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Bevezetés

A limfangioleiomiomatézis (LAM) ritkan eléforduld, lassan elérehaladd, fatalis szisztémas
betegség, amely foleg fiatal ndket érint. A LAM-ot atipikus simaizom sejt (S1S)-szer( sejtek
burjanzasa jellemzi a tiidében, nyirokrendszerben és a 1agy szervekben. Az atipikus SIS-szerti
sejtek fokozott osztodasa cisztak képzdodeését valtja ki a tiidoben, mely folyamat
pneumotoraxhoz ¢és a tiido kollapszusdhoz vezethet. Régebben a LAM-ot joindulati
betegségnek tartottdk, azonban ma az ilyen cisztaképzd sejtosztodast lassan novekvo
metasztatizald neoplazmanak tartjuk. A LAM paciensek szenvedése a betegség elérehaladtaval
fokozatosan novekszik. A LAM vilagszerte ritka betegség, incidencidja 1-9/1 000 000
Eurépaban az incidencia sokkal magasabb, a LAM sporadikus formdja itt 500 000 nébdl 1-4-
et érint. A tuberous sclerosis (TSC) gén LAM-ra jellemz6 mutacioja Europaban minden 6000-
ik jsziilottben fordul eld. A TSC mutaciot hordozd emberek 30-40 %-aban alakul ki a LAM
betegség felndtt korukban. Az 1j, érzékeny diagnosztikai médszereknek kdszonhetéen a LAM
betegség incidenciaja vilagszerte emelkedik, kiilondsen Eurdpaban. A betegek tobbségének

(86%) sziiksége van tiidd transzplanticidja a diagnozist kovetd 10 évben.

A legtobb LAM beteg 1égszomjjal, mellkasi nyomassal, pneumothorax-szal és a mellhartyak
kozotti folyadékfelhalmozodassal (pleuralis efftizio) jelentkezik orvosanal. Ezek a tiinetek nem
specifikusak, ezért a LAM-ot gyakran tévesen asztmaként vagy kronikus obstruktiv
tildébetegségként (COPD) diagnosztizaljak. A helytelen diagnosis eredménytelen kezeléshez
vezet, mivel az asztma és a COPD kezelésére hasznalt gyogyszerek korlatozottan hatnak a
LAM tiineteire. Pontos diagndzis felallitdsdhoz a vaszkularis endotélialis ndvekedési factor D

(VEGF-D) (800 pg/ml folott) és a matrix metalloproteinazok (MMP) plazma-

crer

A LAM kialakulasat okozhatja a TSCI1 (hamartin) vagy a TSC2 (tuberin) gén 6roklott (TSC-
LAM) vagy szerzett (sporadikus, S-LAM) mutacioja. A TSC1-TSC2 komplex tobb jelatviteli
uttal 1ép interakcidba. Részt vesz a mechanistic target of Rapamycin (mMTOR1) complex
(mTORCI) szabalyozasaban a kis GTP4z Rhep aktivitdsdnak befolyasolasa altal. Noha a LAM
betegek szdveteinek tobbségében jelen van a TSC1 vagy a TSC2 mutacioja, a betegek jelentds
szazaléka (10-15%) nem hordozza a fent emlitett mutaciok egyikét sem. Ez azt sugallja, hogy
egyeéb mutaciok vagy de-regulalt jelatviteli utak is felelések lehetnek a betegség kialakulasaért.

Ez a lehetdség aktivan kutatott a vilag szamos laboratoriumaban. A Karakterisztikus LAM



sejtek eredete ma még ismeretlen, annak ellenére, hogy szamos szdveti markert hordoznak

felszinukon.

Reaktivitas az a-SMA-ra és a HMB45-re, megvaltozott mTOR-S6P aktivitas, és TSC1/2
mutaciok mind jellemzéek a LAM sejtekre. A melanocita marker HMB45 expresszidja
felvetette annak a lehet6ségét, hogy a LAM sejtek esetleg a crista neuralis-bol szarmaznak.
Mindenesetre az, hogy cisztak keletkezése jellemz6 a crista neuralis-bol szarmazo
sejtvonalakra, alatamasztja ezt a feltételezést. Egy masik hipotézis szerint a LAM sejtek a
méhbdl szarmaznak. Ezt a hipotézist tdmogatja az ER és a PR magas expresszioja a LAM
sejtekben, ami 30%-os korrelaciot mutat az angiomiolipémaval, perivaszkularis epiteloid sejtes
tumorokkal (PEComa) és mezenhimalis tumorokkal, amelyek leggyakrabban a méhben
fordulnak eld. Sajnos még ha ki is deriil, honnan erednek a LAM sejtek, ezzel nem jutunk
kozelebb annak megfejtéséhez, hogyan vandorolnak a cisztak a tiidobe €s képeznek ott

metasztazist.

