jelétviteli utvonalat el6szor a Met receptor esetében ismertették, ugyanez vonatkozhat méas
RTK-okra is.

A daganatos proliferacid soran a sejtmagon belll a kovetkez6 folyamatok ismertek: A
fent emlitett jelatviteli Gtvonal soran, a c-Myc aktivalja az AP4 transzkripcids faktort, amely
gatolja p21WAFYCIPL ciklin-dependens kinaz inhibitor expressziojat, amely igy nem képes
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blokkolni a CDK4/CyclinD1 komplexet. A szintetizalodott ciklin D1 fehérjék a Cdk 4 és Cdk
6 ciklin-fuggd kinazhoz kotédnek, €s az ilyen modon aktivalodott kinazok a retinoblastoma
(Rb) fehérjét fogjak elsddlegesen foszforilalni. Ezek az események a Rb-E2F komplexek
transzkripcids faktorok tovabbi enzimeket aktivalnak, igy restrikcids ponton tallépve a sejt
G1 fazisha lép és ezzel a sejtciklust aktiv allapotba hozza. A decorinrél ismert, hogy a
p21WAFLCIPL an fel(il tovabbi ciklin-dependens kinaz inhibitorok indukcidjara képes, ilyen a
p27KIPL (54, 55, 133), p15'NK4b (134) és a p57X'P? (135), melyek indukcidja révén gatolt a
G1/S atmenet. Munkacsoportunk korabbi kutatasai alapjan a decorin nem csupan a G1/S
atmenetet képes gatolni, hanem a sejtciklus tovabbi lépését a G2-b6l M fazisba torténd
belépést is (128). A tanulmany soran alkalmazott Hep3B hepatoma sejtek mind a p53, mind
pedig a retinoblastoma (Rb) gének delécids mutacidjat hordozzak (136), ezért a sejtciklus
gatldsa G1/S pontban biztosan nem torténik meg. Kisérleti rendszeriinkben a decorin kezelés
hatasara a magas pAkt mellett, a pCDK1 és Weel expresszidja is megemelkedett, illetve
csOokkent a Cdc25A foszfataz aktivitasa is. Ismert, hogy a megnovekedett Akt aktivitas
replikacids stresszhez vezethet, amely aktivalja az ATR/Chk1/Weel Utvonalat, igy megallitja
a sejtciklust a CDK1 foszforilaciojan keresztul G2/M féazis atmenetnél (137). Mindezek

egyutt j6l magyarazzak a fent leirt decorin altal kivaltott sejtciklus blokadot (128).

1.4.4.4. Decorin szerepe az angiogenesisben és a metasztatikus daganatokban

A daganatok novekedésének és metasztazisképzésének lteme nagymértékben fligg
neovascularizacios képességiiktdl. A szolid dagantokban az érujdonképzdédés soran az
endothelsejtek kiilonb6zé novekedési hatasokra szaporodasnak indulnak. A folyamat
legfontosabb résztvevoi a TGF-, az angiopoetin-1, a PDGF és méas angiogen citokinek (4.
abra). A tumorok altal termelt angiogén citokinek koziil kiemelendé a VEGF. A decorin
szerepe az angiogenesisben ellentmondasos: egyrészt kimutattak, hogy segiti az endothel
sejtek terjedéset, megkoénnyiti adhéziojukat es migraciojukat (TGF-p és IGF-IR) (138).
Masrészt, angiogenezis gatlo szerepét is bizonyitottak tumorokban: in vitro vizsgalatban a
human endothelsejtek migracidja és differencidcidja csokkent a decorin expresszalo sejtek

esetén a vad tipust tumorokhoz képest. In vivo vizsgalatban a decorint termelé tumor
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xenograftok neovascularizacidja csokkent (139). Munkacsoportunk eredményei alapjan a
decorin képes kotédni a PDGF-hez, ezaltal megakadalyozza annak receptorhoz val6
kotédését (106).

Az elmalt évek tanulmanyai, arra vilagitottak ra, hogy a decorin nem csupan primer
daganatok gatlasaban viselkedik hatékonyan, hanem a metasztazisok kialakulasat is képes
gatolni. Goldoni és munkatarsainak in vitro kisérletei eredményei szerint (117), decorin
hatasara az ErbB2-t expresszaldé eml6 adenocarcinoma sejtek proliferacioja csékken. In vivo
Kisérletek sordn a decorin hatékonyan megeldzi az emlédaganat metasztazis képzését a
tidében, melynek patomechanizmusaban az EGFR gétladsa all (117). Tovabbi sikeres
kutatdsok bizonyitjak a decorin jotékony hatdsat, ugyanis gatolja az emlédaganat
metasztazisképzéset tiidében, valamint csontban (117, 140, 141). Shintani munkacsoportja
(142) adecorin attétkepzést gatlo hatasat osteosarcoma tiidémetasztazis modellen vizsgalta,
melynek eredményei szerint a decorint termel6 osteosarcoma attétképzo képessege csokkent
a kontroll, decorint nem termel6 csoportokhoz képest. Decorint expresszald onkolitikus
adenovirussal fert6zott allatmodellekben a human prostata carcinoma attétképzése a

csontban jelentdsen alacsonyabb volt, a vad tipust kontrollhoz képest (143).

1.4.5. A decorin terapias alkalmazasi lehetéségei

Az elmult évtizedben szamos in vivo tanulmanyban bemutattak, hogy a decorin
hatékonyan gatolja a tumor progresszdjat. Kulonbozo kisérletek iranyultak a decorin
adenovirus-medialt génterapiaval torténd terapias alkalmazhatosagara (144, 145). igéretes
stratégiaként jelentek meg ezek a géntechnolégiaval mddositott virusok, melyek
megcélozzak és elpusztitjak a tumorsejteket, anélkil, hogy a normal sejtekre toxikusan
hatnanak (146). A decorin ilyen tipust génterapiaja sikeresnek bizonyult tidé-, vastagbél- és
laphamsejtes carcinoma sejtekben, melynek molekuléris hatterében az EGFR hatékony
gatlasa allt (147). Xu és mtsai tanulméanyaikban (148), adenovirus-mediélt decorin
géntranszfer segitségével hatékonyan gatoltdk a Met és Wnt/B-catenin jelatviteli Gtvonalakat,
igy megakadalyozva a prosztata carcinoma csontmetasztazisanak kialakuldsat. A decorin
fokozott expresszidja az osteosarcoma sejtekben csokkent motilitast és invaziét, valamint az

allatok jobb tulélését eredményezte (142). A virus altal bejuttatott decorin csokkentette az
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emlérak progresszidjat, valamint azok attétképzéset (140, 141, 149). Ma és munkatarsai
tanulméanyai szerint (150), in vivo glioma modellben a virus &ltal kdzvetitett decorin
génterapia gatolta a tumor névekedését és jotékony hatédssal volt a tulélésre is. Ez a gatlo
hatas kozvetlenll korrelalt a decorin expresszids szintjével.

A fent emlitett adenovirus terapias alkalmazasanak lehetdségei tobb ponton is
akadalyba utkoztek. Egyrészt, az ECM altalaban géatolja a virusok terjedését, beleértve a
daganatok terapiaja soran alkalmazott virusvektorokat is (144, 151), tovabba a klinikai
vizsgalatokban részt vevO betegek eseteit, egy erésen immunszuppresszalt tumor
mikrokornyezet jellemzi (144, 152). A decorin, mint az ECM egyik f6 szabalyozdja képes a
daganatos stromat ugy atalakitani, hogy ezéltal fokozza a virus penetraciojat, illetve a TGF-
B gatlasaval képes ellensulyozni az intratumoralis immunszuppressziot (152, 153). Choi
kutatasai soran (152) olyan mutans decorin tipusokat jutattak be adenovirus segitségével,
mely kiilonbo6z6 affinitdssal kotédtek a kollagénhez. A kisérletben bemutatott modellben a
decorin csokkent tumorndvekedést és jobb tulélést eredményezett, melyet az ECM
atrendezése revén sikerult elérni. Hasonlé mechanizmussal gatolta a decorin a melanoma
tiidébe torténd attétképzéset is (152).

Az in vivo génterapias vizsgalatok mellett, szamos in vitro kisérletben sz&moltak be a
rekombinans decorin sikeres alkalmazéasarol. A decorin magfehérje A431 laphamrék
sejtvonalba torténd bejuttatisa, valamint a decorin ¢cDNS emlécarcinoma sejtekbe torténd
transzfekcioja gatolta az EGFR aktivitast, indukalta apoptozist és gatolta a tumorndvekedést
(112, 114, 118). A decorin szisztémés alkalmazasa gatolta az emlérakos sejtek novekedését
és metabolizmusat, és gatolta a tiid6 attétek kialakulasat is (113, 117). A decorin szinergizal6
hatast mutatott a karboplatinnal petefészek tumorsejtek ndvekedésének gatlasaban (154),
ugyanakkor hasnyalmirigy tumorsejtekben csokkentette a karboplatin és gemcitabin
citosztatikumok hatésait (155). Ezek a vizsgélatok ravildgitanak arra, hogy a decorin
szovetspecifikus madon fejti ki hatasat, ugyanakkor klinikai kdrilmények kozott figyelembe
kell venni, hogy a decorin képes negativan mddositani a kemoterapias szerek hatekonysagat.

Annak ellenére, hogy szamos sikeres preklinikai vizsgalat aldtdmasztja a decorin
terapias alkalmazhatdségat, valamint bizonyitott annak daganatgatlo és antifibrotikus hatésa,
mégsem alkalmazzék klinikai forgalomban. Ennek egyik legfobb oka, hogy a decorin mérete,
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annak GAG oldallancabdél addd6 heterogenitdsa miatt valtozd, igy nem felel meg a
gyogyszerelbirasokra vonatkozd kritériumoknak (83). A GAG oldallanc viszont
nélkilozhet6 lehetne a decorin daganatgatld hatdsanak eléréséhez, ugyanis legtébb esetben,
mint pl. a névekedési faktorokkal, vagy a RTK-kal torténé interakcio a proteinmaghoz vald
kotédés révén torténik, ennek elballitasa irdnyitott mutagenesissel megvaldsithatd lehetne

(83, 156), tehat terapias alkalmazhatosaganak lehetésége nem megalapozatlan.

1.5. Munkacsoportunk korabbi eredménvyei

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai kimutattak, hogy TAA kezelt DCN” egerek
majaban a fibrogenesis fokozott a vad tipusu csoporthoz képest. A kollagénhez nem k6t6do,
szolubilis decorin képes a profibrotikus TGF-B-hoz ko6t6dni, igy megakadalyozza a
novekedési faktor receptorokhoz (TGFBRI és TGFPRII) valo kotddését. Ennek nyoman
elmarad a Smad2, a Smad3 és az Erk1/2 jelatviteli Gtvonal aktivalasa (5. abra). Az események
kovetkeztében az csillagsejtek nem aktivalodnak, nem fokozodik az ECM fehérjék termelése,
igy a TAA-dal kezelt, vad tipusu allatok majaban a fibrosis kisebb mértékii lesz, mint a DCN-
I egerekben (86).

Kutatocsoportunk tovabbi eredményei alapjan a DCN™- egerekben fibrogenesis mellett
a hepatocarcinogenesis is fokozott (6. abra). Ebben a kisérleti rendszerben a DCN™" és vad
tipusu allatokat kétféle hepatocarcinogénnel, TAA-dal, illetve dietil-nitrézaminnal (DEN)
kezelték. A TAA citokrom p450 enzimek segitségével a majban metabolizalodik, ott el6bb
fibrosist, majd cirrhosist hozva létre. A TAA kronikus expoziciéjanak hatasara a hepatocyta
hyperregeneracio eredményeként a HCC cirrhotikus majban alakul ki. Ezzel szemben a nagy
ddzist DEN direkt DNS mutacidkat hoz létre a hepatocytakban, a DEN-nel kezelt allatok
esetében nem jon létre kotdszovetes atépiilés, a HCC nem cirrhotikus majban alakul ki. A
DCN” egerekben a HCC kialakulasa mindkét kisérleti rendszerben fokozott volt a vad tipust
csoporthoz képest. A tumorok térfogatat dsszehasonlitva azt lathatjuk, hogy a TAA-dal
kezelt allatokban kb. 6tsz6r nagyobb tumorok alakultak ki, mint a DEN-nel kezelt egerek
maéjaban (6.C abra) (57).

A leirt allatkisérletes eredményekre alapozva munk&m soran a decorin, mint RTK gatlo6

terapias felhasznalhatosaganak lehetéségeit vizsgaltam primer és colon adenocarcinoma
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majmetasztazisaban, mind in vitro, in silico, huméan mintakon és allatkiserletes kdrilmények

kozott.

@ ..

e ‘ i
HSC aktivacio és proliferacio (aSMA pozitiv sejtek)
ECM fehérjék szintézise és depozicidja

MMP inhibitorok up-reguldcidja

5. abra A decorin és a TGF-B receptorok interakcidjanak kovetkezményei a maj
fibrotikus atalakulasa soran (86).
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6. abra Tumorképzddés vad tipusii és DCN™" egerek majaban. (A) Tumorképzddés
TAA-dal kezelt allatokban (%) (B) Tumorképzédés DEN-nel kezelt allatokban (%)
(C) Daganatok térfogata (mm®) **p<0,01; ***p<0,001; Wt: vad tipus; DCN":
decorin knockout (57).
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2. CELKITUZESEK

Hipotézisink szerint a decorin, mint fizioldgias tirozin kinaz receptor inhibitor, szdmos
daganat proliferaciéjanak hatékony gatloszere lehet. A korabbi allatkisérletes eredményekre
alapozva, munkadm célja a decorin szerepének, valamint molekularis hatterének
tanulmanyozasa  hepatocellularis ~ carcinomaban  és  colon  adenocarcinoma

majmetasztazisaban.

Feltetelezéseinket harom szinten torténd vizsgalatokkal terveztik bizonyitani:

e Human HCC, valamint colon adnocarcinoma majmetasztazis szOveti microarray
vizsgalatokat terveztiink, melyben a decorin, az a-simaizom actin és az EGFR fehérje,
illetve mRNS szintii valtozasait tanulmanyoztuk.

e Invitro olyan kiserletes rendszert terveztiink, melyben LX2 human csillagsejt vonalat
kilonfele (HLE, HepG2, Hep3B, HuH7) hepatoma, valamint colon adenocarcinoma
(HT29) sejtek kondicionalt médiumaban ndvesztettik. Vizsgaltuk a kuldnféle tumor
sejtvonalak csillagsejtek (LX2) decorin termelésére adott valtozasait.

e Olyan in vivo modell rendszert hoztunk 1étre, melyben a decorint tultermel6 majban
(decorin expresszios vektor bejuttatasaval) vizsgaltuk a primer hepatocarcinogenesis
folyamatat, valamint a c¢38 egeér colorectalis carcinoma sejtvonal kolonizacigjat a

majban.

Kutatasaim tovabbi céljai kozott szerepelt a fent bemutatott kisérleti rendszerek
molekularis hatterének feltérképezése, a résztvevé molekulak mennyiségi- és mindségi
valtozasainak kimutatasa, valamint atfogd képet kapni a decorin szerepérél primer- €s

metasztatikus méajdaganatokban.
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3. MODSZEREK

3.1. Insilico vizsgalatok

Az in silico vizsgalataink soran az online elérhetd ArrayExpress adatbazis (European
Bioinformatics Institute, Saffron Walden, UK) (157) E-MTAB-950 Kisérleti adatait
hasznéltuk  fel  (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-950/). Az

adatbazisban 6sszesen 112 HCC eset génexpresszids értékei talalhatoak, valamint 10 olyan
minta is elérhet6, amely ugyanazon HCC-s beteg tumoros €s nem tumoros koérnyezé
majszovet adatait tartalmazza. Kontrollként 36 normal minta talalhat6. A vizsgalt HCC
esetek etiologiaja: HBV és HCV fertézés. Az adatbazisbdl a decorin és az a-simaizom actin
(SMA) expresszios értékeit elemeztilk és ertékeltiik R-programozési nyelv segitségével. A
decorin genexpresszids ertékeit az SMA mMRNS mennyiségekre vonatkoztattuk, ezzel
kikiiszobolve a decorin termel6 csillagsejtek szamanak eltérésébél adodod decorin mennyiségi
valtozésokat. A betegség progressziojat (cirrhosis, nagyon korai HCC, korai HCC,
elérehaladott HCC, nagyon el6rehaladott HCC) az adatbazisban feltiintetett kategoriak
szerint hasznaltuk fel, melynek pontos kritériumrendszerérdl nincs tovabbi informacionk. A
barcelonai stddiumbeosztasndl (BCLC 0, BCLC A, BCLC B, BCLC C) szintén az
adatbazisban fellehet6 adatokat hasznaltuk. Az eredmények statisztikai kiértékelése két
csoport esetén Mann-Whitney vagy T-teszttel, tébb csoport sszehasonlitasa esetén ANOVA

analizist (analysis of variance=varianciaanalizis) kovetéen Tukey’s post hoc teszttel tortént.

3.2. Humén szoveti mintak
3.2.1. Huméan HCC esetek

A human HCC esetek szOveti microarray (tissue microarray, TMA) blokk

Osszeallitasahoz a Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet
biopszias archiv anyagait hasznaltuk fel, melyet a 2. tdbl&zatban 6sszegeztem. A biopsziés
jegyzOkonyvek alapjan 6sszesen 37 db paraffinba dgyazott mintat gytijtottiink 6ssze, ebbol
19 cirrhosis talajan kialakult HCC, 9 db pedig nem cirrhotikus majban kialakult HCC volt.
Kontrollnak 9 db haemangioma melletti ép majszovetet hasznaltunk. A hematoxilin-eozin

festett metszetek alapjan 2 mm-es reprezentativ tumoros és normél szdvethengereket (core-
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okat) gylijtottiink, és illesztettiink egy 70 mintas TMA blokkba. A TMA blokkok HCC mintai
minden beteg esetén tartalmazta a tumor stromat és tumor koruli részt (kérnyez6 cirrhotikus
és nem cirrhotikus majallomany) kulon-kilon core-okban. A TMA lemez elkészitése
szamitdgép-vezeérelt TMA Master geppel tortént (3DHISTECH Kft, Budapest). Ezt kdvetéen
a blokkokat metszettik majd hematoxilin-eozin festést, illletve decorin, SMA és EGFR
immunfestést végeztiink rajtuk (lasd 3.3.1. fejezet). A metszeteket Pannoramic 250 Flash 11
géppel digitalizaltuk (3DHISTECH Kft). A TMA lemezen végzett immunhisztokémiai
reakcio kiértékeléset két egymastdl fuggetlen patoldgus végezte 12 score-rendszer alapjan
(nincs festddés = 0, alacsony decorin intenzitas = 1-6, er6s decorin pozitivitas = 7-12)
Pannoramic Viewer (3DHISTECH Kft), TMA Module 2.0 Bundled szoftver hasznalataval,
a felhasznaldi kézikonyv 4.1.2 ,,Combined Scoring Scheme” fejezete alapjan. A software az
adott score értéket a szOvetminta fest6désének intenzitasa és a frekvencidjanak
kombinacidjabdl szamolja az 7. abra szerint. A két fiiggetlen eredményt atlagoltuk, a
statisztikai analizist Graphpad Prism szoftver segitségével végeztiik. A human HCC mintékat
decorin negativ, alacsony és magas decorin expresszioval rendelkezé csoportokba
kategorizaltuk.