Amikor az mTSC1/2 kovetkeztében az mTOR aktivalodik, kétféle complex keletkezhet:
mTORCI és/vagy mTORC2. Az mTORCI1 és/vagy mTORC2 serkenti a sejtosztddast, az
autofagiat, valamint a mitokondriumok metabolizmusat és biogenezisét. Jelenleg az egyetlen
terapias lehetéség az mTOR inhibitor rapamycin (Sirolimus) alkalmazasa, amely képes a
legtobb beteg tiidéfunkcioit stabilizalni, de nem képes garantdlni a progressziomentes tulélést.
Mivel a LAM csaknem kizarolag ndket érint, néhany klinikai vizsgalat alapjan bizonyos
kutatok azt allitjak, hogy az Osztrogén-szint stabilizalasa lassithatja a betegség elorehaladasat.
Habar ez a megkozelités nem vezetett sikerre, elméletiink szerint nem az alapdtlet hibas, hanem

a kisérleti megkozelités volt sikertelen.

Az mTOR utnak szamos up-stream szabalyoz6 molekuldja és jelatviteli atja van, tobbek kozott
novekedési faktorok, energia-deplécids mechanizmusok, oxigén-szint valtozas, aminosavak
(leucine és arginine), gyulladasos citokin-szint valtozasok, osztrogén stb. A f6 mTORC1-
szabalyozé utak egyike az evolucidosan konzervalt Wnt jelatviteli ut. Jelenleg az mTOR-t
szabalyoz6 mechanizmusokat intenziven kutatjdk annak reményében, hogy megértésiik 0 és

effektivebb kezelési mdodszereket eredményez majd.



Célkitiizés

Az elvégzett kutatomunka elsédleges célja az volt, hogy hozzajaruljon a LAM molekularis
hatterének és patomechanizmusanak (a TSC mutaciokon tal) megértése¢hez, és potencialis 1)

terapias célpontok azonositdsahoz vezessen.
A munka célkitlizései harom csoportba sorolhatok:

1- A LAM betegség hormonfiiggésének vizsgalata
2- A Whnt jelatviteli ut szerepének vizsgalata a LAM kialakulasaban és progressziojaban.
3- Olyan 1) drogok tesztelése, melyek igéretesnek bizonyultak mas, elsdsorban ndket

érintd betegségek (pl. emloérak) kezelésében.



ANYAG ES MODSZER

A tiidészovet mintak human tiidé-donoroktdl szarmaztak. A mintak kinyerése a Helsinki

Nyilatkozattal 6sszhangban, a Pennsylvania-i Egyetem etikai engedélyével tortént.
Kisérleteinkben négy, betegekbdl szarmazo sejtvonalat hasznaltunk: LAM-100, LAM-111C,
LAM-D9065, és LAM-HUP. Kontrollként primer normal human simaizom sejtek (SIS)

szolgaltak (Lonza, Basel, Switzerland). Az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz 90 nm

vastag metszeteket hasznaltunk. Az elektronmikroszkopok tipusa: Jeol 1200 és Jeol 1400 (Jeol
Ltd., Japan), az alkalmazott fesziiltség 80 kV volt. A képalkotas egy integralt MegaView Il
kamera (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH; Munster, Germany) segitségével tortént.

Az aramlasi citometriai vizsgalatokat Rhodamine 123-mal (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

USA) kezelt sejteken, FACS Canto Il aramlasi citométer (BD Immunocytometry Systems,

Erembodegen, Belgium) segitségével végeztiik. A fluoreszcens mikroszkopos képalkotas

Olympus 1X-81 (OLYMPUS corporation, Tokyo, Japan) fluoreszcencia-mikroszkop
hasznalataval tortént. RNS izolalasahoz MN NucleoSpin RNA izolalo kitet (Macherey-Nagel,

crer

Waltham, USA) késziilékkel mértiik meg. Human Nuklearis Receptor TagMan®Array és
Human Whnt Signalling TagMan®Array (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). A

TagMan PCR reakciot ABI StepOnePlus rendszerrel végeztiik, az adatokat StepOne szoftverrel
analizaltuk. MicroRNS-ek expresszidjat az U6 expresszidjahoz normalizaltuk. A Nanostring
méréseket az nCounter Analysis System (NanoString Technologies, Washington, USA)

segitségével analizaltuk. Az angiogenesis méréséhez Human Angiogenesis Array Kit-et (R&D

Systems, Minneapolis, USA) alkalmaztunk. Fehérjék koncentracioit egy fluoreszcens protein
assay kit-tel (Qubit Protein, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mértiik. Kvantitativ
RT-PCR-hoz SensiFAST SYBR Green reagenst (BioLine, London, UK) hasznaltunk. A
késziilék az ABI StepOnePlus system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) volt, az

adatokat pedig StepOne szoftverrel analizaltuk, a B-aktin gén expressziojara normalizaltuk, és
a 2799 modszerrel szamoltuk ki. Az array-bol nyert adatokat egy feed forward mesterséges

neuronhalézat (Artificial Neural Network, ANN) (Neurosolutions 6, NeuroDimension Inc.)

szoftverrel értékeltiik ki. A metabolizmus jellemzése (Metabolic profiling) SeaHorse XF96
(Agilent Technologies, USA) ¢s Oroboros (O2k, OROBOROS Instruments, Innsbruck,
Austria) platformok hasznalataval tortént. Transwelleket hasznaltunk a migracios assay-hez
(Costar, Corning Incorporated, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A TRXR aktivitast

Thioredoxin Reductase Assay Kit (Abcam, Cambridge, MA, USA) segitségével mértiik.



Statistical analysis: fiiggetlen mintakon végzett t-test és one-way ANOVA Bonferroni

korrekcidval. Szignifikancia-szint: P<0.05.

EDMENYEK

A LAM sejtvonalak jellemzése

A kutatdsainkban hasznalt LAM sejtvonalak (LAM100, 111c, D9065, HUP) négy, tiid6-
transzplantacion atesett betegbdl szarmaztak (National Disease Research Interchange (NDRI),
Philadelphia, PA, USA). A TSC2 mutaciot hordozé6 LAM sejtvonalakban a sejtek 76 %-a
hiperaktiv mTORCI1 jelatvitelt mutatott, azonkiviil gyorsabban szaporodtak, gyorsabban
migraltak és invazivabbak voltak, mint a kontrollként hasznalt, ugyanannyi passzazson atesett
human primer fibroblasztok (Dr Krymskaya (Perelman School of Medicine, University of
Pennsylvania, USA). Ezek a tulajdonsdgok neoplasztikus sejtvonalakra jellemzdek. Két
normal, egészséges tiidoddonorokbol izolalt simaizom sejtvonalat a Lonza cégtdl vasaroltunk.
A simaizom sejtvonalakat a gyarto tesztelte a-SMA és von Willebrand Faktor (Faktor VIII)
jelenlétére. A normal és a LAM betegekb6l szarmazo sejtvonalak Osszehasonlitasa soran
hematoxylin-cozin és a-SMA IF festést alkalmaztunk. A fenti modszerek alkalmazasaval nem

volt kimutathato kiilonbség a LAM ¢€s a simaizom sejtvonalak kozott.

A molekularis kiilonbségek jellemzése céljabol qRT-PCR-ral vizsgaltuk a HMB-45, mTOR,
TSC2 and PS6 gének expresszidjat. Az igy kapott eredményeket immunfluoreszcens festéssel
erGsitettiik meg. A simaizom kontrollokhoz képest az mTOR és a PS6 gének szignifikans
(P<0.05) expresszio-novekedése (up-regulation) volt megfigyelheté a LAM sejtvonalakban
(eredeti megfigyelés: Dr Krymskaya et al). Ezenkiviil a TSC2 gén expresszidjanak teljes
megsziinése volt megfigyelheté a LAM sejtvonalakban. Mivel a TSC1/2 gének esszencialisak
az mTOR jelatviteli ut szabalyozasaban, a megfigyelés, hogy a TSC2 gén nem expresszalodott
a LAM sejtvonalakban, nagyon lényeges volt abban, hogy a betegekbdl szarmazé sejtvonalakat

alkalmasnak itéltiikk, hogy a LAM betegség modelljei legyenek.



A LAM molekularis hatterének feltérképezése: a nuklearis receptorok, a vaszkularizdcio és

a MiRNS-ek dereguldcidja

Az 6sztrogén hormon kétféle receptoron keresztiil befolyasolja a sejt metabolizmusat. Az egyik
tipus sejtmembranhoz kotott (Estrogen Receptor A, ERA) a mésik a sejtmagban talalhato
(Estrogen Receptor B, ERB). Nuklearis Receptor Array kisérletet végeztiink két poolozott
kontroll simaizom sejtvonalon és négy poolozott, betegekbdl izolalt LAM sejtvonalon. A LAM
sejtvonalakban a 92 vizsgalt gén koziil 21-nek emelkedett, 30-nak csokkent az expresszidja a
kontroll bronchialis simaizom sejtvonalakban mérhetéhoz képest. A nuklearis receptor
TagMan array és az azt koveté, minden sejtvonalon kiilon elvégzett qRT-PCR analizis
kimutatta a progeszteron receptor (PGR) és a peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor
gamma koaktivator 1-beta (PPARGC1B) gének expresszidjanak szignifikdns emelkedését
(P<0.001) és az osztrogén related receptor gamma (ESRRG) gén expressziojanak jelentOs
emelkedését (P<0.05). Ismert, hogy a PPARGCI1B szabalyozza az 6sztrogén receptor alpha
(ERA), a nuklearis respiratorikus faktor 1 (NRF1) és a gliikokortikoid receptor (GR) gének
expressziojanak mértékét. Ezeknek a géneknek az expresszidja tobb mint hétszeresére nétt a
vizsgalt LAM sejtvonalakbam. A PPARGCI1B expresszidjanak novekedése kapcsolatba
hozhato a mitokondriumok szamanak emelkedésével, az aktiv PRG 4 izoforma pedig a
megemelkedett mitokondrialis membran-potenciallal és sejtlégzéssel, mig az ESRRG a
mitokondriumok biogenezisére és az energia-metabolizmusra van hatassal. A szignifikansan
csokkent expresszoju gének kozott talalhato az NR5A2 és a retinsav receptor beta (RARB). A
RARB a tiroid-szteroid hormone-receptorok szupercsaladjaba tartozik, és mindkét gén fontos
szerepet jatszik a sejtek szaporodasanak gatlasaban és differencialodasuk stimulalasaban. Az
adatok ANN analizise er6s korrelaciot tart fel tobb retinsav receptor kozott (RARB, RXRB,
RXRG). Ezek mindegyike képes a bioldgiailag aktiv A vitamin és a PGR kotésére. A nuklearis
receptor gének expresszidjanak a betegekbdl szarmazo sejtvonalakban kimutathatd valtozasai
a mitokondriumok LAM-ban jatszott jelentGs szerepére mutatnak, egységbe foglalva a korabbi
kutatasok eredményeit, melyek szerint a LAM sejtetk mTOR aktivacio altal stimulalt
szaporodasa az energia-metabolizmus nagymértékii atrendezédését igényli. A NADP-fiiggd
oxidativ foszforilacié helyett a LAM betegek mitokondriumai — a mas tumorokban is
megfigyelhetd — aerob glikolizist hasznositjak (Warburg effektus). Az energia-metabolizmus
ilyetén valtozasai Ohatatlanul a hypoxia-indukalta factor 1 alfa (hypoxia-inducible factor 1
alpha  (HIFl-alpha)) expresszidjanak  novekedéséhez  (P<0.05), majd ennek