Hogy pontosabb képet kapjunk a csillagsejtek decorin termeld aktivitasarol, a decorin
mennyiségét az SMA mennyiségére vonatkoztatva is meghataroztuk, igy kikiszobolve a
decorin termeld csillagsejtek szdmanak kiilonbségébdl eredd decorin mennyiségi

valtozasokat.
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2. tdblazat A TMA blokk 6sszeéllitdsahoz felhasznalt biopszias esetek adatai

Cirrhosis talajan kialakult HCC

Beteg ID Nem Kor Szovet tipusa Etiologia
01 férfi 51 cirrhotikus HCV
02 né 62 cirrhotikus HCV
03 férfi 85 cirrhotikus HCV
04 férfi 75 cirrhotikus ismeretlen
05 férfi 74 cirrhotikus ismeretlen
06 né 58 cirrhotikus ismeretlen
07 né 80 cirrhotikus HCV
08 férfi 55 cirrhotikus HCV
09 férfi 61 cirrhotikus HCV
10 férfi 52 cirrhotikus HCV
11 né 53 cirrhotikus HCV
12 nd 57 cirrhotikus NASH
13 férfi 63 cirrhotikus aethyl
14 férfi 71 cirrhotikus HCV
15 férfi 71 cirrhotikus HBV
16 né 78 cirrhotikus HCV
17 férfi 30 cirrhotikus HBV
18 férfi cirrhotikus HBV, aethyl
19 férfi cirrhotikus HCV

Nem cirrhortikus majban kialakult HCC

20 férfi 72 nem cirrhotikus ismeretlen
21 nd 73 nem cirrhotikus ismeretlen
22 férfi 70 nem cirrhotikus ismeretlen
23 férfi 33 nem cirrhotikus ismeretlen
24 férfi 27 nem cirrhotikus adenoma
25 férfi 89 nem cirrhotikus ismeretlen
26 férfi 71 nem cirrhotikus ismeretlen
27 férfi 54 nem cirrhotikus HCV
28 férfi 82 nem cirrhotikus ismeretlen
29 né 42 haemangioma

30 né 46 haemangioma

31 nd 43 haemangioma

32 né 46 haemangioma

33 né 56 haemangioma

34 né 68 haemangioma

35 né 37 haemangioma

36 nd 43 haemangioma

37 né 40 haemangioma
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7. &bra A Pannoramic Viewer (3DHISTECH Kft), TMA Module 2.0 Bundled
szoftverének scoroldsi metodikéja. A szoftver segitségével egyszerre jellemezhetd
a fest6dés jelintenzitasa és frekvencidja. Intenzitas: gyenge (1+): 1-4, kdzepes (2+):
5-8, erds (+3): 9-12; Frekvencia: +1: >10%, +2: 10-40%, +3: 40-80%, +4: <80%.

3.2.2. Human colon adenocarcinoma majmetasztazis szoveti mintak

A huméan colon adenocarcinoma majmetasztazis microarray analizishez a Semmelweis
Egyetem, I. Sz. és Il. Sz. Patoldgiai Intézet biopszias archiv anyagait hasznaltuk fel. A TMA
blokk 6sszeéllitdsdhoz 30 db human FFPE mintat hasznaltunk, mely minden beteg esetén
kilon-kuldn coreokban tartalmazta mind a normal colon, primer tumor, majmetasztazis és

metasztéazis korili nem tumoros szdvetet. A biopszias mintak adatait a 3. tablazat tartalmazza.
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3. tébldzat A TMA blokk 6sszeéllitdsahoz felhasznalt biopszids mintak adatai.
*x=nincs adat; ** Novekedési mintdzat meghatarozasa: Hoppener et al. (2019)
tanulmanya alapjan tortént (158); ID=azonositd; LM=majmetasztazis.

Novekedési
mintazat LM**

Beteg ID Nem Kor T: D M*:

1 né 61 I 3 1 X »replacement”
2 né 45 I 3 1 X |, desmoplasticus”
3 férfi 64 I 3 1 1 |, desmoplasticus”
4 noé 46 I 3 0 X |,desmoplasticus”
5 férfi 48 I 4 2 X ~replacement”
6 né 66 I 4 1 X |, desmoplasticus”
7 férfi 69 I 3 0 X |, desmoplasticus”
8 férfi 68 I 3 2 X »replacement”
9 férfi 52 I 4 1 1 |, desmoplasticus”
10 noé 56 I 3 0 X |,,desmoplasticus”
11 né 73 I 3 0 X |, desmoplasticus”
12 né 69 I 3 0 2 »replacement”
13 férfi 69 I 3 2 1 »replacement”
14 né 66 I 3 1 X |,desmoplasticus”
15 noé 53 I 1 0 X »replacement”
16 né 68 I 3 2 X |, desmoplasticus”
17 férfi 67 Il 3 2a X »replacement”
18 né 35 I 3 2a X |, desmoplasticus”
19 férfi 66 I 2a 0 X | ,,desmoplasticus”
20 férfi 66 1l 3 2a 1 ~replacement”
21 férfi 59 I 3 1 1 |, desmoplasticus”
22 férfi 49 Il 3 1 1 |, desmoplasticus”
23 férfi 51 1l 3 1 1 »replacement”
24 noé 61 I 4a 2b 1 »replacement”
25 férfi 76 Il 3 X X |, desmoplasticus”
26 férfi 57 Il 3 1 X |, desmoplasticus”
27 férfi 43 I 1 1 X |,,desmoplasticus”
28 né 59 I 2 0 X |,desmoplasticus”
29 noé 70 I 3 0 1 |, desmoplasticus”
30 férfi 56 I 3 0 X |, desmoplasticus”

A TMA lemez elkészitése a fentiekben mar ismertetett médon tortént, szamitdgep-
vezérelt TMA Master géppel. Ezt kdvet6en a blokkokat metszettiik, majd hematoxilin-eozin
festést, illetve decorin és SMA immunhisztokémiai reakcidkat végeztiink rajtuk (lasd 3.3.1
fejezet). A metszeteket Pannoramic 250 Flash Il géppel digitalizaltuk, majd Pannoramic
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Viewer, v1.15 DensitoQuant szoftver hasznalataval értékeltik. A H-score értékeket a
festddés intenzitasa (0, 1+, 2+ vagy 3+) és a pozitivan festett szovet (szézalék) szorzata
alapjan szamitottuk, az igy kapott H-score érték 0 és 300 kozott valtozhat. A colorectalis
tumorok esetében azért tértlink el a HCC mintak kiértékelésénél bemutatott 12-es score
rendszert6l, mert mind a normal vastagbél nyalkahartya, mind pedig a primer colon
adenocarcinoma minték esetében abundans decorin intenzitast mértiink, ennek kiértékelése
a 12-es score rendszerrel lehetetlen lett volna, ugyanis a software nem tudott volna
kilonbséget tenni a mintak kozott. Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelését két
egymastol fliggetlen patoldgus végezte, az igy kapott eredményeket atlagoltuk, a statisztikai
analizist Graphpad Prism szoftver segitsegével végeztik. A novekedési mintazat
,,desmoplasticus” és ,replacement” kategoriakba torénd csoportositisa Hoppener et al.

(2019) tanulmanya alapjan tortént (158).

3.3. Morfolbgiai vizsgalatok

3.3.1. Immunhisztokémia FFPE mintakon

Formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) metszeteket kétszer véltott xylolban (5-
5 perc) deparaffinaltuk, ezt kovetden leszalld alkoholsorban (abszolut alkohol, 70%, 50%-0s
etil-alkohololdat, desztillalt vizzel higitva) végul 5 perc dH20-ban inkubélva rehidréaltuk. Az
antigén feltaras konvencionalis kuktaban tortént, magas hémérsékelten és -nyomason TRIS-
EDTA pufferben (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 0.05% Tween-20, pH 9) 20 percig. A mosasi
lépést (3x5 perc 0,05% Tween-20 detergens tartalmi PBS-sel (tovabbiakban PBST))
kovetben az endogén peroxidaz aktivitasat gatoltuk 10% H20:2 oldattal (metanolban higitva),
mellyel 10 percig, szobahdn inkubaltuk a minainkat. A nem-specifikus fehérjekotések
blokkolasa 5 w/v%-0s BSA (bovine serum albumin) /PBS oldatban tortént, 1 6ran keresztil,
szobahémérsékleten. Ezt kovetden a metszeteket az elsddleges ellenanyag (decorin, SMA,
EGFR) megfelel6 higitasaban egy éjszakdn at 4 °C-on inkubaltuk (4. tablazat). PBST
pufferben torténé mosast (3x5 perc) kovetéen a megfelelé6 masodlagos ellenanyaggal (HRP-
vagy biotin-konjugélt) inkubaltuk a metszeteket 1 Oran at, szobahOmérsékleten. Az
alkalmazott ellenanyagok és higitasaik listajat az 4. tablazat 6sszegezi. Biotinalt masodlagos

ellenanyag esetén a jelerésités Vectastain ABC kittel (Vector Laboratories Inc, Burlingame,
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CA, USA) tortént a gyart6 utasitasai alapjan. Az immunreakciot diamino-benzidin (DAB)
(Dako, Glostrup, Denmark) kromogén szubsztrat oldattal hivtuk el6. A sejtmagokat
hematoxilin festéssel tettlik lathatova. A metszeteket Pannoramic 250 Flash Il geppel
digitalizaltuk (3DHISTECH Kft).

4. tablazat Az kisérletekhez hasznalt ellenanyagok és higitasaik * DakoCytomation
Glostrup Déania, Invitrogen/Life Technologies Carlsbad CA, Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, Abcam Cambrige Egyesiilt Kiralysag, Cell Signaling Technology
Danvers, MA

_ e . Higitas = Higitas
Antigén specificitas Gyarto* Cat.No Ig C V%/B
Decorin Nyl poliklonalis Sigma HPAQ03 1:50 1:500
Smooth Muscle Egér monoklonalis | DakoCytomatio | m0851 1:50 -
EGFR Nyl poliklonalis Sigma HPAQ18 1:1000
PEGFR (Tyr1068) Nyul monoklonalis | Cell Signaling 3777 - 1:1000
pIGF-1R (Y1161) Nyl poliklonalis Abcam ab39398 - 1:1000
pAkt (Thr308) Nyual monoklonalis | Cell Signaling 2965 - 1:1000
pAkt (S473) Nyual monoklonalis | Cell Signaling 4058 - 1:1000
PERK1/2 Nyudl monoklonalis | Cell Signaling 4377 - 1:1000
B-actin Egér monoklonalis Sigma A2228 1:2000

Higitas = Higitas

Masodlagos ellenanyag WB

IHC

Anti-nydl immunglobulin/HRP | Kecske poliklondlis | DakoCyto | P 0448 1:200 1:2000
Anti-egér immunglobulin/HRP | Kecske poliklonélis | DakoCyto | P 0447 1:200 1:2000
Alexa Fluor® 568, anti-nyul IgG | Kecske poliklonalis | Invitrogen | a-11011 1:200 -

3.3.2. Fluoreszcens immunhisztokémia fagyasztott metszeteken

A 10 um vastagsagu metszeteket -20 °C-os metanolban (20 perc) és acetonban (10 mp)
fixaltuk, majd szaritottuk. A mosasi lépést kdvetéen (3x5 perc PBST-ben) a nem-specifikus
kotohelyek telitése céljabol 5 w/v% BSA/PBS oldattal inkubaltuk a metszeteket 37 °C-on,
30 percen keresztiil. Ezt kovetéen a mintakat 4 °C-on, egy éjszakan at anti-DCN ellenanyag
megfelelé higitasaval inkubéltuk (4. tablazat). Ujabb PBST pufferes mosast (3x5 perc)
kovetéen Alexa Fluor® 568, anti-nyul 1gG masodlagos ellenanyaggal szobahdmérsékleten,
30 percen at inkubaltuk a lemezeket. A sejtmagok festéshez 4’-6’-diamidino-2-fenilindol
(DAPI)-t (PBS-ben higitva, 1:50, Sigma Aldrich, St Louise, MO, USA) hasznaltunk. Majd

egy veégsd mosasi 1épést kovetden a lemezeket fluoreszcens fedé médiummal (Mounting
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medium, Dako) fedtik. A metszeteket Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszképban
vizsgaltuk, mikroszkdépos kepeket a Lucia Cytogenetics version 1.5.6 program segitségével

készitettink.

3.4. Génexpresszios vizsgalatok
3.4.1. RNS izolalas

Teljes RNS izolalashoz sejtmintak estén a sejteket 3x mostuk steril PBS-sel, majd 500
pl Trizol reagensben (Invitrogen) felkapartuk a sejteket. 5 perces inkubalast kovetden a
mintakhoz 200 ul kloroformot adtunk, majd 13 000 g fordulatszammal 15 percig, 4 °C-on
centrifugaltuk. A felsé vizes fazist uj eppendorfba pipettaztuk, majd ehhez 70 ul 3 M-0s
natrium-acetatot, ezt kdvetéen 700 ul izopropanolt adtunk. Ujabb centrifugalas 1épést
kovetden a pelletet eldszor abszolut etanollal, majd 75%-os etanollal mostuk. Centrifugalast
kovetden a pelletet szobahdmérsékleten kiszaritottuk, majd 30 ul DEPC vizben oldottuk.

Az FFPE mintak RNS izolalasahoz els6 1épésként a tumorokat hematoxilin-eozin
festett lemezei alapjan azonositottuk, majd ez alapjan a nativ metszetekr6l PALM
MicroBeam lézer mikrodisszektor segitségével tumor- és a tumor kornyezd szovetet
gyijtottiink (Carl Zeiss™ Membrane Slides 1.0 PEN). Az RNS izolél&dséhoz PureLink FFPE
Total RNA Isolation Kitet (Life Technologies, Carlsbad CA, USA) hasznaltunk a gyartd
utasitasai alapjan. Az RNS koncentracigjat és tisztasdgat NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, USA) hataroztuk meg. Az

igy izolalt RNS-t -80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

3.4.2. Reverz transzkripcio

A cDNS szintézist 1 pg tisztitott RNS-b6l, High Capacity cDNA Kit (Life
Technologies, Carlsbhad, CA, USA) segitségével a gyartd ajanlasa szerint hajtottuk végre. A
reakcié a StepOne Plus system (Life Technologies) készilékben zajlott. A reverz
transzkripcié 6sszemérésének adatait az 5. tablazat tartalmazza. Az atirt cONS mintékat

tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.
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5. tdblazat A reverz transzkripcié metodikaja
Bemért mennyiség/

Komponens

reakcio
RT Buffer (10x) 2 ul
25 X dNTP mix (100 mM) 0,8 ul
Random Primer (10x) 2 ul
Reverz transzkriptaz (50 U/ul) 1l
RNaz mentes dH,O 4,2 ul
RNS templat 10 pl
1.1épés 2.1épés | 3.1épeés | 4. 1épes
Hoémérséklet (°C) 25 37 85 4
Idétartam (perc) 10 120 5 00

3.4.3. Real Time Q-PCR

A gének expresszidjanak vizsgalatahoz TagMan® Universal PCR Master Mix-et
(Applied Biosystems) hasznaltunk, illetve a vizsgalt génre specifikus primereket (decorin
(DCN, Assay ID: Hs00370383 _m1, Life Technologies), SMA (ACTA2, Assay ID:
Hs.PT.56a21389192), gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) (GAPDH, Assay ID:
Hs.PT.39a22214836, Integrated DNA Tecnologies) és 18S RNS (Part No.:4319413E)),
valamint 50 ng cDNS templatot. Egy reakcidé veégtérfogata 20 pl volt. A mintékat
triplikatumokban 96-lyukl plate-ben mertiik 6ssze. A Real Time Q-PCR reakci6 a StepOne
Plus system (Life Technologies) késziilékben zajlott. A PCR reakcio metodikajat a 6. tablazat
tartalmazza. Az mRNS értékek meghatarozasahoz a Real Time Q-PCR eredményeinkbdl
szarmazd 224CT ¢rtéket hasznaltuk fel, melyet a belsé kontrollra (housekeeping génre) valo
normalizalassal kaptunk meg.

6. tAblazat A real-time PCR reakcio metodikéja

Bemért
Komponens .
mennyiség
cDNS templat (50 ng) 2 ul
Gene Expression Assay (primer) (20x) 1l
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 10 ul
dH0 7 ul
Homérséklet Idotartam Ciklus
Kezdeti denaturacio 95 °C 10 perc 1
Denaturécié 95 °C 15 mperc 40
Anellacié & Szintézis 60 °C 1 perc
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3.5. Invitro vizsgalatok

3.5.1. Sejttenyésztés

Sejtes kiserleteink soran, a HCC vizsgalatokban négy kiilonb6z6 huméan hepatoma
sejtvonal kondicionalt médiumaval (HuH7, HLE, HepG2, Hep3B) dolgoztunk, colon
adenocarcinoma vizsgalatokhoz pedig a HT29 huméan colon adenocarcinoma sejtek
kondicionalt tapfolyadékat hasznaltuk, valamint mindkét Kisérlet esetén az LX2 humén
csillagsejt vonalat hasznaltuk a csillagsejt-tumorsejt-decorin interakcio vizsgalatara. A
HuH7, HLE sejtvonalakat a JCBR Cell Bankbdl (JCRB0403, JCRB0404; Japanese
Collection of Research Bioresources Cell Bank; Osaka, Japan), a HepG2, Hep3B sejteket
pedig az ATCC-t61 (ATCC® HB-8065™; HB-8064™ American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, Egyesiilt Allamok) szereztilk be. Az LX2 human csillagsejt vonalat Dr.
Scott Friedman (Mount Sinai School of Medicine, New York, Egyesiilt Allamok) bocsatotta
rendelkezésiinkre.

A sejteket 37 °C-on 5% CO:2 mellett, 1000 mg/l (5,5 mmol/l) glikéz tartalmd
Dulbecco’s Modified Eagle’s médiumban (DMEM-1000) (Sigma Aldrich, St Louise, MO,
USA) tenyésztettiik, 10% [v/v] FBS (fetal bovine serum; Sigma Aldrich), 100 U/ml penicillin
¢és 100 pg/ml streptomicin (Sigma Aldrich) jelenlétében.

3.5.2. Interakcioés vizsgalat

A kondicionalt médium (CM) elkészitéséhez a sejteket (HUH7, HLE, HepG2, Hep3B,
HT29) 80% konfluenciaig novesztettik, majd mostuk PBS-sel és friss médiummal
inkubaltuk 16 oran keresztul, majd az osszegytijtott, sziirt tdpfolyadékot -80 °C-on taroltuk
felhasznalasig.

Az interakcios vizsgalathoz, az LX2 sejteket 6-lyuku tenyészt6 edényen novesztettik
80% konfluencidig, ezt kovetden 24 oran keresztiil a megfeleld tumor sejt kondicionalt
médiumaban inkubaltuk, majd cseréltik FBS mentes tapfolyadékra és 16 oOra elteltével
gyljtottiik a médiumot fehérje meghatarozas, illetve a sejteket RNS vizsgalatok céljabdl. A
kontroll mintdkhoz CM helyett friss DMEM médiumot adtunk, tovabbi lépései teljesen

azonosak voltak a fent leirtakkal. A mintakat felhasznélasig -80 °C-on taroltuk.
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3.6. Fehérje kimutatasi médszerek

3.6.1. Fehérje izolalas

A homogenizalas a fagyasztott majszovetek esetén folyékony nitrogénben, fagyasztva
poritassal tortént. Az elporitott mintadhoz tomegének megfelelé6 mennyiségi lizis puffert (1
mg szovethez 10 ul puffer) (20 mM TRIS pH=7,5, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl, 1% Triton
X-100, 0,5% Proteaz inhibitor koktél (Sigma Aldrich, St Louise, MO, USA) 2 mM NazVOsg,
10 mM NaF) adtunk. Sejtkulturak esetén egy 6-lyukl tenyészté edényrdl a sejteket PBS
mosast kovetéen 0,25 ml/lyuk lizis pufferben, sejtkapar0 segitségével gytjtottiik 0ssze. A
mintakat ultrahangos szonikator segitségével homogenizaltuk, majd 30 percig jégen
inkubaltuk. Ezt 15 000 g-n, 4 °C-on, 20 perc centrifugalas kovette, majd a feltilisz6 fehérje

.~z

3.6.2. Phospho-Kinase és RTK array

A foszfo-kinaz és a foszfo-tirozin kinaz receptorok aktivitasanak méréséhez Proteome
Profiler Phospho-Kinase Array Kit-et, valamint Proteome Profiler Mouse Phospho-RTK
Array Kit-et (R&D Systems, Minneapolis, USA) hasznaltunk a gyartd utasitasai alapjan.
Csoportonként 3 maj poolozott mintajabol Phospho-Kinase Array esetén 1800 pg /2000 uL
Osszfehérjét, Phospho-RTK Array esetén pedig 1000 pg /1500 uL fehérjét mértink minden
egyes membranra. A membranok kemilumineszcens jeleit iBright FL1500 Imaging System
rendszer (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA USA) segitségével tettem lathatova.
A jelek denzitas-értékeit pedig Image J software (Version 1.50b, NIH, USA) segitségével
értékeltem Kki.

3.6.3. Western blot és dot blot

Western blot esetében a mintdkat 1x-es Laemli mintapufferben, 1,5% pB-
merkaptoetanollal, 95 °C-on, 5 percig denaturaltuk. A 10%-o0s SDS-poliakrilamid gélre
mintanként 20 g 6sszfehérjét vittlink fel és valasztottunk el. A gélelektroforézis 30 percig,
200 V-on, konstans aramerdsség mellett tortént Mini Protean vertikdlis elektroforézis
rendszeren (Bio-Rad, Hercules, CA). Az elvalasztott fehérjék atvitele a gélr6l PVDF (Merck
Millipore, Billerica, MA) membranra 1,5 6ran keresztil &lland6 100 V fesziltségen tortént.
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Dot blot esetében 200 ul sejtmédiumot vittiink fel parhuzamosonként a dot blot
készulék lyukaiba, majd vakuum-pumpa segitségével PVDF membrénra blottoltuk.

A Dblottolas hatékonysagat mindkét esetben Ponceau-festéssel hataroztuk meg. A
membran nem-specifikus kétohelyeinek telitésére 5 w/v% tejport (Bio-Rad) (PBS-ben oldva)
hasznaltunk 1 6rén keresztil, szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a mintakat egész éjszakan
at 4°C-on razattuk az els6dleges ellenanyagok (decorin, EGFR, pEGFR (Tyr1068), pIGF-1R
(Y1161), pAkt (Thr308), pAkt (S473), pERK1/2, B-actin) megfelelé higitasaiban (4.
tablazat). Mosasi 1épést kovetden (3x5 perc TBST) a membranokat a megfelelé HRP-
konjugalt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk 1 Oran at, szobahOmérsékleten. A
kemilumineszcens jeleket SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztrat kit (Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, MA USA) segitségével hivtuk el6, és iBright FL1500
Imaging System rendszer segitsegével vizualizaltuk. A jelek denzitas-értékeit pedig Image J
software (Version 1.50b, NIH, USA) segitségével értékeltiik ki. Az alkalmazott ellenanyagok
listajat és azok higitasait az 4. tAblazat 6sszegezi. Bels6 kontrollként B-actint hasznaltunk.

3.6.4. Human decorin ELISA

A humén decorin mennyiségét az egerek szérumdabol enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalattal (ELISA) hataroztuk meg, Human Decorin ELISA Kit (Sigma,
St. Luis, MO USA) segitsegével, a gyarto utasitasai szerint. Csoportonként 10-10 egér
mintajat vizsgaltunk, duplikatumokban, melyek atlagértékeit hasznaltuk a statisztikai
elemzésekhez. A kolonizécids kisérletnél a 21. napon vett szérumbol tortént a decorin
meghatarozas, a hepatocarcinogenesis vizsgalatoknal pedig az 5 hénapos, valamint 10
honapos egereknél tortént mintavétel. Az ELISA plateket Labsystem Multiskan MS 352

készllékkel (Labsystems, Finnorszag) 570 nm-en dokumentaltuk.

3.7. Allatkisérletek

Az in vivo vizsgalatok az allatkisérletek végzésérdl szolo 40/2013. (II. 14.) Korm.

Rendelet alapjan, az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanéacs jovahagyasaval zajlott
(Engedélyszam: PEI/001/2457-6/2015.). Kisérleteinket a 3R elvek (replacement, reduction,
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refinement) érvényesitésének figyelembevételével végeztik. Kisérleteinkhez Intézetiinkbdl
szarmazo beltenyésztett, vad tipusu C57BL/6 egereket hasznaltuk.

3.7.1. DNS konstrukciok

A DNS plazmid konstrukciok eléallitisahoz standard molekularis biologiai
modszereket alkalmaztunk. A hidrodinamikus génbevitelhez, a huméan decorin cDNS-t
PGEM-1 expresszids vektorba torténd klonozasat kovetéen, pLIVE vektorba szubklonoztuk,
a BamHI és Xhol restrikcids hasitohelyek kdzé. A pLIVE (Liver In Vivo Expression) (Mirus
Bio, Madison, WI, USA) vektor sajatossdga, hogy az expresszié albumin promoter és a-
fetoprotein enhancer II altal vezérelt, mely biztositja a hosszan tartd, magas szintii decorin
kifejez6dést a transzfektalt egerek hepatocytaiban. Pozitiv kontrollként pLIVE-SEAP
(secreted alkaline phosphatase) konstrukciot hasznaltuk, melynek aktivitdsa az egerek
vérébol konnyedén meghatarozhatd SEAP Kemilumineszcens Assay segitségével, mely
kozvetett informéacioként szolgél a transzfekcid sikerességérél. A transzformalas soran a
plazmid klonozédshoz Escherichia coli DH5a torzset hasznaltuk, majd a plazmid izolalas
QIlAprep Spin Miniprep Kittel (Qiagen, Valencia, CA) tortént a gyarto6 utasitasai alapjan. Az
emésztés hatékonysagat 1%-os agardz gélen ellendriztiik. A klonok ellenérzése Sanger-féle

DNS szekvendlassal tortént (Semmelweis Egyetem).

3.7.2. Hidrodinamikus génbevitel

Az in vivo génterapia sordn 18-25 grammos C57BL/6 vad tipusu egereket hasznaltunk.
A plazmid DNS-t (pLIVE-SEAP és pLIVE-DCN, illetve pLIVE-SEAP és pLIVE-0)
hidrodinamikus génbevitel modszerével, farokvenan keresztul juttattuk az egerek
keringésébe a gyarto utasitasai alapjan (Mirus Bio LLC). A mddszer sajatossaga, hogy nagy
nyomason, nagy térfogatban (2 ml fizioldgias sooldatban higitott 15 ug nagy tisztasagh
plazmid DNS), r6vid id6 alatt (4-7 masodperc) juttattuk be a vektort az allatokba, mely az
albumin promoternek és a hidrodinamikus viszonyoknak koszonhetéen majsejtekben
specifikusan fejezodtek ki. Az egerek a genterapia soran altatasban voltak, az injektalashoz
27G-s egyszer hasznalatos tlit hasznaltunk. Primer hepatocarcinogenesis vizsgalatokhoz
kontrollként Ures vektorral (pLIVE-0 és pLIVE-SEAP) transzfektalt egereket hasznaltunk, a
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kezelt csoportokba pedig a DCN gént (pLIVE-DCN és pLIVE-SEAP) juttattuk be. Az egér
38 colorectais carcinoma kolonizacios kisérleteink soran pedig, a kontroll egerek pLIVE-0
vektorral, a kezeltek pedig pLIVE-DCN vektorral voltak transzfektalva.

3.7.3. SEAP Reporter Gén Assay

A Kkisérletes hepatocarcinogenesis vizsgalatokhoz pozitiv kontrolként pLIVE-SEAP
(szekretalt alkalikus foszfataz) vektort alkalmaztunk, melynek szintjét az egerek TAA
kezelésének félidoben (5. honap) levett szérumjaibol mértik. A SEAP aktivitasat a Phospho-
Light ™ SEAP Reporter gén assay kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA)
segitségével hataroztuk meg, a gyartd utasitasai szerint. A kemilumineszcens jeleket Kodak
Image Station 4000MM Digital Imaging System (Carestream Health, Inc. Rochester, NY,
USA) géldokumentacios készilék segitsegével tettik lathatova. A jelek denzitometralt
értékeit Image J software-rel hataroztuk meg. A méréseket 96-lyuku platen duplikatumokban
végeztik, melyek atlagértékeit hasznaltuk a statisztikai elemzésekhez.

3.7.4. Primer hepatocarcinogenesis modell

A Kkisérletes hepatocarcinogenesis vizsgélatokhoz ¢sszesen 36 darab C57BI/6 egeret
hasznaltunk (7. tablazat). A kisérlet soran a hidrodinamikus génbevitelt kdvetéen (3 nap
elteltével) 10 honapon keresztil az egerek ivovizéhez 150 mg/l koncentracioban TAA-ot
adagoltunk. Kontrollként, azonos kord, azonos genetikai hattérrel rendelkez6, kezeletlen
allatokat hasznaltunk. Az egereket 10 hdnapos TAA expoziciot kdvetben éteres altatasban,
cervikalis diszlokacidval terminaltuk. Szérum mintékat a kisérlet félidejében, illetve a végén
gytjtottik. Terminacié soran megmértik az allatok test- és majtomegét, illetve
meghataroztuk a makroszkopikusan lathatd daganatok szamat. A majmintak felét folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, majd felhasznalésig -80 °C-on taroltuk, a masik felét 10%-os
formaldehid oldatban fixaltuk és paraffinba agyaztuk tovabbi szdvettani vizsgalatok céljabol.
A tumorok térfogatdnak meghatarozasa celjabol a hematoxilin-eozin festett metszeteket
Pannoramic Scan készilék (3DHISTECH Kft) segitségével digitalizaltuk, majd a kiértékelést
a Pannoramic viewer programmal (3DHISTECH Kft) végeztik. A tumorok térfogatat a
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kovetkezd képlet alapjan szamoltuk: V = (szélesség (mm)? x hossz (mm) * ) / 6. A primer

hepatocacinogenesis metodikajat a 8. abra sematikusan foglalja dssze.

7. tablazat A primer hepatocarcinogenesishez hasznalt egércsoportok

Allatszam (db) =~ TAA Vektor ~ SEAP
15 +  |pLIVE-O +
15 +  |pLIVEDCN| +
3 - |pLIVE-O +
3 - |pLIVE-DCN|  +

3.7.5. Eger c38 colorectais carcinoma kolonizaciés modell

A ¢38 egér colorectdlis carcinoma sejtvonalat sorozatos in vivo szubkutan
transzplantacidval tartottunk fenn C57BI/6 egerekben. A szubkutdn fenntartott c38
tumorokat eltavolitottuk az egérb6l, majd apré darabokra vagtuk és 0,7 mg/ml kollagenaz 1V
és 10 ml RPMI-1640 szérummentes kozegben (Sigma-Aldrich) 37 °C-on 30 percig
emésztettik. Ezt kovetden a szuszpenzidt négy réteg steril gézlapon sziirtik majd
centrifugaltuk (10 perc, 800 rpm), a pelletet pedig 10 ml szérummentes RPMI-1640
médiumban vettiik fel. Az é16/holt sejtek aranyat tripdnkék festéssel hataroztuk meg. A maj
attétek kialakulasat Reposal (70 mg/kg) altatasan 1évo egerek 2x10° tumorsejt Iépbe valo
oltasaval értik el. A fent ismertetett kolonizacios (lép-méj) kiérletet vizsgalataink soran
méajmetasztazis modellezesére hasznaljuk, tovabbiakban kolonizacids modellként targyaljuk.

A kolonizécids modelliinkhdz 6sszesen 30 db C57BI/6 egeret hasznaltunk (8. tablazat).
Kontrollként a fentiekben is emlitett, azonos életkoru, azonos genetikai hattérrel rendelkezd,
kezeletlen allatokat hasznaltuk. A hidradinamikus génbevitelt kovetden 3 nap mulva az
egerek Iépébe 2x10° ¢38 colorectalis carcinoma sejteket oltottunk be. A kisérlet rovidtava,
21 napos volt. Termindcié soran megmeértik az allatok test- és majtdmegét, illetve
meghataroztuk a makroszkopikusan lathat6 daganatok szamat. A majmintak tovabbi
feldolgozasa a fentiekben ismertetett modon tortént. A kolonizacios modell metodikéajat a 8.
abraban foglaltam 6ssze.
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8. tdblazat A kolonizaciés modellhez hasznélt egércsoportok

Allatszam (db) c38 Vektor

12 + pLIVE-0
12 + pLIVE-DCN
3 - pLIVE-0
3 - pLIVE-DCN
1. Hidrodinamikus génbevitellel farokvénaba injektalt vektorok
+  pLIVE-DCN, + pLIVE-DCN
pLIVE-0 * pLIVE-0
« pLIVE-SEAP
3 nap 3 nap
2. | Primer hepatocarcinogenesis Méjmetasztazis indukcid:
indukcié: 38 colorectdlis carcinoma sejtvonal lepbe
Tioacetamid kezelés (10 hénap) 21 nap) oltasaval

Decaorin

Kontroll .
‘ transzfektalt

‘ ‘ Kontroll ‘

Decorin
transzfektalt

8. dbra Az allatkisérletek metodikajanak sematikus abrazolasa

3.8. Statisztikai analizis

A kisérleteink soran minden esetben legalabb harom, egymastdl fuggetlen bioldgiai
parhuzamost végeztink. A statisztikai elemzéseket Graphpad Prism 4.03 szoftver (Graphpad
Software Inc.La Jolla, CA, USA) segitségével készitettiik. Az adatok normal eloszlasat a
D'Agostino & Pearson omnibus teszt segitségével hataroztuk meg. A csoportok kozti
valtozasokat az adatok eloszlasatol fiiggben nem parametrikus (Mann-Whitney) vagy
Student-fele t-teszttel vizsgaltuk. A kontroll és a DCN-nal kezelt csoportok kézotti tumor-
incidencia kuildnbségeit és azok szignifikanciajat y-négyzet probaval vizsgaltuk. Szignifikans
értékeknek a *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 hataroztuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. HCC vizsgalatok
4.1.1. Insilico human HCC vizsgalatok

Az ArrayExpress adatbazis E-MTAB-950 kisérleti adataibdl nyert vizsgalatok alapjan
a HCC-ban szignifikansan csokkent a decorin mRNS expresszidja a normal majmintakhoz,
valamint a tumort kornyezé szovethez képest (p<0,001) (9.A é&bra). Ugyanakkor a tumort
kornyez6 kotészovetben mérsékelt decorin mRNS novekedést figyeltiink meg az ép majhoz
viszonyitva (9.A abra). A decorin expresszio mellett vizsgaltuk a mintdk SMA mMRNS
mennyiségét is, igy kikiszobdlve a decorin termel6 csillagsejtek szamanak kiilonbségébdl
adodd decorin mennyiségi valtozasokat. Az SMA jol tikrozi az aktivalt csillagsejtek szamat,
melyek a decorin termelésének f6 forrasai. A decorin SMA-ra vonatkoztatott relativ
expresszioja szignifikansan csokkent a tumor mintakban, az ép méjhoz és a tumort kérnyez6
szovethez képest (p<0,001) (9.B abra).
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9. &bra A decorin eés az SMA génexpresszids valtozasai human HCC esetekben az
ArrayExpress E-MATB-950 kisérleti értékei alapjan. A decorin és SMA mMRNS
expresszios értékei normal, tumoros és tumort kérnyez6 szovetekben (A), valamint
a decorin SMA-ra vonatkoztatott relativ expresszidja (B). A HCC-ben
szignifikansan alacsonyabb DCN/SMA mMRNS expressziot mértiink, a normal
mintdhoz és a tumor kornyezo szdvethet képest. ***p<0,001 Nnnormai=36, NHcc=112
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Szamitésaink kimutattadk, hogy ez a kildnbség nem fligg az aktivalt csillagsejtek szamétol,
ugyanis a decorin abszolut értéke és az SMA-ra vonatkoztatott relativ mennyisége egyarant
hasonlo valtozast mutatott (9.A, B abra). Ugyanakkor nem lattunk szignifikans kulénbseéget
a decorin relativ expressziojdban a norméal és a nem tumoros kdrnyezé szovet kozott (9.B
abra).