kovetkezményeként a VEGF expresszido novekedéséhez vezetnek. Ennek tovabbi



alatamasztasaként a qRT-PCR analizis és az angiogenesis protein array a LAM diagnosztikus
markereként ismert VEGFC és VEGFD expresszidjanak erés emelkedését mutatta Ki
(P<0.001). A thrombospondin-1 (TSP1) szint csokkenése és a CXCL16 kemokin peptid szint

emelkedése szintén megfigyelhetd volt a LAM mintakban.

Ezek a megfigyelések kiilonosen érdekesek, mivel a TSP1 a mitokondriumok biogenezisének
szabalyozza. Az angiogenesis-array adatok ANN analizise erdteljes asszociaciot mutatott ki a
CXCL1 és TSP1 expresszidja az egyik oldalon, valamint a fibroblaszt névekedési factor (FGF),
Endothelinl, SerpinEl és VEGFC expresszios szintjei kozott. Az utdbbi négy molekula részt

crcr

hatasok 6nmagukban is képesek a tiid6 regeneracios képességének csokkentésére.

A Nanostring chip metodologia hasznalataval végzett tovabbi vizsgalatok a tumor
szuppresszor miR125b-5p és az alacsony siirtiségii lipid oxidacié indukalta autofagia-regulator

mMiR155-5p expresszidjanak csokkenését mutattadk ki LAM-ban. Az apoptédzist indukald

crer

199a/b-3p expresszidja novekedést mutatott a LAM-0s mintakban.

A fent ismertetett adatokra alapozva megallapithatjuk, hogy ugy tiinik, a mitokondriumok nem

megfeleld miikodésének szerepe van a LAM betegség progresszidjaban.

A mitokondriumok diszfunkcidja a LAM betegségben

Elektronmikroszkopos képalkotas segitségével kimutathato, hogy a normal simaizomsejtek és
a LAM sejtvonalak mitokondriumainak morfolégiaja drasztikusan kiilonbozik egymastol. A
LAM sejtek mitokondriumai kisebbek, sotétebbek és olyan elektron-denzek voltak, hogy a
bels6 membran krisztai nem voltak lathatoak. A gén-profil adatok tamogatjak ezt a
megfigyelést. Az NRF1 gén egy dimerizalo protein transzkripcios faktort kodol, amely a
sejtosztddashoz, respiraciohoz, valamint a mitokondrialis DNS transzkripcidjahoz és
replikacidjahoz szikkséges metabolikus géneket szabalyoz. A PPARGC1B gén expresszidjahoz
kothetd NRF1 gén expresszioja LAM sejtekben tobbszorose volt a kontroll bronchialis
simaizom sejtekben megfigyelhetonek. A PPARGCI1B a felelés a mitokondriumok nem-
adrenerg-medialta biogenesisének fenntartasaért a megndvekedett oxigén-fogyasztason,

zsirfelhasznalason és nem-oxidativ  gliikoz-metabolizmuson keresztiil, valamint az



energiatermelés szabalyozasaért. Az itt szerepet jatszo anyagcsere-utak a HIF1 szint
novekedése és a VEGF géncsalad tagjai expresszidjanak novekedése.

A “mitokondrialis egészség” tovabbi markerei is jelent6s valtozason mennek at. A
mitokondrialis transzkripcios factor A (TFAM), amely kritikus fontossaggal bir a
mitokondrialis DNS-repair-ben és replikacioban, megnovekedett expresszids szintet mutatott
a LAM sejtvonalakban a normal kontroll bronchialis simaizom sejtekhez képest. Ugy tiinik, a
transzkripcios szintekben megfigyelheté valtozasok hatassal vannak a mitokondriumok
milkodésének minden aspektusara. Mind a Cyto C (citokrom complex), amely a
mitokondriumok bels6 membranjaban elhelyezkedd protein, az electron-transzport lanc
esszencialis komponense, mind a Cox4 (citokrom c oxidaz, az oxigén redukcidjanak

katalizatora) mennyisége szignifikans emelkedést mutatott.