Vizsgaltuk azt is, hogy az adatbazisban fellehet6 patoldgiai és klinikai adatok tiikrében,
hogyan valtoznak az altalunk meghatarozott DCN/SMA expresszios értékek. Vizsgalataink
soran cirrhotikus mintdk esetében emelkedett decorin expressziot tapasztaltunk az ép
méjmintahoz képest, de a valtozas nem volt szignifik&ns (10. dbra). A HCC-k tekintetében
azt lattuk, hogy minél elérehaladottabb a betegség, annal alacsonyabb volt a relativ decorin
MRNS szintje. Az eltérés a nagyon korai HCC-k esetében még nem, de a korai, elérehaladott

¢és nagyon eldrehaladott stadiumok esetében szignifikansnak bizonyult (p<0,001) (10. abra).
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10. &bra A decorin relativ expresszidja szignifikansan csokken a betegség
elérehaladottsaganak fiiggvényében. ***p<0,001

50



DOI:10.14753/SE.2021.2452

Vizsgaltuk a decorin viszonyat a barcelonai stadiumbeosztas 6sszefliggésében is
(BCLC=Barcelona Clinic Liver Cancer staging). A proteoglikéan relativ expresszidja a
stadium el6rehaladottsagaval szignifikansan csokkent az ép majmintahoz viszonyitva (p<0,5,
p<0,01, p<0,001) (11. abra).
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11. 4bra A DCN/SMA expresszié szignifikansan csokkent a HCC-ben a
barceloniai stadium (BCLC) elérehaladottsadgaval. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

4.1.2. Human HCC TMA eredmenyek

A TMA mintakon decorin, SMA és EGFR immunhisztokémiai reakcidkat végeztilnk,
valamint vizsgaltuk a fenti targetek mRNS szintli valtozasait is. A TMA blokk
Osszeéllitasahoz hasznalt biopszias mintak adatait és Osszesitett értékeit a 2. és 9. tablazat
tartalmazza.

Normal korilmények kdzott, az ep majszovetben a csillagsejtek alacsony matrixfehérje
termeld aktivitassal rendelkeznek (12.A abra). Az ép majban a decorin kis mennyiségben
periportalis kotészovetben, a centralis vénak fala koriil mutathatd ki (12.B abra).

A cirrhotikus és nem cirrhotikus méjban kialakult HCC-ban peritumoralisan az aktivalt
csillagsejtek szama megné elsésorban a kotszovetes septumok mentén, ami SMA festéssel

jol lathato (12.E, | &bra). A tumor korili szovetben, akar cirrhotikus, akar nem cirrhotikus

51



DOI:10.14753/SE.2021.2452

HCC minték esetén, magas SMA intenzitast (12.E, | &bra), valamint ezzel egyutt magas
decorin expressziot detektaltunk (12.F, J abra). Osszehasonlitva az ugyanazon majbol
szarmaz0 tumoros és kornyezo szoveti mintakat azt lathatjuk, hogy mind a cirrhotikus, mind
pedig nem cirrhotikus majban kialakult HCC esetében a tumorban és a kérnyez6 szovetben
bar a csillagsejtek nagy szamban jelen vannak (12.C, E, G, | abra), de a tumorban a decorin
jelintenzitdsa gyenge, expresszidja szignifikansan alacsonyabb (12.D, H &bra), mint a
kornyez6 szovetben (p<0,05, p<0,001) (12.F, J; 13.A, B).

A decorin expressziérél pontosabb képet kapunk, amennyiben a proteoglikan
mennyiségét normalizaljuk a SMA intenzitas értékével. A 13. dbra az immunhisztokémiai
eredmények osszesitett kiértékelését mutatja. Erdekes megfigyelésiink, hogy akar cirrhosis,
akar nem cirrhosis talajan kialakult HCC esetében a tumort koriilvevé parenchima aktivalt
csillagsejtjei (12.E, | abra) magas decorin expressziot mutatnak (12.F, J abra 13.A, B abra),
ezzel szemben a tumorban szintén nagy szamban jelenlévé csillagsejtek (12.C, G abra)
decorin termelése jelentdsen lecsokken (12.D, H &bra). Tehat a decorin mennyiségének
csOkkenése a tumorban nem a csillagsejtek szamanak valtozasaibol ered (13.B abra).

Osszhangban a fehérje szintii vizsgalattal, hasonl6 tendenciét figyelhettiink meg mRNS
szinten is. A tumort kornyezd szovetben a proteoglikan relativ expresszioja jelentds mértékd,
mind a tumor strdméhoz, mind pedig az ép majhoz viszonyitva (13.C abra). Mindez arra

enged kovetkeztetni, hogy a gatlas mar transzkripcids szinten megtorténik.
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12. 4bra A decorin és az SMA immunhisztokémiai analizise ép méajban (A, B),
cirrhosis talajan kialakult HCC-ben (C, D, E, F), valamint nem cirrhotikus majban
kialakult HCC (G, H, I, J) esetén. Minden képpar (A-B, C-D, E-F, G-H, I-J)
ugyanazon mintak azonos részletét abrazoljak. A HCC-s mintak esetében tumoros
és tumort koriilvevé (kornyezé cirrhotikus és nem cirrhotikus parenchima)
szoveteket gyijtottiink. Az ép majban a csillagsejtek alacsony decorin termeld
aktivitassal rendelkeznek, melyet a barna csapadék mutat (A, B). A kontroll majban
a decorin a periportalis kotdszovetben kis mennyiségben van jelen (B). Erdekes
megfigyelésiink, hogy akar cirrhotikus vagy nem cirrhotikus majban kialakult
HCC-ben a nagy szamban jelenlévé aktivalt csillagsejtek (C, G) alacsony decorin
expresszioval rendelkeznek (D, H), ezzel szemben a tumort koriilvevé parenchima
szintén nagy szamban jelenlévd aktivalt csillagsejtjei (E, 1) magas decorin
expressziot mutatnak (F, J). Lépték 200 pum.

Az egyes mintak decorin és az SMA jelintenzitasat 12-es score-rendszer hasznalataval
szamszerUsitettiik, Pannoramic Viewer szoftver segitségével, ezek értékeit a 9. tablazatban
Osszesitettlik, és a 13. dbra kordiagrammijain szemléltettiik. A tumoros mintakat a rajuk
jellemzé szamértékek alapjan harom csoportba soroltuk: decorint nem expresszald (score-
értek: 0), decorint alacsony mértékben expresszald (score-érték: 1-6), decorint magasan
expresszald (score érték: 7-12) HCC-k. A csoportositast elvégeztik kilon a cirrhotikus
majban kialakult HCC minték és a nem cirrhotikus méjban kialakult HCC mintak kozott,
valamint dgy is, hogy nem vettiik figyelembe a kornyez6 méjparenchima allapotét.

A cirrhotikus majban kialakult HCC-ban az estetek jelentds része a decorint nem
expresszalo csoportot erdsitette (47%), kismértékii proteoglikan termelédés a mintak 37%-a
mutatott és 16%-ban magas expressziot detektaltunk (13. abra). Hasonld6 megoszlast
lathattunk a nem cirrhotikus majban kialakulé minték esetében is, legnagyobb aranyban itt is
a decorint nem expresszalo tumorok vannak (62%) (13. abra). A mintak negyedeben lathato
alacsony mértékli decorin expresszio (25%), magas decorin expressziot a mintak 13% mutat
(13. bra). Osszevetve a cirrhotikus és nem cirrhotikus majban kialakult tumoros eseteket, a
mintdk tébb mint felében negativ decorin expressziot azonositottunk (52%), 33%-ban volt
kismértékii decorin intenzitas és az esetek csupan 15%-a mutatott magas proteoglikan

intenzitast (13. abra). A decorin tumorszupresszor szerepét feltételezve a majban értheto,
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hogy expresszidja a tumoros szovetben hianyzik vagy alacsony mértékii. Ezt a tendenciat
tapasztaltuk az eldbbiekben ismertetett csoportositas soran is.

Mind a cirrhotikus, és a nem cirrhotikus majakban kialakult HCC-k esetében a mintak
16, illetve 13%-aban magas decorin epressziot detektaltunk. Elképzelhet, hogy ezekben a
mintakban a decorin valamilyen ,,mutélt”, médosult valtozata van jelen, mely a daganat

szamara mar elényos.
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13. abra Osszesitve a cirrhotikus és nem cirrhotikus majban kialakult HCC-k
immunhisztokémiai eredményeik kiértékelését mutatjak a diagrammok. Az SMA
és a decorin expresszi6 megoszlasa az dsszesitett cirrhotikus és nem cirrhotikus
méjban kialakult HCC mintdkban (A). Ugyanezen mintdk decorin SMA-ra
vonatkoztatott relativ expresszidja fehérje és mRNS szinten (B,C). Alacsony
decorin expresszid mérheté a tumorban, mely nem a csillagsejtek szamanak
kiilnbségébdl ered. A decorin expresszié megoszlasa a HCC-s mintdkban (D). A
decorin intenzitas jellemzésére 12-es score-rendszert hasznaltunk. A sore rendszer
alapjan decorin negativ (0), alacsony (1-6) és magas (7-12) decorin expresszios
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csoportokat hataroztunk meg Az értékelést elvégeztik kulén a cirrhosis talajan
kialakult HCC-ban, kilén a nem cirrhotikus méajban kialakult HCC-ban, valamint
Osszesitve a két csoportot is (D). *p<0,05; ***p<0,001 Nnormai=9; NHcc=28

9. tablazat A TMA blokk dsszeallitasahoz felhasznalt biopszias mintak dsszesitett
score értékei (NAT= non-adjacent tissue=tumor koérnyezé szovet, SCN= decorin,
SMA=qa-simaizom actin, ID=azonositd)

Beteg ID Szovet Decorin SMA DCN/SMA Kategoria
score score intenzitas
Cirrhosis talajan kialakult HCC

01 Tumor 1,5 1 15 DCN alacsony
01 NAT 8 6 1,3
02 Tumor 0 2 0,0 DCN negativ
02 NAT 11 8 14
03 Tumor 0 4 0,0 DCN negativ
03 NAT 11 9,5 1,2
04 Tumor 0 9 0,0 DCN negativ
04 NAT 9,5 75 1,3
05 Tumor 0 4 0,0 DCN negativ
05 NAT 11,5 10 1,2
06 Tumor 15 8,5 0,2 DCN alacsony
06 NAT 12 11,5 1,0
07 Tumor 0 4 0,0 DCN negativ
07 NAT 10,5 10 11
08 Tumor 2 15 1,3 DCN alacsony
08 NAT 12 12 1,0
09 Tumor 1 45 0,2 DCN alacsony
09 NAT 11,5 7 1,6
10 Tumor 5 11,5 0,4 DCN alacsony
10 NAT 11,5 12 1,0
11 Tumor 15 45 0,3 DCN alacsony
11 NAT 3,5 75 0,5
12 Tumor 11,5 8,5 1,4 DCN magas
12 NAT 11,5 9 13
13 Tumor 0 55 0,0 DCN negativ
13 NAT 12 8 15
14 Tumor 3,5 9,5 0,4 DCN alacsony
14 NAT 11,5 9 13
15 Tumor 0 4,5 0,0 DCN negativ
15 NAT 3 6 0,5
16 Tumor 11,5 12 1,0 DCN magas
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16 NAT 11 8 14
17 Tumor 0 7 0,0 DCN negativ
17 NAT 11,5 8 1,4
18 Tumor 7 12 0,6 DCN magas
18 NAT 12 12 1,0
19 Tumor 0 4 0,0 DCN negativ
19 NAT 12 5 2,4

20 Tumor 5 12 0,4 DCN alacsony
20 NAT 1 15 0,7

21 Tumor 0 4 0,0 DCN negativ
21 NAT 11 7 1,6

22 Tumor 0 11,5 0,0 DCN negativ
22 NAT 1 15 0,7

23 Tumor 7 9,5 0,7 DCN magas

23 NAT 7 12 0,6

24 Tumor 0 5 0,0 DCN negativ
24 NAT 55 12 0,5

25 Tumor 0 9 0,0 DCN negativ
25 NAT 6.5 7,5 0,9

26 Tumor 1 9,5 0,1 DCN alacsony
26 NAT 9 8,5 1,1

27 Tumor 0 4 0,0 DCN negativ
27 NAT 12 7,5 1,6

28 Tumor 0 4.5 0,0 DCN negativ
28 NAT 2 4,5 0,4

29 Kontroll 0.5 75 0.1

30 Kontroll 0.5 15 0.3

31 Kontroll 0.5 2,5 0.2

32 Kontroll 1 3,5 0.3

33 Kontroll 1 6,5 0.2

34 Kontroll 2.5 6,5 0.4

35 Kontroll 1 3,5 0.3

36 Kontroll 0.5 1 0.5

37 Kontroll 1 2,5 0.4

Ezt kovetden kivancsiak voltunk, hogy az EGFR, mint a decorin egyik potencialis

célpontja milyen expressziot mutat a human HCC eseteinkben. Az immunvizsgalatok alapjan

azt latjuk, hogy a decorin az EGFR szintjével ellentétesen mozog (14. &bra). Az EGFR

megoszlasat vizsgalva magas expressziot detektaltunk a tumorban, ezzel szemben a nem
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tumoros kornyezd szovetben intenzitdsa minimalis volt. Ugyanezen szoveti mintan a decorin
megoszlasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a tumorban jelintenzitasa alacsony, valamint a
kotoszovetben is minimalis volt, szemben a nem tumoros korynezd szovettel, ahol a
kotdszovetben abundéns decorin expressziot mértiink.
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14. dbra Human HCC szdveti minta decorin és EGFR immunhisztokémiai képe
(A), valamint annak reprezentativ kiértékelése (B). A decorin intenzitdsa az EGFR
szintjével ellentétesen mozog. Az ,,A” abran ugyanaz a széveti core EGFR és
decorin immunfestését lathatjuk. A core felsé része a tumort jeloli, mely EGFR
immunfestéssel pozitiv reakciot adott, melyet a DAB barna csapadék jelez. A core
alsé része nem tumoros kornyezé szovet, mely EGFR negativ immunreakciot
mutat. Decorin festéssel, ugyanez a szOveti core tumorban negativ, a tumor
stromaban pedig minimalis immunpozitivitdst mutatott, ezzel szemben a nem
tumoros kornyez6 szovetben abundas decorin festédést lathatunk. Lépték 500 pm.
***n<0.001

4.1.3. Invitro Kisérleti rendszer

Az in silico, illetve a TMA megfigyeléseink alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy a
tumorban a decorin expresszié csokkenese nem fligg a csillagsejtek sz&matol. Ezért
kivancsiak voltunk, hogy a daganatsejtek kozvetlendl fejtik-e ki a gatlé hatasukat a
csillagsejtek decorin termelésére. Ennek bizonyitasara olyan kisérletes rendszert hoztunk
létre, melyben LX2 human csillagsejt vonalat HLE, HepG2, Hep3B, HuH7 sejtek
kondicionalt médiumaban novesztettik. Az LX2 sejtek altal termelt decorin mennyisége
szignifikansan csokkent a HepG2, HuH7, HLE human hepatoma sejtvonalak kondicionalt

médiumanak jelenlétében (p<0,05) (15.A, B abra), a Hep3B sejtek esetében a csokkenés nem
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bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. A proteoglikdn mRNS expresszidjaban szintén
csokkenést figyelhettlink meg a 4 sejtvonal esetén, azonban szignifikans csokkenést csupan
a HepG2 és HuH7 sejtek esetében tapasztaltunk (p<0,05) (15.C abra). Ezek az eredmények
jol korreldlnak a human HCC mintdkon kapott megfigyeléseinkkel, jelezve, hogy a

tumorsejtek gatoljak a decorin expresszidjat, és a decorin tumorszupresszor hatasara utalnak.
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15. abra Decorin expresszio mennyiségi valtozasa LX2 sejtek médiumaban dot
blot analizis segitségével (A), valamint annak denzitometralt kiértékelése (B).
Decorin valtozasa mRNS szinten (C). Az LX2 csillagsejtek decorin expresszidja
csokkent a kiilonb6zd hepatoma sejtek (Hep3B, HepG2, HLE, HuH7) kondicionalt
médiumanak jelenlétében. CM= kondicionalt medium *p<0,05

4.1.4. Invivo primer hepatocarcinogenesis modell decorint tiltermelé majban

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai kimutattdk, hogy a DCN’ egerekben a
fibrogenesis mellett a hepatocarcinogenesis is fokozott. E kisérleti rendszerben a DCN™" és
vad tipusu allatokat kétfele hepatocarcinogénnel, TAA-dal, illetve DEN-nal kezelték. A
DCN egerekben a HCC kialakulasa mindkét kisérleti rendszerben fokozott volt a vad tipust
csoporthoz képest (57, 106).

Ezen kisérleteinkre alapozva, olyan in vivo modell rendszert hozunk létre, melyben a
decorint taltermelé egerek majaban vizsgaljuk a primer hepatocarcinogenesis folyamatat.
Kisérleteinkhez vad tipusi C57BI/6 egertorzset hasznaltuk. In vivo munkank soran az
egerekbdl kétfele csoportot hoztunk létre: a pLIVE-Ures vektorral transzfektalt: kontroll
(pLIVE-SEAP+pLIVE-0), valamint a pLIVE-decorin plazmiddal transzfektalt: kezelt
(pLIVE-SEAP+pLIVE-DCN) csoportot (8. &bra).
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4.1.4.1. Human decorin expresszidja a majban

Fluoreszcens festéssel megvizsgaltuk a transzfekcidval bejuttatott human decorin
lokalizacidjat. A kontroll egerek majaban (pLIVE-0) human decorin festéssel teljesen
negativ reakciét kaptunk. A decorin transzfektalt TAA kezelt mintakban a bejuttatott decorin

kiléndsen a centralis vénak koriili hepatocytak citoplazméajaban van jelen (16.A, B, C &bra).

16. abra A human decorin lokalizacija a majban hidrodinamikus génbevitelt
kovetéen a pLIVE-DCN transzfektalt, TAA kezelt egerek majaban, mely a centralis
vénak koruli hepatocytakban figyelhettiik meg (A,B, C). A ,,B” és,,C” dbra ugynaz
a pLIVE-DCN egér minta human decorin festését mutatja, kiilonboz6
nagyitasokban. Piros: decorin, Kék: DAPI (sejtmagok) Léptéek: A-100 um; B, C-50

gm.
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4.1.4.2. Transzfekci6 sikerességének ellendrzése

A bejuttatott pLIVE-SEAP kontroll vektorként szolgélt, mely kozvetett informéaciot
szolgaltat a transzfekcié sikerességérdl, ugyanis az altala kifejez6d6 alkalikus foszfataz,
kemilumineszcens assay Segitségével egyszeriien detektalhato az allatok vérébol. A 17. ,,A”
abran a pLIVE-O, illetve pLIVE-DCN transzfektalt, TAA kezelt, 6t honapos egerek
szérumabol mért kemilumineszens eredményeket, valamint annak denzitometralt
kiértekelését lathatjuk (17.B abra). Vizsgalataink alapjan azt mondhatjuk, hogy a
transzfekcio sikeres volt, a SEAP vektor aktivitdsa magas expresszidt mutatott az allatok
tobbségeben, nagyon alacsony SEAP intenzitast csupan 3 kontroll (pLIVE-0), valamint 4
decorin kezelt (pLIVE-DCN) mintéban taldltunk (17. bra). A SEAP szint meghatérozésa az
0t hénapos egerek szérumabdl tortént. A pLIVE-DCN csoportok magasabb SEAP aktivitasa
abbdl adddhat, hogy a decorin mennyisége dsszefligghet az érfalak atjarhatosagaval, melyet
korabbi kisérleteink alapjan is valosziniisithetiink. Minél alacsonyabb a decorin szint, annél
kevésbé atjarhatdo az érfal. Erre ugyan semmilyen irodalmi adat nincs, de eldkisérleti
rendszeriinkben DCN egerekben a hidrodinamikus génbevitellel bejutatott SEAP vektorok

aktivitdsa még a jelen kutatasban bemutatott pLIVE-0 csoporttdl is alacsonyabb volt.
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17. abra A SEAP kemilumineszcens assay eredménye (A) és annak denzitometralt
kiértékelése (B) az 6todik honapban vett pLIVE-0 és pLIVE-DCN ranszfektalt,
TAA kezelt allatok szérumabdl. A SEAP aktivitasa a transzfekcioval bejutatott
pLIVE-SEAP vektorok aktivitdsat mutatja, mellyel a transzfekcio sikerességét
tdmasztjuk ald. n=30

Az alkalikus foszfataz értékek alapjan kivalasztottuk a nagyobb aktivitast mutat6
allatokat, melyekben decorin ELISA segitségével meghataroztuk a vérben keringé human
decorin koncentraciojat (18. abra). A szérumban mért human decorin koncentracio jo
egyezést mutatott az alkalikus foszfataz aktivitas ertékekkel, valamint a kontroll csoporthoz
képest a proteoglikan koncentracidja magasabb volt azokban az allatokban, melyekbe human
decorin vektort juttatunk be, ezzel is alatdmasztva a géntranszfer sikerességét. A kontroll
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(pLI1VE-0) csoportokban mért alacsony szérum human decorin szint (<500 pg/ml) az ELISA
Assay egér endogén decorinnal val6 keresztreakcidjanak tudhaté be.
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18. abra Az ELISA-val meghatérozott human decorin mennyisége az 6todik
honapban vett allatok szérumaban. Magas decorin koncentraciot mértink a pLIVE-
DCN transzfektalt, TAA kezelt csoportokban, az x-tengely az allatok szamat
mutatja.

4.1.4.3. Decorin hatékonysaga a primer hepatocarcinogenesis modellben

A SEAP intenzitas valtozatos eloszlasat kikuszobolve a decorinnal transzfektalt, TAA
kezelt allatok csoportjait harom alcsoportra osztottuk a vektor intenzitdsa alapjan.
Megkulonbdztettiink decorin negativ (19.A, B abra), alacsony decorin expresszids (19.C, D
abra), és a vektort magas aktivitassal expresszald csoportokat (19.E, F abra). A tovabbi
molekularis vizsgalatokhoz kontrollként (pLIVE-0) a decorin negativ allatok poolozott
mintait hasznaltuk, pLIVE-DCN csoportot pedig a decorint alacsony és magas mértékben

expresszald egerek poolozott mintaibdl gytijtottik.
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DCN alacsony DCN negativ

DCN magas

G ® Tumor szém
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DCN negativ.  DCN alacsony DCN magas

19. &bra A primer hepatocarcinogenesisbdl szarmazo eger majak decorin negativ
(A, B), alacsony decorin expresszios (C, D) és magas aktivitassal (E, F) rendelkez6
csoportjainak reprezentativ hematoxilin-eozin képei és azok statisztikai
kiértékelése (G). A human decorint expresszald egerek majaban (DCN alacsony,
DCN magas) TAA kezelést kovetéen kevesebb tumorszamot detektaltunk,
valamint alacsonyabb maj-/testtomeg arany volt mérheté a decorin negativ
csoportokkal szemben. A szaggatott vonal a tumor hatart mutatja. Minden képpar
(A-B, C-D, E-F) ugyanazon minta kiilonb6z6 nagyitasu képei, a csillag pedig a
mintdk azonos részletét abrdzoljdk. Tu= tumor. Lépték: A, C, E=200 um; B, D,
F=100 pm; n =15
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A korébbi vizsgélatainkhoz hasonléan a TAA kezelés fibrosist, majd a majsejtek
hiperregeneracioja kovetkeztében HCC-t indukalt az egerek majéban. A huméan decorint nem
expresszald majak kotoészovetes tokkal koriilvett daganatos gobjeiben a citoplazma
mennyiségének emelkedését figyelhettiik meg, erés eosinophil festédéssel (19.A, B abra).
TAA kezelés hatasara a legtobb daganatot azoknal az allatoknal figyelhettiink meg, melyek
majaban nem fejez6d6tt ki az huméan decorin (19.G abra). Ugyanakkor a human decorint
expresszaldo csoportokban a tumorszam jelent6sen csokkent (72%, 78%) (19.G abra),
fuggetlendl attdl, hogy milyen mértékben fejez6doétt ki a proteoglikan, és kis mennyiségii
decorinnak is megfigyelhettiik a tumorgatl6 hatasat.

A decorint expresszald csoportok alacsonyabb méj-/testtomeg-aranyai is alatamasztjak
a decorin jotékony hatasast. Ezen eredmények alapjan feltételezzik, hogy a decorin
génbevitel gatolja a HCC kialakuldsat, mutatva, hogy a proteoglikan szolubilis formaban

tumorszuppresszorként miikddhet.

4.1.4.4. A decorin hatdasdira bekivetkezd jelatviteli valtozdsok hepatocarcinogenesis
modellben

A decorin okozta ndvekedés gatlas a legtobb tumor esetében a RTK-ok gatlasan
keresztil valosul meg. Kisérleti rendszeriinkben szamos phospho-RTK aktivitast vizsgaltuk.
Megfigyeltiik, hogy a decorin (pLIVE-DCN) transzfekciot kovetéen, a TAA kezelt
egerekben szignifikansan csokkent az EGFR, PDGFRa, PDGFRp, PDGFR/FIt-3,
PDGFR/SCF, AXL, HGF/MSPR, MuSK és az inzulin receptor aktivitdsa a pLIVE-0
csoporthoz képest (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) (20. abra). Szamszerlien, 52%, 30%,
73%, 54%, 53%, 46%, 79%, 61%, 66%, 12%-0s gatlast tapasztaltunk az egyes receptorokban
a decorin transzfekci6 hatasara (20. abra).

Ezt kovetben olyan daganat-specifikus jelatviteli utak azonositdsa volt a célunk,
melyek ravilagithatnak a decorin tumorszupresszor hatdsanak mechanizmusara. Ennek
érdekében 43 targetre specifikus Phospho-Kinase Arrayt hasznaltam, aminek eredmenyeit a
10. tablazatban és 23. abran dsszegeztem. Western blot analizissel megerdsitettiik, hogy a
decorin transzfektalt, TAA kezelt allatokban csokkent a pEGFR szintje a pLIVE-0
csoporthoz képest, a valtozas statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult (p <0,001) (21.A, B
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abra). A decorin transzfektalt, TAA kezelt allatokban parhuzamosan a RTK-ok aktivacios
allapotanak csokkenésével, 12%-o0s ERK1/2 aktivitas csokkenést figyeltink meg a kontroll
csoportokhoz képest (pLIVE-0) (10. tablazat, 23. abra).
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20. abra Reprezentativ kép a Phospho-RTK Array analizisér6l (A) és annak
denzitometralt kiértékelése (B), pLIVE-0, valamint decorinnal (pLIVE-DCN)
transzfektalt TAA kezelt egerekben. Szignifikansan csokkent az EGFR, PDGFRa,
PDGFRp, PDGFR/FIt-3, PDGFR/SCF, AXL, HGF/MSPR, MuSK és az Inzulin
receptor aktivitasa decorin transzfekcio hatasara a kontroll csoportokkal szemben.
*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001

A foszforilalt IGF-1R expresszidja nem valtozott carcinogen hataséra a pLIVE-0
allatokban (21.A, C abra). Azonban, ugyanez a RTK aktivitasa 2x emelkedést mutatott a
TAA kezelt, decorin overexpresszalt csoportokban (21.A, C abra).

Kivancsiak voltunk, hogy az Akt, mint az IGF-1R receptor ismert downstream
effektoranak aktivitdsa hogyan valtozik a mi Kkisérleti rendszertinkben. A CTL (kontroll)
mintdkban minimalis mennyiségli foszfo-Akt (S473) volt detektalhatd (21.A, D abra). TAA

66



DOI:10.14753/SE.2021.2452

expozicid hatasara emelkedett foszfo-Akt (S473) aktivitast figyelhettiink meg, de a pLIVE-
0 és decorin transzfektélt csoportok értékei nem kilonboztek szignifikansan (21.A, D &bra).
A pAkt (T308) valtozasa koveti az IGFR-ét, 35%-0s emelkedest mértiink a pLIVE-DCN
transzfektalt, TAA kezelt egerek csoportjaiban, a pLIVE-0 mintdkhoz képest (10. tablazat,
23. dbra). Az Akt megndvekedett aktivitasa révén az mTOR utvonal is fokozddott, melyre a
foszfo-p70S6K fehérjék emelkedett mennyisége utal, a decorin transzfektalt, TAA kezelt
csoportokban. Tovabba, a GSK3 és WNK1 foszfo-fehérjék magasabb szintje szintén az Akt
akvitivas kovetkezménye. Ehhez kapcsoldddan, a PDK1 altal foszforilalt RSK1/2/3 fehérjék
mennyisége 30%-kal emelkedett. Az RSK kinaz aktivitdsanak koszonhetden a foszfo-p27K!P
ciklin dependens kinaz inhibitor mennyisége szignifikdns emelkedést mutatott decorin
transzfekcio hatasra a TAA kezelt allatokban: 48%-o0s emelkedeést tapasztaltunk, a pLIVE-0
csoporthoz képest (p <0,05) (10. tablazat). A megndvekedett PLCy és PYK2 szintén a
fokozott RTK aktivitasra utal.

TAA kezelés esetén a foszfo-p53(S392), a foszfo-p53(S46) és a foszfo-p53(S15)
fehérjéek expresszioja 2x, 1,6x-0s és 1,7-es emelkedést mutattattak a decorin kezelés hatasara
a pLIVE-0 méajakkal szemben (p <0.05; p <0.01) (22.A, B abra). A p53 magasabb szintje arra
utal, hogy a decorin a sejtciklust a G1 fazisban megallitja.

A proteoglikdn hatasara emelkedett pAMPK, c-Jun, eNOS szintetek mértiink a pLIVE-0
csoporttal szemben, illetve a STAT fehérjék aktivitasa is fokozddott a decorin transzfekcio
hatasara. Ezzel szemben a JNK, a p38, a HSP27, az Fgr, valamint a B-catenin mennyisége

csokkent a decorin transzfekcid hatasara.
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21. abra Reprezentativ képek a pEGFR, pIGF-1R, pAKT (S473) és pAKT (T308)
Western blot analizisébdl (A) és azok denzitometralt kiértékelése (B, C, D, E), iires
vektoral (pLIVE-0), valamint decorinnal (pLIVE-DCN) torténd transzfekciot
kovetden, TAA kezelt és vad (CTL) tipust egerekben. Belso kontrollként a B-actint
hasznaltuk. CTL=Kontroll, TAA= tioacetamid; *p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001
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22. 4bra Reprezentativ kép a p53 Phospho-Kinase Array-vel tértént analizisérol
(A), és annak denzitometralt kiértékelése (B). A foszfo-p53(S392), a foszfo-
p53(S46) és a foszfo-p53(S15) fehérjék mennyisége szignifikansan csdkkentek a
TAA kezelt, decorin transzfektalt egerekben, a pLIVE-0 csoporttal szemben. *p
<0.05; **p < 0.01.
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Osszességében, a fentiekben kiemelt targetek a decorin daganatgatld hatéasét erdsitik,
tehat batran mondhatjuk, hogy a decorin mint mas daganatokban, a majban is

tumorszupresszorként viselkedik.
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23. abra Decorin transzfekcié hatasara bekovetkez6 jelatviteli utvonalak valtozasai
TAA kezelést kovetéen in vivo primer hepatocarcinogenesis modelliinkben.
Kisérleti rendszeriinkben a decorin szdmos RTK aktivitasat gatolta, melyet
csokkent MAPK/ERK miikodés jellemzett. Ezzel szemben az IGF-1R indukciojat
figyeltik meg, melyhez fokozott Akt/mTOR aktivitdas tarsult. A gatolt
tumorigenesisért feltételezhetden az emelkedett foszfo-p53 szint tehetd felelGssé.
Szinkodok: piros: csokkent; zold: emelkedett; szirke: nem vizsgaltuk. A tovabbi
részleteket a szoveg tartalmazza. (Sajat készitésii abra.)
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10. tablazat A Phospho Kinase Array eredményei. A tablazat a TAA kezelt
egerekben a pLIVE-DCN csoport pLIVE-O mintdkra normalizalt relativ
expresszidjat mutatja a felsorolt targetekre nézve, valamint azok szignifikancia

értékeit.

Fehérje target Foszforilacios hely 'rAelgIt_il/VnEér?ri/li\lsgng()f% ; p-érték
Akt 1/2/3 (S473) S473 106,191 0,094
Akt 1/2/3 (T308) T308 135,548 0,014
AMPKal (T183) T183 95,763 0,011
AMPKa2 (T172) T172 106,994 0,197

Chk-2 T68 100,713 0,550
c-Jun S63 113,436 0,008
CREB S133 94,172 0,609
EGF R Y1086 87,617 0,500
eNOS S1177 138,356 0,096
ERK1/2 T202/Y204, T185/ 88,815 0,168
FAK Y397 98,433 0,542
Fgr Y412 87,266 0,145
Fyn Y420 96,272 0,512
GSK-3a/p S21/S9 111,285 0,072
Hck Y411 103,287 0,524
HSP27 S78/S82 77,119 0,189
HSP60 98,749 0,198
JNK 1/2/3 T183/Y185, T221/ 94,979 0,043
Lck Y394 97,272 0,027
Lyn Y397 91,740 0,299
MSK1/2 S376/S360 98,017 0,535
p27 T198 148,297 0,025
p38a T180/Y182 83,748 0,116
p53 (S46) S46 138,985 0,024
p53 (S15) S15 159,238 0,008
p53 (S392) S392 141,930 0,006
p70 S6 Kinase T421/S424 149,127 0,007
p70 S6 Kinase (T389) T389 160,758 0,030
PDGF-Rp Y751 102,499 0,611
PLC-y1 Y783 115,806 0,062
PRAS40 T246 92,030 0,325
PYK?2 Y402 120,219 0,073
RSK1/2/3 S380/S386/S377 130,875 0,142
Src Y419 100,440 0,253
STAT2 Y689 96,405 0,249
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STAT3 Y705 105,928 0,060
STAT3 S727 95,275 0,377
STAT5a Y694 109,534 0,526
STATb5a/b Y694/Y699 116,899 0,159
STATSb Y699 105,366 0,520
STAT6 Y641 108,400 0,285
TOR S2448 95,466 0,454
WNK1 T60 126,998 0,120
Yes Y426 100,413 0,383
p-Catenin 85,988 0,092

4.2. Colon adenocarcinoma majmetasztazis vizsgalatok

4.2.1. Human colon adenocarcinoma méjmetasztazis TMA eredmények

A human TMA 0sszedllitdsdhoz, ugyanazon betegbdl szarmazd ép vastagbél
nyalkahartyat, primer colon adenoarcinoma mintat, majmetasztazist és az ezt kornyez6
majszovetet hasznaltuk fel, majd a mintakon human decorinra és SMA-ra specifikus
immunfestést végeztiink. A legmagasabb decorin expresszio az ép vastagbél nyalkahartyaban
volt (24.A, E &bra). A primer tumorban jelentds mennyiségli proteoglikan felhalmazodast
lathatunk (24.B abra), de expresszidja alacsonyabb az ép vastagbél nyalkahartyaban mért
értekekhez képest (24.A, E abra). Az immunfestés azt mutatta, hogy ugyanazon beteg
majmetasztazisdban a decorin expresszié (24.C abra) szignifikansan alacsonyabb, mint a
primer tumorban (24.B &bra) (p<0.01). Nincs szignifikans kiilonbség a tumort kérnyez6
majszovet és a majmetasztazis decorin expresszidja kozott (24.C, E &bra).

Vizsgaltuk a decorin valtozasait a ,,replacement” és ,,desmoplasticus” novekedési
mintazat esetén is. A decorin intenzitasa alacsonyabb az agresszivebb, ,,replacement” tipusu
metasztazisokban, mint a “desmoplasticus”-ban (24.F abra). Vizsgalataink alapjan a Grade
I11. daganatok majmetasztazisaiban alacsonyabb decorin expressziot mérttink, mint a Grade
Il.—ben (24.G abra). A Grade Ill. majmetasztazisok primer tumor parjaiban mért decorin
intenzitds alacsonyabb, mint a Grade Il stadiuma primer tumor mintadkban (24.H abra).
Korrelécids analizistink alapjan, mind a primer colorectalis adenocarcinoma esetében, mind
pedig a majmetasztazis mintakban a decorin mennyisége nincs 0sszefliggésben az SMA

mennyisegével (25. dbra). Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy a decorin mennyisege és
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a daganat aggresszivitasa kozott osszefliggés lehet. A TMA blokk 6sszeallitdsdhoz hasznalt

biopszids mintak adatait és 0sszesitett értékeit a 3. és 11. tablazat tartalmazza.
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24. abra A decorin immunhisztokémiai analizise normal vastagbél
nyalkahartyaban (A), primer colon adenocarcinomaban (B), majmetasztazisban (C)
és a tumor kornyez6é majszévetben (D). Legmagasabb decorin expresszio a normal
vastagbél nydlkahartydban volt (A). Ugyanazon beteg maéajmetasztazisaban
szignifikansan alacsonyabb decorin expressziét mértiink (C), mint a primer tumor
parjaban (B). Az oszlopdiagrammok a decorin eloszlasat mutatjak (E). A decorin
intenzitasa alacsonyabb a ,replacement” tipusi metasztazisokban, mint a
“desmoplasticus”-ban (F). A Grade Ill. daganatok majmetasztazisaiban
alacsonyabb decorin expressziot mértiink, mint a Grade I1. —ben (G). A Grade IlI.

majmetasztazisok primer tumor parjaiban mérhetd decorin intenzitas alacsonyabb,
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mint a Grade Il tipusi primer tumor mintdiban mérheté (H). Desm
LM="desmoplasticus” tipusi majmetasztazis (n=20), Repl. LM= “replacement”
tipusu majmetasztazis (n=10). NGrade 1.=23, Ncrade m.:=6, N=normal colon,
PT=primer tumor, LM= majmetasztazis, SL= kornyez0 majszovet. Lépték=200
pm. *** p <0.001; ** p <0.01.
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25. &bra A decorin és SMA intenzitas kolleracios analizise a méajmetasztazis
kornyezé majszovetében mért értékek alapjan. A decorin intenzitasa fiiggetlen az
SMA mennyiségétol.