A tovabbiakban a sejtmembranon athaladni képes, kationos, zold fluoreszcens festékkel, a
Rhodamine-123-mal (RH-123) végzett aramlasi citometriat, valamint az Oroboros és a
Seahorse miiszereket hasznaltuk a mitokondriumok miikodésének részletesebb analizisére. A
mitokondriumok energizalasa az RH-123 fluoreszcenciajanak kioltasat indukalja. A
fluoreszcencia kioltasanak (quenching) sebessége aranyos a mitokondrium membran-
potencialjaval. A fent leirt analizis eredményeként megallapithatjuk, hogy a LAM sejtek
mitokondriumainak membran-aktivitasa kétszer magasabb a normal bronchialis
simaizomsejtek mitokondriumaiban mérheténél. Ezzel ellentétben, megnovekedett glikolizis
¢és csokkent oxidacio volt megfigyelheté a LAM sejtek Seahorse és Oroboros technologiakkal
végzett metabolikus analizise soran. Els6 latasra ezek a biokémiai eredmények
ellentmondasosnak tiinhetnek, azonban reduktiv stress hatasara, amikor az elektron-akceptorok
varhatoéan redukalt allapotban vannak, némely redox fehérjék ezek helyett az oxigénnek
adhatnak at elektront. Ez a folyamat novelni tudja a reaktiv oxigén-szarmazékok (ROS)
termelését a mitokondriumban annak ellenére, hogy egyidejiileg a ROS-eket eltakaritd
rendszerek aktivitiasa is né. Példaul a normalisan antioxidans matrix NADPH reduktazok,
valamint a glutation reduktaz és tioredoxin reduktaz (TrxR) folytathatja a hidrogén-peroxid
termelését azaltal, hogy elektronok szokhetnek at (leaking) redukalt flavoproteinjeiktdl az
oxigénhez. Ez a netté mitokondrialis ROS tulcsordulas (spill-over) oxidativ sériilést okozhat
és sulyosan karosithatja a mitokondriumokat. A folyamatot, mely soran a sejt eltavolitja a
karosodott vagy diszfunkcialis mitokondriumokat, mitofagianak nevezziik. A mitofagia
folyamatanak barmely karosodasa abnormalis mitokondrialis funkcidhoz vezethet. Ennek az

elméletnek a tesztelése céljabol dsszehasonlitottuk a normal kontroll bronchialis simaizom



sejtekben és a LAM sejtvonal sejtjeiben mérhetd TrxR aktivitast. A LAM sejtekben mérhet6
TrxR aktivitas szignifikansan magasabbnak bizonyult a normal bronchialis simaizom sejtekben

mérheténél.

Erdekes, hogy korabbi beszamolok szerint a Trx2-TrxR2 rendszer az auranofin, egy redox
enzimeket gatl6 aranykomplex anti-angiogenikus hatasanak célpontja. Az auranofin erds
affinitasa a tiol és szelenol csoportokhoz a redox enzimek, mint a TrxR, gatlasan keresztiil
modosithatja a mitokondriumok redox egyensulyat. Sajat eredményeinkre és a fent emlitett
irodalmi beszamolora alapozva felallitottuk azt az elméletet, hogy a TrxR aktivitasat gatolni
képes drogok képesek lehetnek a mitokondrialis funkciok helyreallitasara, és ezaltal a LAM

betegség progressziojanak lassitasara.

A mitokondriumok mint potencidlis terdapids célpontok a LAM betegség kezelésében

Az 1j szintetikus flavonoid, a Proxison (7-decyl-3-hydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-4-
chromenone) (Antoxis Ltd, UK) potens antioxidans, amely képes bejutni a mitokondriumokba.
A proxison egyesiti egy, a természetben el6fordulo flavonoid, a myricetin szerkezeti
tulajdonsagait egy kulcspozicioban elhelyezett lipofil lancéval. Az igy elballitott molekula
képes megvédeni a membrant a lipid peroxidacio karos hatasaitol. A proxison hatasanak
vizsgalata céljabol mind a LAM sejtvonalakat, mind a kontroll normal bronchialis simaizom
sejteket kezeltiik a droggal. A mitokondrialis aktivitast az RH-123 segitségével és a TrxR
aktivitasanak mérésével jellemeztik. Mindkét teszt a mitokondriumok funkcidjanak
meghokkenté normalizaciojat mutatta a LAM sejtekben, mig a proxison nem hatott
érzékelhetben a normal kontroll bronchialis simaizom sejtekre. A mitokondriumok
membran krisztai ujra elektron-mikroszkoposan lathatova valtak. A morfoldgiai valtozasokkal
parhuzamosan csokkent a CytoC, NRF1, TFAM ¢és a Cox4 gének expresszioja, a VEGF
ligandok és receptoraik expresszioja pedig egyenesen visszacsokkent a normal szintre. Tovabbi
funkcionalis vizsgalatok (scratch és migracios tesztek) azt mutattak, hogy a proxison kezelés
csokkentette 8 LAM sejtek proliferacios és migracios képességét. A proxison e hatasa additiv

volt a rapamycin kezelés hatasaval mind a génexpresszio, mind a sejtmigracio tekintetében.
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A retinsav receptor mint potencidlis terdapids célpont a LAM kezelésében

Mivel a TagMan array analizis kimutatta a RARP csokkent expresszidjat a LAM sejtekben,
feltételeztiik, hogy az A vitamin metabolizmusa zavart szenved a betegségben.

Hogy megallapitsuk a RARP csokkent expresszidjanak okat a LAM sejtekben, a sejteket
retinsavval (retinoic acid, RA) kezeltik. A LAM sejtek inkubacidja 2 puM retinsavval
normalizalta a sejtek RARp szintjét 24 6ran belil. Mivel a RA normalizélta a RARPB
expressziojat, mas rendellenesség szerepére kezdtiink gyanakodni. A mechanizmus tisztazasa
céljabol a teljes A vitamin metabolizmust vizsgaltuk. A sejtek A vitamin tartalméanak két f6
forrasa van: az allati taplalék retinol és a novényi taplalék pB-karotin tartalma. A mintegy 600
ismert novényi karotinoid egyike a lutein. A retinol oxidalt formaja a retinsav. Az A vitamin
mindkét forrdsbol szdrmazod formajanak megvannak a sajat anyagcsere-utjai a kozos nuklearis

receptoruk elérésére, €s osztoznak néhany metabolikus enzimen.

A RARP deregulacio okanak megallapitasara qRT-PCR segitségével vizsgaltuk az A vitamin
metabolizmus enzimjeinek relativ mennyiségét. Az alkohol dehidrogenaz (ALDH1A1), a B-
karotin dehidrogenaz 1 (BCO1) és a p-karotin dehidrogenaz 2 (BCO2) expresszidja
szignifikansan csokkent (P<0.05) a LAM sejtvonalakban a normal kontroll simaizomsejtekben
megfigyelhetohoz viszonyitva. Gyakorlatilag a LAM sejtekbdl hianyzott a BCO2 és az
ALDH1. Ugyanakkor a retinol dehidrogenaz expresszioja (RDH) szignifikansan nétt a LAM
sejtekben. Hogy kideritsiik, vajon az A vitamin metabolitjai befolyasoljak-e az enzim-
szinteket, a LAM sejtvonalakat €s a kontroll normal simaizom sejteket retinsavval és luteinnel
kezeltiik. Meg kell emlitsiik, hogy a rapamycin a BCO1 és az RDHI expressziojat csekély
mértékben novelte, viszont nem volt hatassal a BCO2 és az ALDHI expresszidjara a LAM
sejtekben. Erdekes, hogy amig a retinsav és a lutein kezelés helyreallitotta a fent emlitett
enzimek expresszidjat a normalhoz kozeli szintre, rapamycinnel kombinalva a kezelések az
RDHI1 expresszid extrém emelkedését és az ALDHI1 expresszid komplett megsziinését
okoztak. A rapamycin, a RA ¢és a lutein egyenként mind novelte az RARp expresszidjat a
normal szintre vagy a f6l¢é, a rapamycin+lutein kombinacios kezelés az RARP expressziojat

Otszordsére novelte a kontroll simaizom sejtekben.

........

céljabol scratch assay-t alkalmaztunk. A RA ¢és a rapamycin kombinacidja csokkent

proliferacios és migracios kapacitast eredményezett a rapamycin monoterapidhoz képest.
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A WNT signalling dereguldcioja a LAM betegsésben

Mivel a WNT signalling az mTOR ut egyik robusztus reguldtora, human WNT jelatvitel
TagMan array plate-eket hasznaltunk a kiilonb6z6 WNT jelatviteli utakban szerepld
molekuldk expresszios szintjének vizsgalatira. Mind a négy LAM sejtvonalat €¢s mindkét
normal simaizom sejtvonalat egyedileg teszteltiik. A vizsgalt 92 génbdl 43-nak az expresszioja
deregulalt volt a LAM sejtekben. 36 gén gén expresszidja szignifikdns csokkenést mutatott,
mig 7 gén expresszioja nott. Tobbek kozott szekretalt extracellularis inhibitorok génjeinek
csokkent az expressziojuk, pl. SFRP2, SFRP4 és DKK2. Korabbi vizsgalatok kimmutattak,
hogy az SFRP4 gatolja az AMPK jelatviteli utat és a mitokondrialis depolarizaciot. Tovabba
az AKT regulalja az SFRP2-t. Az irodalombdl ismert, hogy az SFRP4 elvesztése agressziv
tumorok  kialakuldsdhoz, epitélium-mezenchima tranziciohoz (EMT), felgyorsult
STATS jelatvitelt gatldé DKK2 expresszidjanak csdkkenése szintén stlyos
kovetkezményekkel jarhat. A STATS proteint egy sor hematopoietikus €s nem-
hematopoietikus citokin és novekedési factor aktivalja, a STATS pedig ¢letfontossagu
sejtfunkciokat szabalyoz, ugymint a proliferacio, differencidlodas és tulélés. A STATS
protein fontos fizioldgiai szerepét mutatja az a nagy szamu primér tumor, melyekben a
STATS konstitutivan aktiv. Ez az allando, szabalyozatlan aktivitas jelentdsen hozzajarul a
tumorsejtek taléléséhez és a betegség malignus progresszidjahoz. A DKK1, a kanonikus Wnt