11. tdbladzat A TMA blokk 6sszeéllitdsdhoz felhasznalt biopszias minték dsszesitett
decorin H-score értékei. N=normal vastagbél nyalkahartya, PT=primer tumor,

LM=ma4jmetasztazis, SL=kornyezd majszovet.

Beteg N H-score PT H-score LM H-score SL H-score
ID atlag atlag atlag atlag
1 50,14 34,36 49,14 52,07
2 139,00 23,60 16,48 23,10
3 44,00 68,85 25,41 88,34
4 30,05 85,29 60,91 14,99
5 147,82 117,93 29,95 38,68
6 188,57 97,89 0,52 18,51
7 41,05 94,32 17,97 27,45
8 89,87 37,64 10,13 6,93
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9 104,82 33,57 63,74 37,89
10 96,74 107,53 31,18 61,25
11 141,67 81,25 17,04 114,37
12 56,66 20,33 24,22 106,26
13 56,58 53,60 40,21 12,01
14 72,15 142,65 87,35 32,19
15 23,05 26,14 31,46 12,44
16 179,67 118,48 130,44 116,08
17 101,71 138,33 65,67 61,88
18 158,52 62,53 122,16 3,95

19 134,90 83,07 77,92 48,82
20 121,20 138,81 22,67 75,26
21 199,89 201,10 71,82 26,64
22 142,47 121,04 9,31 71,06
23 54,96 28,06 55,75 29,39
24 129,62 124,62 1,54 70,77
25 84,20 39,87 7,06 20,76
26 3,71 10,18 34,26 6,86

27 101,64 83,69 29,17 5,68

28 79,30 25,58 32,77 33,17
29 105,84 52,44 65,51 26,15
30 135,89 136,74 77,63 36,13

4.2.2. Invitro Kisérleti rendszer

A majmetasztazis szOveti microarray vizsgalatai, illetve a human HCC vizsgalati
eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a daganat progresszidja soran a decorin
expresszidja folyamatosan csdkken. Ennek alapjan, kivancsiak voltunk, hogy a vastagbél
tumor sejtek képesek-e kozvetlen hatast kifejteni a méj csillagsejtek decorin termelésére.
Ennek bizonyitasara LX2 human csillagsejt vonalat, HT29 human colon adenocarcinoma
sejtek kondicionalt tapfolyadékaban novesztettilk. Szignifikansan kevesebb decorin
mennyiséget mértink az LX2 csillagsejtek médiumaban, amikor azok HT29 sejtvonal
kondicionalt médiumanak jelenlétében ndvekedtek (p<0,05) (26.A, B abra). Szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk mRNS szinten is a colon adenocarcinoma kondicionalt médiumban
ndvesztett LX2 esetében, a kontroll LX2 sejtekhez képest (p<0.001) (26.C abra), ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a gatlas mar transzkripcids szinten megtorténik.
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Ezek az eredmeények jol harmonizalnak a korabbi vizsgalatainkkal, melyek a decorin

tumorszupresszor szerepét erdsitik.
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26. abra Reprezentativ dbra az LX2 médiumaban mért decorin valtozasanak dot
blot analizisrél (A), valamint annak denzitometralt kiértékelésér6l (B). Decorin
expresszio véaltozasa mRNS szinten (C). Szignifikdnsan csokkent az LX2
csillagsejtek decorin termelése HT29 colon adenocarcinoma sejtek kondicionalt
tapfolyadékanak jelenlétében. CM= kondicionalt médium. *** p <0.001; * p <0.05

4.2.3. Invivo kolonizacios modell
4.2.3.1. Human decorin génbevitel sikerességének ellendrzése

Majmetasztazis vizsgalatokhoz, olyan kolonizacios modellt hoztunk létre, melyben a
decorint tultermel6 egerek méajaban, c38 egér colorectalis carcinoma sejtek Iépbe val oltasat
kovetben vizsgaltuk a tumor megjelenését és annak molekularis hatterét.

A hidrodinamikus génbevitel sikerességét immunhisztokémiai festéssel, valamint
huméan decorin ELISA-val erésitettiik meg a pLIVE-DCN és a pLIVE-0 transzfektalt
csoportokban, ¢38 colorectalis carcinoma sejtek 1épbe vald oltasat kovetden. A human
decorinra specifikus immunhisztokémiai reakci6 a decorin transzfektalt egerek
hepatocytaiban erés immunpozitivitast mutatott a centralis vénak és a portalis traktus koriil
(27.B abra), mig a kontroll mintakban alig volt decorin expresszié (27.A abra). A human
proteoglikan szintet az egerek keringésében is meghataroztuk ELISA vizsgalattal

(terminalaskor gytijt6tt szérumbol), ahol a pLIVE-DCN csoportokban magas decorin fehérje
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szinteket detektaltunk, szemben a kontroll csoporttal (27.C abra). Ezek az eredmények

alatdmasztjak a hidrodinamikus génbevitel sikerességét, valamint a human decorin aktiv

jelenlétét.
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27. abra Human decorinra specifikus immunhisztokémiai festés a pLIVE-0 (A) és
decorin transzfektéalt (pLIVE-DCN) (B) egerek majaban, c38 egér colorectalis
carcinoma sejtek oltasat kovetéen. Decorin transzfekciot kovetéen a pLIVE-DCN
egerek hepatocytaiban er6s human decorin immunpozitivitast tapasztaltunk, melyet
a barna csapadék jelez (A). A Decorin a centralis vénak koriil fejez6dott ki. A
PLIVE-0 csoportokban negativ human decorin festddést tapasztaltunk (B). A
pLIVE-DCN csoportok széruméban (terminalaskor gyujtott) ELISA segitségével
magas decorin koncentraciot mértlink, a kontrollhoz képest (C). Lépték =50 um; 20
pm.
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4.2.3.2. Decorin hatékonysaga a kolonizaciés modelliinkben

A hidrodinamikus génbevitel hatasara a decorint nem expresszald csoportokban (28.A
abra) szignifikansan tébb tumorgocot detektaltunk, a proteoglikannal transzfektalt csoporttal
szemben c38 egér colorectélis carcinoma sejtek 1épbe valo oltasat kovetden (p<0.05) (28.B
C abra). A decorin kezelt egerek esetében 63%-kal csokkent a tumor prevalenciaja a kontroll
csoporthoz képest, melyet az alacsonyabb méj-/testtdmegarany is alatdmaszt (28. abra). Ezek
alapjan batran feltételezhetjik a decorin véd6 hatasat a metasztatikus majdaganatokkal

szemben is.

pLIVE-DCN

pLIVE-D

28. dbra Reprezentativ hematoxilin-eozin festett metszetek a decorin transzfektalt
(A) és kontroll egerek majardl (B) c38 colorectalis carcinoma sejtek Iépbe vald
oltasat kovetden. Az oszlopdiagrammok a pLIVE-0 és pLIVE-DCN egerekben a
tumorszamot és a méj/testémegaranyt mutatja (C). A pLIVE-DCN csoportokban
63%-kal csokkent a tumor prevalancidja, valamint csokkent a maj/testomegarany
is a pLIVE-0 csoporttal szemben. Lépték: 1000 um n=24, p<0.05
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4.2.3.3. A decorin molekularis hatasa a kolonizacids modellben

Szamos kutatds szerint a decorin daganatgatld hatdsat kulonféle RTK gatlasan
keresztul fejti ki. A Kisérletes rendszeriinkben decorin transzfektalt, c38 colorectalis
carcinoma sejttel oltott egerek esetében szignifikansan csokkent az EGFR, PDGFRa és a
HGF/MSPR receptorok aktivitdsa, a kontroll csoporthoz képest (p<0.05) (29. &bra).
Proteome Profiler Mouse Phospho-RTK Array vizsgalataink eredményeként a proteoglikéant
overexpresszalo, ¢38 colorectalis carcinoma sejttel oltott csoportokban az EGFR, PDGFRa
és a HGF/MSPR receptorok aktivitasaban 43%, 45% és 63%-0s csokkenést figyelhettiink
meg a kontrollhoz képest (29. abra).

EGFR PDGF-Ra HGF/MSPR
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29. abra Reprezentativ kép a Phospho-RTK Array analizisér6l, és annak
denzitometralt kiértékelése. Decorin transzfektalt, ¢38 colorectalis carcinoma
sejttel oltott csoportokban szignifikansan csokkent az EGFR, PDGFRa és a
HGF/MSPR receptorok expresszidja kolonizacidés modelliinkben. *p < 0.05.

Decorin transzfekcid hatasara a vad tipust egerekben (CTL) szignifikansan csokkent
az pIGFR aktivacidja, ugyanakkor a c38 egér colorectalis carcinoma sejtekkel oltott allatok
esetében nem volt kilénbség az ures vektorral (pLIVE-0) és a decorin vektorral (pLIVE-
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DCN) transzfektalt csoportok kozétt (p<0.01) (30. abra). Az EGFR esetében a decorin
transzfektalt, c38 sejtekkel oltott csoportok szignifikdnsan kisebb expressziét mutatott a
receptorra nézve, 0sszehasonlitva a pLIVE-0 csoportokkal (p<0.001) (30. abra). Ezzel
Osszefliggésben decorin hatdsara a ¢38 colorectalis carcinoma sejtekkel oltott egerekben az
ERK1/2 aktivitasa 22% és 27%-kal csokkent, szemben az Ures vektorral transzfektalt
csoporttal (p<0.01) (30. abra).
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30. abra Reprezentativ képek a pEGFR, pIGF-1R, pERK1/2 western blot
analizisébdl (A) és azok denzitometralt kiértékelése (B, C, D), Ures vektoral
(pLIVE-0), illetve decorinnal (pLIVE-DCN) torténé transzfekciot kovetéen, vad
(CTL) tipusu egerekben, valamint c38 egér colorectélis carcinoma sejtekkel oltott
egerekben (c38). Bels6 kontrollként a B-actint hasznéltuk. CTL=Kontroll,
DCN=decorin; **p <0.01; ***p < 0.001.

Ezutan célul tiztuk ki a decorin indukcié hatasara bekovetkezé daganat-specifikus
jelatviteli utak tanulmanyozasat. Ennek érdekében, a mar korabban emlitett 43 targetre
specifikus Phospho Kinase Arrayt hasznaltam, melynek dsszesitett, kiértékelt eredményeit a
12. téblazatban és a 31. abran foglaltuk 6ssze. A decorin transzfektalt, c38 colorectalis

carcinoma sejtekkel oltott csoportokban gatolt RTK-ok mellett, csokkent Ras/MAPK
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(csokkent ERK1/2, RSK1/2-vel jelolve) és csokkent PLCy-t detektaltunk, a kontroll (pLIVE-
0) csoportokkal 6sszehasonlitva. Ezen kivil, a fokozott proteoglikan termelés gatolta az
Akt/mTOR 1utvonal miikodését, amelyet az alacsonyabb pAkt (T308) és a foszfo-p70S6K
szint jelzett (12. tablazat, 31. abra). A csokkent Akt aktivitds mellett a pLIVE-DCN
csoportban a WNK1 fehérje alulszabalyozasat is kimutattak, tovabba a STAT fehérjék,
illetve a c-Jun szintje szintén alacsonyabb volt a pLIVE-0 mintakkal szemben (12. tablazat,
31. abra). Eredményeink szerint csokkent a p-catenin aktivitdsa is, ami a colon
adenoocarcinoma fontos jelatviteli fehérjéje, illetve a decorin ismert célpontja.

Decorin hatdséra a c38 colorectalis carcinoma 1épbe valo6 oltasat kovetden, az egerek
majaban p38-MAPK aktivitasa fokozott, valamint annak downstream effektorai, mint a
MSK1/2 és a CREB fehérjék szintén magasabb expressziot mutattak a kontrollhoz képest. A
proteoglikan szintén megemelte a foszfo-AMPK és a foszfo-p53 szintjét, illetve a JNK
fehérje mennyisége is fokozodott decorin hatasara, am a valtozas nem volt szignifikans (12.
tablazat, 31. abra).

80



DOI:10.14753/SE.2021.2452

RTK (EGFR, PDGFR)

RTK (EGFR, PDGFR)

eSSBS0 0ES 00000 Y

Stressz Tm,c“ Citon
e i in

Dlorog

Extracellularis ter
{

Intracedluldris tér

ERK1D

(_STATs)

NEB) ) (oM@ Ets D (oFos) Codund (psi) < (eRED)  CSTATED

Sejtmag

31. 4bra A decorin transzfekcid hatasara bekovetkezd jelatviteli utvonalbeli
valtozasok kolonizaciés modellinkben. A decorin szdmos RTK gatlasat
eredményezte, ezzel parhuzamosan csokkent a MAPK/ERK és az
Akt/mTOR/p70S6K utak aktivitasa. A fokozott AMPK, valamint p38/MSK/CREB
jelétviteli utak emelkedett foszfo-p53 szintet eredményeztek, aminek hatasara a
sejtciklus blokad ala kertilt. Szinkddok: piros: csokkent; z6ld: emelkedett; narancs:
nincs valtozas; szirke: nem vizsgaltuk. (Sajat készitésii abra)

12. tablazat A Phospho Kinase Array eredményei. A tablazat a pLIVE-DCN
csoport pLIVE-0 mintakra normalizalt relativ expressziojat mutatja, a c38 egér
colorectélis carcinoma sejtek lépbe valo oltasat kovetéen a felsorolt targetekre
nézve.

A pLIVE-DCN csoport

Fehérje target Foszforilacios hely relativ mennyisége (%) p-érték
Akt 1/2/3 (S473) S473 139,277 0,085
Akt 1/2/3 (T308) T308 96,147 0,083
AMPKal (T183) T183 107,259 0,027
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AMPKa2 (T172) T172 109,825 0,124
Chk-2 T68 105,490 0,517
c-Jun S63 80,634 0,016
CREB S133 114,239 0,103
EGF R Y1086 97,511 0,274
eNOS S1177 96,573 0,528

ERK1/2 T202/Y204, T185/ 79,370 0,045
FAK Y397 87,540 0,343
Fgr Y412 73,382 0,047
Fyn Y420 99,185 0,220

GSK-3a/p S21/S9 98,895 0,126
Hck Y411 103,026 0,210
HSP27 S78/S82 85,398 0,014
HSP60 107,067 0,042
JNK 1/2/3 T183/Y185, T221/ 114,402 0,438
Lck Y394 100,697 0,567
Lyn Y397 109,082 0,371

MSK1/2 S376/S360 117,438 0,038
p27 T198 106,962 0,336
p38a T180/Y182 108,060 0,435

p53 (S46) S46 104,783 0,276
p53 (S15) S15 112,702 0,185
p53 (S392) S392 117,981 0,064
p70 S6 Kinase T421/S424 79,221 0,050
p70 S6 Kinase (T389) T389 78,876 0,059
PDGF-Rp Y751 70,647 0,012
PLC-y1 Y783 75,498 0,026
PRAS40 T246 116,635 0,067
PYK?2 Y402 79,806 0,083
RSK1/2/3 S380/S386/S377 90,656 0,072
Src Y419 110,985 0,089

STAT?2 Y689 87,833 0,139

STAT3 Y705 84,852 0,117

STAT3 S727 96,977 0,462

STAT5a Y694 85,820 0,157

STAT5a/b Y694/Y699 82,277 0,287

STAT5b Y699 75,547 0,016

STAT6 Y641 92,892 0,083
TOR S2448 97,492 0,346

WNK1 T60 82,123 0,053
Yes Y426 97,223 0,313

p-Catenin 84,948 0,025
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Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a decorin védé szerepet jatszik a colon
adenocarcinoma méajmetasztazisaval szemben, valamint kisérletes rendszeriinkben is hatasat

RTK-ok gatlasan keresztul fejti ki.
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5. MEGBESZELES

5.1. Decorin szerepe a HCC-ban

A HCC kialakuldsa egy tobblépcsds, 0sszetett folyamat, melynek soran a cellularis
protoonkogénekben és tumorszupresszor génekben bekovetkezé epigenetikai és genetikai
valtozdsok a majsejtek fenotipusdnak megvéaltozasat eredményezik, mely végsé soron
autoném sejtproliferaciot eredményez (160). Az elmult évtizedek tanulmanyai azt
bizonyitjak, hogy a daganatos megbetegedesek soran a tumor kialakulasaert nem csupan a
korosan osztodo, mutaciokat hordozo sejtek felelnek, hanem rendkiviil fontos szerepe van az
ezeket koriilvevé daganatos mikrokornyezetnek is. Daganatos mikrokornyezet alatt a tumor
kotészoveti kornyezetét, az itt természetesen is megtalalhato allando sejteket (csillagsejtek,
adipocytak, endothelsejtek, pericytdk), illetve a gyulladasi folyamatok és kemoattraktiv
faktorok hatasara a helyszinre vandorolt immunrendszeri sejteket értjik (161). A daganatos
mikrokornyezet f6, nem cellularis komponense az ECM, amely kilonféle bioldgiali
funkciokkal és biokémiai tulajdonsidgokkal rendelkez6 makromolekulakbdl épul fel
(fehérjék, glikoproteinek, proteoglikanok és glikozaminoglikanok) (162).

A decorin az ECM kis leucinban gazdag proteoglikanja, melyet elsédlegesen
csillagsejtek, simaizomsejtek es aktivalt vascularis endothelialis sejtek termelnek (34). Az
irodalomban szamos tanulmény szamol be a decorin daganatgatldo szerepérdl, melyet
elsédlegesen a RTK-0k gatlasaval éri el (47, 163, 164). A decorin majdaganatokban betoltott
szerepérdl keveés irodalmi adat all rendelkezésiinkre (57, 85, 86, 106, 128, 165-167), igy
kutatdsom soran egyik f6 célom a proteoglikdn HCC-ban betdltott szerepének tisztazasa volt,
remélve, hogy eredmeényeim eldrelépést jelenthetnek ezen a tertileten. Hipotézisiink szerint
a decorin, mint fiziolégias RTK inhibitor szamos daganat proliferacidjanak hatékony
gatloszere lehet. Feltételezéseinket négy szinten torténd vizsgalatokkal terveztik bizonyitani:
(1) In silico adatbazis felhasznalasaval vizsgaltuk human HCC mintékban a decorin mRNS
expresszigjat, (2) Human HCC szdveti microarray vizsgalatokat terveztiink, melyben a
decorin, az SMA és az EGFR fehérje-, illetve mRNS szintii valtozasait tanulmanyoztuk, (3)
In vitro Kisérletes rendszeriinkben, human LX2 ma4j csillagsejt vonalat kulonféle (HLE,

HepG2, Hep3B, HuH7) hepatoma sejtek kondicionalt médiumaban ndvesztettik és
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vizsgaltuk a kiilénb6z6 tumor sejtvonalaknak a csillagsejtek (LX2) decorin termelésére adott
véltozasait. (4) In vivo modell rendszerinkben decorint taltermelé majban (decorin
expresszids vektor bejuttatasaval) vizsgaltuk a primer hepatocarcinogenesis folyamatat és
annak molekularis eseményeit.

Korébban, killdnb6z6 tumorszdveten végzett kutatdsok sordn csupan a decorin abszolt
mennyiségér6él szamoltak be. Jelen vizsgalataink alapjan a decorin expresszidjat
normalizaltuk az SMA mennyiségére, amely a decorin termel6 aktivalt csillagsejtek jol
ismert markere (168). Ilyen mddon sikeresen kikiiszoboltik a csillagsejtek szamabol addédd
decorin mennyiségi kulonbségeket. PhD munkam soran az online elérhet6 ArrayExpress
adatbazis E-MTAB-950 Kkisérleti adatait hasznaltuk fel, mely 112 HCC betegek
génexpresszios ertékei tartalmazza, valamint 10 olyan minta is elérheté, amelyeknél
ugyanazon HCC-s beteg tumoros és nem tumoros kornyez6 majszovetének adatai is
rendelkezéslinkre allnak. Kontrollként 36 majminta szolgalt. Eredményeink szerint
szignifikansan kevesebb decorin volt kimutathaté a HCC-s mintakban, a tumort kdrnyez6
szovettel, valamint a kontroll mintakkal Osszehasonlitva (9. abra). Ezen tGlmenden a
proteoglikan relativ expresszidja szignifikansan csokkent a méjdaganat elérehaladottabb
stddiumaiban. Az in silico adatok szerint a kronikus limfoid leukemia (CLL) Korai
stadiumaban szintén magas decorin mRNS expresszio volt mérhetd, viszont a daganat
stadiumanak eléhaladtaval parhuzamosan, a proteoglikan mMRNS mennyisége csokken (80).
Ugy tiinik tehat, hogy a rosszindulatt daganat progresszidja 6sszefiiggésben van az endogén
decorin mennyiségének csokkenésével. Eredményeink bizonyitjak, hogy a csokkent decorin
expresszid a decorin gén gatlasanak a kovetkezménye, mely fliggetlen a csillagsejtek
szamatol.

Az események jobb megértése érdekében human HCC esetetekbdl TMA-t allitottunk
0ssze, melyhez 37 db paraffinba agyazott mintat hasznaltunk fel, ebbél 19 cirrhotikus méajban
kialakult HCC, 9 db pedig nem cirrhotikus méjban kialakult HCC volt. Kontrollnak 9 db
haemangioma melletti ép majszovetet hasznaltunk. A microarray lemezeken decorin és SMA
immunreakciokat végeztiink. A decorin mennyiségét, az in silico vizsgalatokhoz hasonléan
az SMA mennyiségére normalizaltuk. Szemben az ugyanazon beteg nem tumoros kérnyez6

szovetmintdjaban mert ertékekkel, a tumor stromaban csokkent vagy teljesen gatolt decorin
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expressziot mérhettiink. Ellentétben az in silico vizsgalatoknal tapasztaltakkal, a decorin
relativ mennyisége sem mRNS szinten, sem fehérje szinten nem volt alacsonyabb a tumor
stromaban, a kontroll mintdkéhoz képest. Ennek egyik lehetséges oka a kiilonb6z6 kontroll
mintak hasznalata. TMA vizsgéalatok soran kontrollként haemangioma melletti majszdvetet
alkalmaztunk, mig az in silico adatbazisban a ,,normal” jeloléssel illetett mintakrdl nincs
tovabbi informécionk. Ez lehet egészséges maj vagy mas nem tumoros elvaltozashol
szarmazo ép szovet, ebbdl adodhat az eltérd decorin kifejezodés.

A decorin tumorszupresszor hatasanak kifejtéséhez a fehérjének szolubilis formaban
kell jelen lennie. A kotOszovetben a decorin jelentds mennyisége a kollagénrostokhoz kotve
talalhato, mely ilyen forman immobilizalt allapotban van, és nem képes sem a RTK-hoz
(EGFR, Met, IGF-1R, VEGFR, és PDGFR), sem a citokinekhez kotédni. Igy a kotott és a
szolubilis decorin aranya kuléndsen fontos lehet a proteoglikan daganatgatlé hatasanak
kifejtéséhez. Erdekes moédon nem talaltunk szignifikans kiilénbséget a decorin
expresszidjaban a cirrhotikus és nem cirrhotikus méajban kialakult HCC-k k6z6tt, mennyisége
mindkeét tipusnal csokkent vagy teljesen gatolt volt, a tumort kérnyez6 szdvethez képest.
Emellett azt is megfigyeltlk, hogy a mintaink 52%-ban teljesen gatolt, 33%-ban alacsony
expresszio, és 15%-ban magas decorin intenzitas volt mérhet6 (13. abra). A cirrhotikus
majban kialakult HCC-k esetében kifejezettebb volt a proteoglikdn hianya. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a proteoglikan hianya talélési eldnyt biztosit a tumorszovet
szamara. A pontos mechanizmus felderitése azonban mindenképpen tovabbi Kisérletes
munkat igényel. Elképzelhet6, hogy a tumor stromaban mért csokkent decorin expresszio
hatterében a DCN gén promoterének metilacidja all. Nem kissejtes tiidérak esetén mar
leirtak, hogy a DCN 5’-UTR régidjaban torténd +58CpG metilacio felel a proteoglikan tumor
adatbazis normal és tumoros mintdinak 0sszehasonlitasa is azt bizonyitja, hogy szamos
tumorban (vastagbél- és vese adenocarcinoma, hasnyalmirigy adenocarcinoma, prosztata
adenocarcinoma, gyomor adenocarcinoma) mért decorin expresszio szignifikansan
alacsonyabb, a tumort kornyez6é szovethez képest. Eredményeik szerint, magas decorin
expresszid volt mérhet6 a peritumoralis stromaban és a proteoglikan mennyisége csokken

vagy teljesen gatolt a tumor stromaban (65). Tovabbi kutatadsok szerint a DCN gén legalabb
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50%-o0s csokkenését figyelték meg tid6 adenocarcinomékban és laphamsejtes
carcinomakban a normal szovetekhez képest (66).

Kivancsiak voltunk, hogy a tumorsejtek képesek-e kozvetlenil befolyasolni a
csillagsejtek decorin termeléset, ezért olyan in vitro kisérletes rendszert hoztunk létre,
melyben human LX2 csillagsejteket kilonféle hepatoma sejtek kondicionélt médiuméaban
novesztettilk. Szignifikansan kevesebb decorin volt mérhet6é az LX2 sejtek tdpfolyadékaban,
amikor HLE, HepG2 és HuH7 huméan hepatoma sejtek kondicionalt médiumaban
novesztettiik a sejteket (15. abra). Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a HCC
szovetmintan kapott eredményekkel. Hasonlo tanulméanyt mutattak be Van Bockstal és
munkatarsai (170), melyben csokkent decorin expressziot detektaltak a csillagsejtek
tapfolyadékaban, amikor emldrakos sejtvonalak kondicionalt médiumat alkalmaztak a
csillagsejtek tenyésztésre. Eredményeik szerint a csokkent decorin termelés hatterében a
TGF-B1-et azonositottak, mint a f6 gatld tényez6. Valojaban a TGF-p1 a DCN gén ismert
transzkripcios inhibitora (171) és a kisérletink sordn alkalmazott hepatoma sejtvonalak
jelentds mennyiségii citokint termelnek (128). Tehat elképzelhetd, hogy a tumorsejtek altal
termelt TGF-B1 felel6s a csillagsejtek csokkent decorin termeléseért. Tehat dsszessegében,
ezek az eredmények arra utalnak, hogy a tumoroknak elényt jelent a proteoglikan gatlasa,
melynek pontos molekuléaris mechanizmusa még felderitésre var.

Korabbi vizsgalataink szerint kisérletes hepatocarcinogenesis modellben a decorin
hidnya elésegiti a majdaganat kialakulasat (57). Ugyanakkor tovabbi kérdés volt, vajon a
proteoglikan hozzéadasa képes-e ellensulyozni a TAA altal kivaltott primer
hepatocarcinogenesist. Hipotézistink bizonyitasara olyan in vivo kisérletes rendszert hoztunk
létre, melyben hidrodinamikus génbevitel modszerével, farokvenan keresztul juttattuk az
egerek keringésébe a decorint. A transzfektalt proteoglikan a hepatocytakban fejez6dott ki a
centralis vénak korll. A TAA kezelést kovetden a tumorok szama azokban a csoportokban
volt magasabb, melyekben nem fejezédott ki a proteoglikan. Vizsgalataink 0sszhangban
vannak a korabbi tanulmanyok biztatd eredményeivel, ahol a decorin adenovirus vektoron
keresztll tOrténd bejuttatasa gatolta a tiid6-, vastagbél- és laphamsejtes carcinomak
proliferacidjat az EGFR foszforilacio gatlasan keresztil (147). Tovabbi eredmények szerint,
a bejuttatott decorin gatolta a Met és Wnt/B-catenin jelatviteli Utvonalakat, és igy
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megakadalyozta a prosztata tumorsejtek metasztazisképzését csontba (148). Virus altal
transzfektalt decorin hatéséra csokkent a tumorképz6dés az emlérak modellben is. Ezen
tulmenden azt is megfigyelték, hogy gatolta a kiilonféle szervekben torténd metasztazis
képzodését is (140, 141, 149). Egy masik munkacsoport eredmeényei szerint a decorin
génterapia meghosszabbitja a tulélést és gatolja a tumor ndvekedését in vivo glioma
modellben (150). A decorin mennyisége koncentraciofiiggden valtozott a gatlas mértékével
(150). Sikeres decorin génbevitelt irtak le hasnyalmirigyrak modellekben is (172, 173).
Eredményeink ezekkel a vizsgélatokkal egyiitt megerdsitik, hogy az emelkedett decorin
expresszid in vivo képes védelmet nyujtani a tumorképz6déssel szemben, illetve ezzel
ellentétesen a proteoglikan tumor stromaban torténd gatldsa serkenti a tumor invaziojat.
Vizsgalataink alapjan feltételezziik, hogy a decorin, ahogy azt szamos mas szovettipusban
lattuk, a majban is tumorszupresszorként viselkedik.

Az egyik legérdekesebb megfigyelésink, hogy a pLIVE-DCN transzfektalt, TAA
kezelt csoportokban, mas RTK-kal ellentétben az IGF-1R aktivacioja fokozott. Ezzel
parhuzamosan nagy mértékii Akt foszforilaciot detektaltuk a pLIVE-0 csoporthoz képest.
Tovabba, a decorin transzfektalt csoportokban megndvekedett a p53 foszforilacidja a 46.
pozicioju szerin aminosavon, amely az apoptozis egyik fé6 markere (21, 22, 23. 4bra) (174).
Ez az eredmény 6sszhangban van azzal az irodalomban talalhat6 tanulménnyal, miszerint a
decorin képes aktivalni az IGF-1-receptort, fokozva az Akt foszforilaciot vese
csillagsejtekben és a normal endothel sejtekben (107). Munkacsoportunk korabbi
tanulményaban a Hep3B human hepatoma sejtvonalakban rekombinans decorin kezelés
hatasara fokozodott az IGF-1R, az inzulin receptorok, valamint az Akt aktivécidja (128). Egy
kordbbi kutatas szerint pedig az IGF-1R fokozza a p53-mediélt apoptozist (175). Az is
bebizonyosodott, hogy az adenovirus altal transzfektalt decorin hatasara fokozodik a p53
altal kivaltott sejtpusztulés (175). Tehat elképzelhetd, hogy a magas decorin szint meggatolja
a tumor progresszidjat az IGF-1R indukcidja révén, amely viszont apopt6zist indukal a p53-
on keresztil (23. abra). A p27X"! fehérje foszforilaciojaért az RSK a felelds, és a
sejtciklus fokozodaséra utalna, veleményiink szerint a p53 markans aktivitdsa, mely

feltételezhetéen tovabbi tumorszuppresszor célfehérjéket (pl. p21WAFYCIPL) s indukal,
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felulirja a p27K'™* funkcidjanak csokkenését. A megfigyelt jelatviteli valtozasok utalhatnak a
gerokonverzid jelenségére is, mely egy, a sejtciklus blokk alatt bekdvetkezett sejtnévekedés,
vagyis a novekedési szignalok jelenléte ellenére sem kovetkezik be sejtosztodas. A
gerokonverzidt olyan novekedés serkentd és tdpanyagérzékeny mechanizmusok idézik eld,
mint amilyen az mTOR is (178). A jelenséget megfigyelték méar a klinikumban hasznalt
bizonyos gyogyszereknél is. Ilyen pédaul a palbociclib, amit metasztatikus emlddaganatban
alkalmaznak és jellemzdje, hogy bizonyos feltételek mellett képes a gerokonverzidt el6idézni
(179). Ezt, az MDM2 csokkenésével hozzak dsszefliggesbe, mely a p53 tumorszuppresszor
egyik f6 inhibitora. A gerokonverziéra jellemzé sejtciklus blokk altalaban a p16'™NK* és
p21WAFLCIPL fehérjék miikodéséhez kothetd. A p21WAFVCIPL 3 p53 célfehérjéje és a decorin
jellemzden megemeli a szinjét (180, 181). A p16'NK* tekintetében c-jun-nak lehet egyfajta
véddszerepe, mivel képes megvédeni a p16'™NK4 promoterét a metilacio altali inaktivalddastol
(182). Mivel a c-jun szintjének emelkedését tapasztaltuk, ezért elképzelhetd, hogy ilyen
modon a p16™K* mennyisége fokozodik. A p53 foszforilaciojaért felelds lehet mind az
AMPK, mely esetében decorin hatasara mennyisége emelkedett, valamint az LKB1 is, mely
aktivitasat a csokkent ERK1/2 fokozhatja (183-185).

Az irodalmbdl ismert, hogy a decorin daganatgatlé hatasat az RTK-ok gatlasan
keresztll fejti ki (67, 106, 109, 110, 119, 120). Kisérletes rendszeriinkben a decorinnal
transzfektalt, TAA kezelt allatokban szdmos RTK csokkent aktivaciojat detektaltuk a
kontroll csoporthoz képest (nevezetesen: EGFR, PDGFRo, PDGFRp, PDGFR/FIt-3,
PDGFR/SCF, AXL, HGF/MSPR, MuSK). Ezzel ésszhangban, decorin hatasara csokkent
ERK1/2 aktivitast mértlnk.

Az irodalmi adatok alapjan a decorin hatékony RTK gatld, igy joggal meril fel a
kérdés, vajon hasznalhaté-e a decorin mint fiziologidss RTK gatld a méaj daganatos
megbetegedéseiben. In silico, in vitro és in vivo kiserleteink, valamint humén biopszias
mintakon torténd vizsgalataink valasszal szolgalnak arra, hogy a decorin védé szereppel bir
primer HCC-val szemben. Emellett a decorin a szervezetben fiziologidsan is el6forduld
molekula, mely mennyisége megfigyeléseink alapjan a méjdaganatok korul felszaporodik,

igy felteheten a test természetes védekez6 mechanizmusanak része.
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32. 4bra A HCC jelenleg forgalomban 1év0 célzott terapias készitményei
(Sorafenib, Lenvatinib) és azok molekuléris targetjei, valamint a decorin, mint
lehetséges gatloszer ismert célpontjai.

A jelenleg érvényben 1évé protokollok alapjan a HCC Kkorai stadiumban
diagnosztizalva miitéti rezekcioval vagy majatiiltetéssel kezelhetéek (2, 17, 18), de mivel a
dont6 hanyada cirrhotikus majban alakul ki, a rezekciot csupan a betegek kb. 15%-nél lehet
elvégezni és altaldban rossz a progndzisa. Szamos egyéb kezelési lehetdség is létezik, ami az
¢letmindség javulasat és hosszabb tulélést biztosithat. A nemrégiben megjelent
daganatellenes terapia Uj mddszere a célzott tamadaspontu gyogyszerek alkalmazasa, melyek
kozll a HCC esetén alkalmazott legrégebben forgalomban 1év6 készitmény a Sorafenib
(Nexavar) egy VEGFR és PDGFR, valamint Raf kinaz gatlé molekula (32. abra) (20, 21). A
Sorafenib mellett elsé vonalban alkalmazhaté RTK gétl6 a Lenvatinib (Lenvima), azon
betegek szamara, akik mitéti iton nem kezelhetdek. A Lenvatinib a VEGFR, PDGFR,
FGFR, cKIT és cMET receptorok hatékony gatldszere (32. abra) (22, 23). Tovabba az FDA
2017-ben jovahagyott egy masodik vonalbeli célzott terapias készitményt is, a Regorafenib
(Stivarga) alkalmazésat a kordbban Sorafenibbel kezelt betegek kezelésére (22). A fent
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emlitett gyogyszerek targetjeinek mindegyike a decorinnak is célpontja, s6t a decorin a
majdaganatok kialakulasaban kiemelt jelent6ségii Met és EGFR receptorokat is gatolja,
melyre a Sorafenib és Lenvatinib nem alkalmas (32. abra).

Mindezek alapjan gyakorlati alkalmazasa majdaganatokban szenvedé betegeknél akar

egyedil, akéar neoadjuvansként, esetleg prevencids céllal nem megalapozatlan.