jelatviteli at masik extracellularis inhibitora azonban szignifikansan emelkedett expressziot

crcr

crer

jelatviteli utak aktivécioja felé tereli a sejtanyagcserét, és ezaltal megnovekedett gyulladashoz
¢s az NF-kB ut aktivaciojahoz vezet. Nemrég ismerték fel, hogy a DKK 1 fontos szerepet jatszik
az artéridk falanak patofiziologidjaban. A Wnt5b egy a Wnt jelatviteli ut 19 ligandja koziil.
Emelkedett expresszidja aktivalja a PPARy-t és indukalja az adipogenezist és a cséformalodast
a Snail és a Slug proteinek aktivacigja altal. A Wnt5b szintén képes a mitokondrialis aktivitas
modulalasara az MCL1-en keresztiil, és ismert, hogy eldsegiti a sejtek motilitasat és tobbféle
tumor metasztatizalasat. Az intracellularis kanonikus Wnt jelatvitel mediator GSK3p
expresszioja, amely egyben az mTOR ut fontos regulatora is, szintén nétt. A GSK3f
expressziojanak novekedése ugyanakkor kevéssé informativ, ugyanis az enzim aktivitasa

erdsen fligg foszforilaltsaganak szintjétol.
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A GSK3pB deregulalt aktivitasat megfigyelték sok human betegségben, pl. rdk és nem
inzulinfliggd diabetes mellitus (NIDDM). A GDK3p foszforildcidja csokkenti aktivitasat,
aztan a sejtmagba vandorolnak, ahol novelik a kanonikus Wnt fliggdé gének expressziojat. A
GSK3pB AKT és mTOR altali szuppresszidja eltolja a Wnt aktivitast a nem-kanonikus utak
irdnyaba, amely hozzajarul a tumoros megbetegedések progressziojahoz. Raadasul a RHOU
(kilonboz6 cellularis folyamatokban részt vevé molekula) expresszioja is nétt. In vitro
kisérletekben a RHOU onkogén aktivitast mutatott €s eldsegitette a tumorsejtek invazivitasat.
Emelkedett expresszioja és aktivitasa korreldl a karcinogenezis mértekével kiilonboz6 tumorok

esetén.
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KONKLUZIOK

A LAM ritka betegség, ezért kevés figyelmet kap. Noha ujabban kifejlesztésre keriilt a
betegség néhany allatkisérletes modellje, human modellrendszerekre lenne sziikség a LAM
molekularis patomechanizmusanak tisztdzasahoz és uj terapias célpontok azonositasdhoz.
Az itt ismertetett munka soran molekuléris bioldgiai megkozelitések sokasagat alkalmaztuk

a LAM betegekbdl szdrmazd sejtvonalak vizsgalata soran.

Vizsgalataink arra az eredményre vezettek, hogy a TSC muticié és az mTOR 1t
deregulacidja csak részben ad magyardzatot a simaizomsejt-szeri LAM sejtek
kontrollalatlan proliferaciojara. Mitokondrialis diszfunkcid, deregulalt A vitamin
metabolizmus ¢és megvaltozott Wnt jeldtvitel szintén szerepet jatszhat a LAM

patogenezisében.

A mitokondriumokat complex molekularis mechanizmusok szabalyozzak. Tovabbi
mutaciok azonositdsa adhat valaszt arra a kérdésre, hogy a TSC mutacid6 Oonmagéaban
vezethet-e mitokondrialis deregulacidhoz és hibas metabolikus funkcidhoz. Az a tény
azonban, hogy a LAM esetek mintegy 15%-4aban nincs TSC mutécio, arra utal, hogy egyéb,
taldan mitokondrialis vagy Wnt jelatviteli gének mutacidja is szerepet jatszhat a tlinetek
kialakuldsaban. Kutatdsaink szdmos deregulalt molekulat azonositottak, pl. a nuklearis
Osztrogén receptort, transzkripcios koaktivatorokat mint a PPARGCla ¢és a PPARGCIp,
amelyek, a peroxiszoma proliferator-aktivald receptor (PPAR) génekkel, 6sztrogén-szerli
receptor (ERR) génekkel és az NRF-1 génnel kardltve képesek az energia-metabolizmus
koordinalasara. A fentebb felsorolt gének megvaltozott expresszidja nyomatékosan felhivja
a figyelmet, hogy a mitokondriumok szerepének vizsgalata igen fontos a LAM
patogenezisének kutatasdban. Tovabb komplikdlja a helyzetet, hogy az A vitamin
metabolizmusat szabalyoz6 gének és a Wnt jelatviteli at génjei is deregulaltak L AM-ban.

Ez viszont felvillantja a lehetdséget 01j terapids célpontok azonositasara.

Eredményeink arra utalnak, hogy a mitokondridlis aktivitas helyreallitasa igen igéretes

crer

gyogyszerjelolt molekula, a proxison tesztelésébdl sziilettek. A proxison agyon erds

antioxidans, valamint képes az elektron-transzport lancot €és a membran-potencialt
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normalizalni, aféle “csodagyodgyszer’-ként viselkedve a mitokondrialis diszfunkcid
helyreallitasaban. Sok flavonoid — pl. myricetin és quercetin — ismert antioxidans és képes hatni
a mitokondriumokra, azonban a proxison specialis szerkezete erdsiti antioxidans hatasat,
ezaltal erdsebben hat a mitokondriumokra.

Bevaltva a hozza flizott reményeket, a proxison helyreallitotta a mitokondriumok aktivitasat,
normalizalta a deregulalt gének expressziojat, és nem mutatott citotoxicitast. A proxison
erdteljesebben hatott a sejtekre mint a rapamycin, amely a LAM kezelésére hasznalt elfogadott

gyogyszer a klinikai gyakorlatban.

A betegekbdl izolalt sejtvonalak molekularis térképezése tovabbi, mTOR-ral 6sszefiiggd
€s az Osztrogén hatdsa egymassal ellentétes, sOt az estrogen response element (ERE) és a
retinoic acid response element (RARE) ko-lokalizaloédik a genomban és kozos célgének
expresszidjat szabalyozzak. Felvetddott, hogy az ER és a RAR vetélkedik a transzkripcios
aktivitasért, vagy gatoljak egymast fiiggden attdl, hogy milyen mennyiségben és ardnyban
vannak jelen ligandjaik. Mivel az ERRG szintén képes kotédni az ERE-hez, transzkripcios
aktivitdsanak novekedése csOkkentheti a RAR-ok expressziojat. A RA vetélkedik az
Osztrogénnel a proliferaci6 gatlasa/serkentése terén. Az RA egy antitumor dgens, amelynek
ismert anti-proliferativ, pro-apoptotikus €s anti metasztatikus hatdsa. A LAM sejtvonalak
kezelése retinsavval helyreallitotta a RARP normal szintjét 24 6ran beliil. Az RA nemcsak
normalizalta a RARP mRNS-ének expresszidjat, hanem csokkentette a LAM sejtek

rrrrrrrr

A vitamin metabolizmus enzimjei deregulalodtak.

Az evolliciosan konzervalt Wnt jeldtviteli Gt molekularis térképezése szintén segitett
azonositani néhany potencialis terapias célpontot. A kanonikus Wnt jelatviteli ut inhibitorainak
(DKK1, DKK2, SFRP2, SFRP4) de-regulacidja osszefligg az agressziv karcinogenezissel, és
jelenleg ezek a gének terapias célpontokka valtak nemcsak daganatos megbetegedésekben, de
mas, gyulladassal és vaszkularizacioval jaré korképekben is. A megndvekedett expresszioju
ligand Wnt5a és a GSK3p jelatviteli molekula szintén részt vesz az mTOR jelatvitelben, de
még sok munkara van sziikség pontos szereplik tisztdzasara a LAM keletkezésében és

progresszidjaban.

A kiilonbozd jelatviteli utak komponensei, kiilondsen a mitokondridlis diszfunkcioban
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fontosak, melyekre munkank fényt deritett, mind fontos potencidlis terapias célpontok
lehetnek a LAM kezelésében. A proxison ¢és a retinsav (RA) hatasai kiilondsen igéretesek
lehetnek a mitokondrialis funkcid helyreallitdsaban, illetdleg a kontrollalatlan proliferacio
megallitdsaban. Proxisont és/vagy retinsavat adva a betegeknek rapamycin mellett

csokkentheti a rapamycin dozisat, ezaltal csokkentve annak mellékhatasait.

EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA

Kutatasaink a LAM betegség molekularis hatterének megismerését céloztdk. A vizsgalatok
kiilonb6z6 nukleéris receptorok, vaszkularizacioban involvalt molekulak €s ezek miRNS

crcr

mitokondriumok diszfunkciojanak szerepére mutatnak a LAM betegségben.

A mitokondriumok alapos tanulmanyozasa a SeaHorse és Oroboros platformok valamint
electron-mikroszkop segitségével megerésitette a mitokondriumok diszfunkciéjat LAM

sejtekben.

A proxison, egy pre-klinikai fazisban levé gyodgyszerjellt molekula, mely egy igen potens
antioxidans, normalizalta a mitokondriumok aktivitasat és helyreallitotta a de-regulélt gének
expressziodjat, implikalva ezzel, hogy a mitokondriumok potencialis 0j célpontok lehetnek a

LAM terépiajaban.

Molekularis térképezés ravilagitott a retinsav-receptorok de-regulaciojara. A RARP célpontja
kezelés normalizalta az RARP MRNS szintjét és csokkentette a LAM sejtek proliferacios
ratajat. Az adatok szintén ramutattak az A vitamin metabolizmusra mint tovabbi potencidlis

terapias célpontra LAM-ban.
Végiil, a Wnt jelatviteli utak is de-reguldltak a LAM-ban. Tovéabbi jelatviteli molekulak

azonositasa tovabb novelheti a rendelkezésre allo terapias célpontokat, tovabbi reményt adva

a LAM betegségben szenveddknek.
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