5.2. Decorin szerepe colon adenocarcinoma majmetasztazisaban

Munkam sorén, a HCC vizsgalatok mellett, célul tliztem ki a decorin szerepének
vizsgalatat colon adenocarcinoma majmetasztazis esetében is.

Nyman és mtsai. szerint (186) in vivo €és in vitro vastagbéldaganat modellben a decorin
expresszid teljesen blokkolt. Tovabba, adenovirus altal indukalt decorin csokkenti a
vastagbélrak kolonizal6 készségét (186). Mas tanulmanyok kimutattak, hogy a decorin
hidnya az egerekben vastagbéldaganat kialakuldsdhoz vezet. A magas decorin szint in vitro
gatolta a vastabél adenocarcinoma sejtek proliferaciojat és migraciojat, valamint apoptozist
indukalt a sejtekben, amely Osszefliggésben lehet az E-cadherin csokkent expresszidjaval
(54, 55). Ezzel 6sszhangban az adenovirus-medialt decorin és GM-CSF (granulocita-
monocita kolonia stimulalé faktor) génbevitel gatolja a tumor ndvekedését a colorectélis
carcinoma modellben (187). Kimutattdk, hogy ebben a tumortipusban a decorin
tumorszupresszor hatésat a sejtciklus G1 fazisanak gatlasan keresztiil fejti ki (188).

Mas tanulmanyok szerint, az osteosarcoma sejtek decorin expresszidja gatolja a tiidobe
torténd metasztatizalasukat (142). Hasonld eredmények szilettek a decorin virus altal t6rtén6
overexpresszidja soran, gatolta az emlérak novekedését, valamint annak kiilonb6z6
szervekben torténé metasztazis képzodését (117, 140, 141, 149).

Ugyanakkor az irodalomban semmilyen informéaciot nem talalunk a decorin szerepérdl
colon adenocarcinoma majmetasztazisaban. Ezért munkam soran TMA blokk készitéséhez
human biopszias mintakat gy(ijtottiink colon adenocarcinoma majmetasztazis esetekbdl.
Egy-egy betegbdl a normal vastagbél nyalkahartyat, primer daganatot, majmetasztazist és a
nem tumoros kérnyezé majszovetet is felhasznaltuk. Eredményeink szerint, a legmagasabb
decorin expresszid az ép vastagbél nyalkahartydban volt, emellett a primer tumor

strbmédjdban is béséges mennyiségli proteoglikan volt detektalhatd (25. dbra). Ugyanezen
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minta majmetasztazisaban szignifikdnsan alacsonyabb decorin lathatd, a primer tumorhoz
képest. Emellett vizsgaltuk a decorin megoszlasat a méjmetasztazisok ndvekedési
mintazatanak tlkrében és azt tapasztaltuk, hogy az agresszivebb, ,replacement” tipusu
majmetazstazisban kevesebb decorin volt mérhetd, mint a ,,desmplasticus”-ban. A decorin
mennyisége alacsonyabb volt a Grade Il1. tipusu CRC-k méajmetasztazisaiban, a Grade 1I.-
hoz képest. Ezzel parhuzamosan kevesebb decorint mértink a Grade Il
majmetasztazisokban a primer tumor parjaikhoz viszonyitva, mint a Grade Il stadiumd
tumorok esetében. Mindezek arra engednek kdvetkeztetni, hogy sszefliggés lehet a decorin
mennyisége és a tumor agresszivitasa kozott (25. abra).

Mivel a csillagsejtek a decorin f6 termeléi, megvizsgaltuk, hogy a colon
adenocarcinoma sejtek képesek-e kdzvetlenil befolyasolni a m4j csillagsejtjeinek decorin
termelését. Szignifikansan csokkent decorin mennyiséget mértink az LX2 sejtek
tapfolyadékaban, amennyiben HT29 human colon adenocarcinoma sejtek kondicionalt
médiumaban novesztettilk 6ket (26. abra). Ezek az eredményeink j6 egyezést mutatnak a
korabban bemutatott vizsgalatokkal, miszerint kilénfele human hepatoma sejtek gatoljak az
LX2 sejtek decorin termelését, mind fehérje, mind pedig mRNS szinten (189). Ezek az
adatok, valamint a hum&n CRC szdvetmintdkban megfigyelt eredményeink bizonyitjak a
decorin tumorellenes szerepét colon adenocarcinomaban és majattéteiben.

Megallapitasaink 0sszhangban vannak korabbi irodalmi adatokkal, amelyekben
adenovirus-medialt decorin géntranszfer gatolja a vastagbél és lapham carcinoma (147),
urothelialis daganatok (71), prosztata rak (148), eml6rak csontmetasztazis (140), illetve a
hasnyalmirigy daganatok proliferaciojat (173).

In vivo allatkisérletes modelliinkben, a hidrodinamikus génbevitellel bejutatott decorin,
a c38 colorectalis carcinoma sejtek 1épbe valo oltasat kovetden szignifikansan csokkentette
az EGFR, PDGFR és HGF/MSPR receptorok aktivitasat (29. abra), melyek mindegyike
ismert targetjei a decorinnak (57, 106, 110). Ennek kovetkeztében a RAS/MEK/ERK, az
Akt/mTOR/S6K ¢és a PLCy jelatviteli utvonalak gatlasa kovetkezett be (31. abra, 12.
tablazat). A decorin hatdsara a c38-oltott egerekben emelkedett az AMPK fehérje szintje,
mely szamos cellularis folyamatban kimelkedé szerepet tolt be, igy példaul a

sejtndvekedésben, az autofagiaban, illetve a metabolizmusban is (190). Korabbi kutatdsok
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szerint a decorin fokozza a AMPK-medialt autofagiat, és ezzel egyidejiileg gatolja a
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K anti-autofagids jelatviteli mechanizmust (191, 192). Ezekkel
0sszhangban azt feltételezzilkk, hogy az AMPK felel az mTORC2 komplex fokozott
foszforilacio okoz (193). Az AMPK altal kivaltott autofagiat tovabb fokozza a fehérje
inhibitoranak, a WNK1-nek csokkent szintje (194). A WNK1-et foszforilalja az Akt is, igy
kivaltva egy negativ visszacsatolasi hurkot (195). Az LKB1 az AMPK egyik 6 stimulatora
(190). Ugyan kisérleteink soran nem mertiik az LKB1 szintet, de ismert, hogy az ERK1/2
gatolja az LKB1 tumorszupresszor aktivitasat (183), igy feltételezziik, hogy a decorin altal
gatolt ERK1/2 szabadon engedi az LKB1 fehérjét, igy fokozni képes az AMPK aktivitasat
(31. abra). Ezen megfigyelések alapjan azt gondoljuk, hogy a decorin elésegitheti az
autofagia kialakulasat kolonizaciés modell-rendszeriinkben, azonban tovabbi megerdsito
vizsgalatokra van sziikség. Az LKB1I/AMPK/mTOR jelatviteli Gtvonal a sejtanyagcsere
egyik f6 szabalyozdja, és a MAP kinazokkal egyiittesen a metabolikus atprogramozas
szabalyozaséért felelnek (183, 196). Ez arra utalhat, hogy a decorin dont6 szerepet jatszik a
daganat sejtek metabolizmusaban, irdnya ellentétes lehet a Warburg-effektussal, &m ezek
tisztazasara jovobeli vizsgalatok elengedhetetlenek.

In vivo kolonizaciés modellinkben, a bejutatott decorin fokozott p38
MAPK/MSK/CREB aktivitashoz vezetett pLIVE-0 csoporttal szemben (31. abra, 12.
tablazat). Ismert, hogy ez az utvonal a sejtciklus blokkolasat indukalhatja mind G1/S, mind
pedig G2/M fézisban (197). Az aktiv Gtvonal eredményeképpen, a p38 és a CREB
kozvetlenil foszforilalja és ezéltal fokozza a p53 tumorszupresszor aktivitasat (198, 199). A
p53 hatasat tovabb er6siti az AMPK/LKBI1 foszforilacid (184, 185). Bar a p38 fehérje
aktivalasahoz vezet6 extracellularis jeleket és receptorokat modelliinkben nem tudtuk
azonositani, a downstream esemenyek a p53-fiiggd blokkolast timasztjak ala. Emellett a
STAT és a c-Jun fehérjék gatlasa szintén tamogatja a decorin tumorellenes hatasat (31. abra,
12. tablazat). A citokin receptorok mellett a STAT-ok RTK-ok altal is szabalyozottak,
melyek a decorin ismert targetjei, igy a gatolt STAT expresszio a decorin RTK aktivitas
csokkent hatdsanak is betudhat6 (200). A decorin transzfekcié hatdsara kialakult jelentds p-
c-Jun csokkenés, a csokkent ERK1/2 aktivitas kdvetkezménye lehet, amely a c-Jun ismert
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aktivatora (201, 202). Eredményeink soran fokozott JNK szintet detektaltunk, amelyek a c-
Jun protoonkogén fehérje f6 aktivatora, ugyanakkor apoptdzis indukciora is képes (203).
Nem zarhat6 ki tehat, hogy a jelen kérilmenyek kozoétt ez a funkcidja érvényesil. A c-Jun
mellett, a JNK is stabilizalja és aktivalja a p53-at, mely szintén az apoptozis iranyaba
valtoztatja az eseményeket (204), alatamasztva a fenti megfigyeléseinket.
Vastagbéldaganatban szenvedd betegek részére szamos hatékony kezelési lehetéség
1étezik, ilyen a mitét, a sugarterapia, a kemoterapia, az immunterapia és a célzott terapia
(205). A vastagbéldaganat esetében mar elfogadotta valt bizonyos molekularis események,
els6sorban az EGFR tirozin kinaz receptor &ltal indukalt jelatviteli Gt célzott gatlasa. A
legismertebb jelenleg forgalomban 1évé EGFR-gatlok a Cetuximab (Erbitux) és a
Panitumumab (Vectibix) (205, 206). A decorinrdl ismert, hogy hatékonyan gatolja nemcsak
az EGFR, hanem a VEGFR, PDGFR, Met és Raf kinazok aktivitasat is, igy a decorin terapias

celu felhasznalasanak lehetdsége akar onmagaban vagy adjuvansként is elképzelhetd.
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6. KOVETKEZTETESEK

Munkém célja a decorin szerepének, valamint molekulris hatterének tanulmanyozasa

volt HCC-ban és colon adenocarcinoma majmetasztazisaban. Eredményeinkbél az alabbi

kovetkeztetések vonhatok le:

1. A proteoglikan hianya tulélési elonyt biztosit a tumorszovet szamara.

a.

In silico vizsgalataink soran a HCC mintadk tumor stroméajaban szignifikansan
kevesebb relativ decorin expresszid volt mérhetd, szemben az ugyanazon minta
tumort kornyez6 szovetével, valamint a kontroll mintaval.

A HCC stadium elérehaladottsdgaval a proteoglikan relativ  expresszidja
szignifikansan csokkent.

Csokkent relativ. DCN/SMA expressziot mértink a human HCC mintakban,
Osszehasonlitva ugyanazon beteg nem tumoros kornyezé majszovetével.

Huméan HCC esetekb6él készitett szoveti szoveti microarrayk vizsgalataval
megallapitottuk, hogy a mintaink 52%-ban negativ, 33%-ban pedig alacsony a
decorin expresszid, és csupan a mintdk 15%-aban mértink magas decorin
immunpozitivitast.

Human colon adenocarcinoma majattéteiben szignifikansan csokkent a decorin
expresszid, azok primer tumoraikhoz képest, emellett csokkent decorint mértiink az
agresszivebb ,replacement” nodvekedési mintdzati majmetasztazisokban, a
»desmoplasticus”-sal szemben. Kevesebb decorin volt a Grade IlIl. tipusu
majmetasztazisokban és azok primer tumoraiban, a Grade I1.-h6z képest, mindezek
felvetik a lehet6ségét a decorin mennyisége és a tumor agresszivitdsa kozotti
osszefliggesnek.

Szignifikansan kevesebb decorin volt mérhet6 az LX2 sejtek médiumaban, amikor
HLE, HepG2, HUH7 hepatoma sejtek, valamint HT29 colon adenocarcinoma sejtek

kondicionalt médiumaban novesztettik oket.
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2. A decorin in vivo védelmet nyijt a tumorképzdédéssel szemben, ezt tamasztjak ala

mind a hepatocarcinogenesis vizsgalataink, mind pedig a kolonizaciés modelliink

is.

a.

In vivo hepatocarcinogenezis modellinkben, a magas decorin szint gatolta a
daganatképz6dést. Emellett decorin szamos RTK aktivitasat csokkentette, melyet
alacsony MAPK/ERK miikodés jellemzett. Ezzel szemben az IGF-1R indukcidjat
figyeltuk meg, melyhez fokozott Akt/mTOR aktivitas tarsult. A gatolt
tumorigenesisért feltételezhetéen az emelkedett foszfo-p53 szint tehetd feleldssé.

In vivo kolonizécios modelliinkben a decorin tumorgatl6 hatasat a RTK-ok gatlasan
keresztll fejtette ki, ezzel parhuzamosan csokkent a MAPK/ERK és az
Akt/mTOR/p70S6K utak aktivitasa. A fokozott AMPK (valdsziniileg LKB1 utjan),
valamint p38/MSK/CREB jelatviteli utak megndvekedett foszfo-p53 szintet

eredményeztek, aminek hatasara a sejtciklus blokad ala kerult.
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7. OSSZEFOGLALAS

A hepatocellularis carcinoma (HCC) vilagszerte a negyedik, a colorectalis carcinoma
pedig a masodik leggyakoribb rosszindulatd daganat. A decorin az ECM kis leucinban-
gazdag proteoglikdnja, mely a daganatok koril, a daganatos mikrokdrnyezetben is
kimutathat6. Munkacsoportunk korabbi tanulmanyai szerint a decorin génhianyos egerekben
fokozott fibrogenesis mellett, fokozott hepatocarcinogenesis volt megfigyelhetd. Tovabbi
megfigyelések szerint kiilonb6z6 daganattipusokban csokkent vagy teljesen blokkolt decorin
expresszidt mérhetlink, ami azt sugallja, hogy a proteoglikan hianya tulélési elényt biztosit a
tumorsejtek szdmara. A decorin terapias szerként torténd alkalmazasnak lehetdségét SZamos
irodalmi adat tdmasztja ala, ugyanis kiilonbozé Kisérleti modellben hatékonyan gétolja a
tumor kialakulasat, progresszidjat, az angiogenezist és a daganatok attétetképzodését is.
Munkam soran célul tiiztem ki a proteoglikan szerepének vizsgalatat HCC-ban és colon
adenocarcinoma majmetasztazisaban. Human TMA vizsgalataink sordn megallapitottuk,
hogy a decorin mennyisége a legtébb HCC esetében szignifikdnsan csokkent a tumort
kornyezé szovetéhez és az ép majhoz képest. A csokkenés mértéke ésszhangban volt a HCC
elérehaladottsagaval. A human colon adenocarcinoma méajmetasztazis vizsgalataink hasonlo
eredményeket mutattak, csokkent decorin mennyiség volt mérheté a majmetasztazis
mintdkon, szemben a primer daganatokkal. Mindemelett, csdkkent decorin volt mérhet6 a
»replacement” tipusti metasztazisokban, mint a “desmoplasticus”-ban, valamint Grade I1I.
daganatok majmetasztazisokban, ésszehasonlitva a Grade Il.-vel. Mindezek arra engednek
kovetkeztetni, hogy Osszefliggés lehet a decorin mennyisége és a daganat aggresszivitasa
kdzott. In vitro kisérleteink sordn a hepatoma- illetve a colon adenocarcinoma CM gatoltak
az LX2 csillagsejtek decorin termelését. In vivo modellinkben a hidrodinamikus
génbevitellel bejutatott decorin gatolta a heptaocarcinogenesist és a colon adenocarcinoma
majattéteinek kialakulasat. A decorin tumorszupresszor szerepét kiilonb6z6 RTK gatlasan
keresztul érte el. Az EGFR fehérje gatlasaval parhuzamosan csdkkent a MAPK/ERK
aktivitdsa. A fokozott AMPK (valoszintileg LKB1 utjan), valamint p38/MSK/CREB
jelatviteli utak megnovekedett foszfo-p53 szintet eredmeényeztek, aminek hatdsara a
sejtciklus gatlddott. Osszefoglalva, a decorin, mint ,,az ECM aktiv harcosa” felbecsiilhetetlen

értékii ,,fegyver” lehet a primer és metasztatikus majdaganatok elleni kiizdelemben.
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8. SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) and colorectal (CRC) cancer represent the fourth and
the second most common cause of cancer death worldwide. Regarding liver tumors, there
was hardly any data on the role of decorin. To fill up this gap, we hypothesized that decorin
may act as a tumor suppressor in HCC and liver metastasis. The tumor microenvironment
plays a determining role in cancer development by regulating multiple processes between the
extracellular matrix and tumor cells. Decorin, a prototype member of the SLRP family has
gained recognition for its essential roles in several disorders including cancer. Studies on
mice with ablated decorin gene revealed that the lack of decorin is permissive for tumor
development. On the same note, reduced expression or abrogation of decorin was observed
in several types of cancer, suggesting that decorin tends to act as a tumor suppressor in these
contexts. Moreover, when applied as a therapeutic agent, decorin effectively inhibited tumor
formation, progression, angiogenesis, and metastasis in a multitude of experimental models.
In my dissertation, we report that decorin expression was significantly downregulated in most
HCCs compared to non-adjacent tissue and normal liver. In addition, decorin content seems
to follow the staging of HCC. Similarly, the liver metastasis of colorectal cancer often
displayed reduced amounts of decorin compared to the primary tumor, and to a greater extent
in the more aggressive Grade I11 tumors, and in metastases with replacement growing pattern.
These observations suggest that the decreased decorin expression in liver metastasis of CRC
may correlate with the aggressiveness of the tumor. Conditioned media from colon
adenocarcinoma cells and hepatoma cells in vitro were able to attenuate decorin production
of the LX2 stellate cell line of liver origin. Moreover, liver-targeted decorin delivery
effectively inhibited hepatic tumor formation and metastasic spreading of colon cancer. As a
mechanism of action, excessive decorin was able to reduce the activity of multiple RTKs
including EGFR, an important player in HCC and CRC pathogenesis. Downstream of that,
hindered signaling network was seen including ERK1/2, PLCy, Akt/mTOR, STAT, and c-
Jun pathways, while p38 MAPK/MSK/CREB and AMPK displayed intensified action
culminating in enhanced p53 function. Therefore, decorin as “a guardian from the matrix”

may be an invaluable tool in combatting colorectal and hepatic cancer.
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