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BEVEZETES

Nem Kkissejtes tildokarcinoma

A tiildékarcinomak a 1égzofeliiletet alkotd epitél rétegbdl eredeztethetd karcinomak, melyek két
f6 csoportba oszthatok: 85%-at a nem kissejtes, 10%-at a kissejtes karcinomak adjak, a
fennmarad6 5%-ot az egyéb hisztologia csoportok alkotjak. A tiidorak mind a férfiak mind a
nok esetében vezetd halaloknak szamit vilagszerte a daganatos megbetegedések kozott. A nem
kissejtes tiidékarcinoman beliil harom fobb hisztologiai csoportot lehet elkiiloniteni: adeno
(AC) -, lapham (SCC) ¢és nagysejtes karcinoma (LC). A tiid6rak eléfordulasa 6sszekapcsolhatd
az ¢letkor novekedésével, magyarorszagi adatok szerint a 2015. évben regisztralt betegek
kevesebb, mint 1%-a 40 év alatti, mig 76%-ban a 60 év feletti korosztalyt érinti. A
tiidokarcindma kialakuldsanak kezdeti szakaszdban a beteg tlinetmentes, a diagndzis
felallitasakor azonban mar legtobbszor eldrehaladott, nem operalhatd allapotd tumor
azonosithatd. A 2015. évi magyarorszagi betegadatok alapjan az Gijjonnan nyilvantartasba vett
betegek 44%-at a legsulyosabb IV. stadiumban diagnosztizaltak. Nem kissejtes tiidérakon beliil
a leggyakrabban el6fordulo korkép az AC, amelyet az SCC kovet. Korai felismerése rendkiviil
fontos, a betegség korai szakaszéban a sebészeti beavatkozas az elsddleges terdpia, ebben az
esetben az 5 éves t0lélési rata 43-50% kozott mozog, amely a késébbi stadiumokban
drasztikusan csokken. A legsulyosabb esetet leird IV. stddiumban 1év6 betegek esetében a
metasztazisok kezelésére a kemoterapia az egyetlen lehet6ség.

A konvencionalis kemoterapia mellett egy kiilon csoportot alkotnak az Ggy nevezett célzott
terapias szerek. A hisztologiai besorolas alapjan torténé kezelés mellett egyre jelent6sebb
szerepet tulajdonitanak a tiidékarcinémat érinté ,,driver” mutacioknak. Mig az AC betegcsoport
jellemezheté KRAS, EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) mutacidokkal és ALK
atrendezddéssel, addig e mutaciok nem taldlhatoak meg az SCC esetekben. Az aktivalé EGFR
mutéaciokkal rendelkezd betegpopulacioban az EGFR intracellularis részében elhelyezkedd
tirozin-kinaz domaint gatlo erlotinib és gefitinib hatékonyan novelni tudta a progresszid nélkiili
allapotot. Az ALK atrendezddéssel azonosithatd betegeknél alkalmazhaté mar egy, az amerikai
gyogyszerengedélyezési hatosdg, az FDA (Food and Drug Administration) altal jovahagyott
szer, a crizotinib. A fent emlitett két mutacio jellemzéen a nem dohanyz6, AC hisztologidval
diagnosztizalt betegpopulaciora jellemzd, mig a kaukdzusi etnikumban leggyakrabban
eléforduld (13-26%) KRAS mutaciés statusz tipikusan dohanyzassal asszocialt. Jelenlegi
ismereteink szerint nincs célzott terapia a KRAS mutacidval rendelkez6 betegek szamara.

A keét emlitett karcindmatipus nem csak mutaciok szintjén kiilonbozik, a tumorban talalhato
erek és a tumor vérellatottsdga is eltérd. Az érképzés segitségével a tumorndvekedés
felgyorsulhat, segitségével megnd a metasztazisok képzOdésének a kockazata. Igy nem
meglepd, hogy a legszélesebb korben vizsgalt célzott terapia kozéppontjaban a tumor
érképzddésének gatlasa all.

Erképzés gatlok alkalmazisa az onkolégiaban

A fiziologiés koriilmények kozott megismert szerepe mellett a VEGF-A molekulat a patologias
érképzés fO regulatoraként tartjdk szamon. Normal szdveti kdrnyezetben az inhibitorok és



aktivatorok kiegyenlitik egymast, koncentracidojukban bekovetkez6 valtozas azonban a tumor
érképzdédésének kedvez. A tumor tehat a fejlodése soran érképzést indukélhat, azonban az
egészséges szovetekkel ellentétben a tumor abnormalis erekkel rendelkezik. Az az elképzelés,
hogy az angiogenezist terapias célpontként alkalmazzak, Judah Folkmantdl szarmazik az 1970-
es évekbdl. Az eredeti koncepcid 6ta szamos megkozelités latott napvilagot. 2004-ben, az elso
humanizalt anti-VEGF monoklonalis antitest, vagyis a bevacizumab jovahagyasaval kezdetét
vette az anti-VEGF terapia klinikai alkalmazasa vastagbél karcinomak esetében.

Alkalmazasa hamar kiterjedt tobbek kozott nem kissejtes tiidordkra is, azonban a kezelésre
adott valasz eltéré a két f6 nem kissejtes tiidorak altipusban. Mig az AC csoportba tartozo
betegek megnovekedett tulélést mutatnak, addig az SCC betegek sulyos vérzéssel jaro tiineteket
produkaltak. A sulyos mellékhatasok hattéreben tobb mechanizmus allhat. Az emlitett két
hisztologiai tipus intratumoralis érhalozatdban leirt kiilonbségek vagy az SCC altipusra
jellemzd alacsony pericita szam okozta gyengébb erek mind novelhetik a vérzés kialakulasanak
a valdszinliségét. A jelenlegi vélekedés szerint a VEGF utvonal vagy a VEGF molekula
kizarolagos gatlasa nem elegendd, ugyanis a tumorsejtek konnyen képesek alternativ
utvonalakon keresztiill érképzddés indukalasara. Ezen megfigyelésekbdl kiindulva az
angiogenezisben szerepet jatszo egyéb utvonalak feltérképezése és egyiittes gatlasa sikert
hozhat a daganatellenes terapiaban.

PPARgamma szerepe a tumorok kialakulasaban

A PPAR molekuldk a magi hormon receptorok (NHR) csaladjaba tartoz6 transzkripcios
faktorok. Az 1990-es évek elején, ragesalokon végzett kisérletek alapjan irtak le el6szor ezt a
molekulacsaladot, mint a peroxiszoma proliferaciot indukald magi receptor molekuldkat. A
PPAR-ok fontos molekularis szabalyzoi a sejt zsirtarolasanak és metabolizmusanak, de
kozvetleniil is kapcsolatba hozhat6 a daganatok kialakulasaval. A PPARgamma ligandok anti-
tumor aktivitdsuk miatt keriilnek egyre inkébb a kutatds célkeresztjébe, mivel sok sejttipusban
csokkentik a sejtosztodast és szamos tumorban, pl. maj, eml6 és vastagbél AC betegcsoportban
apoptozist indukalnak. PPARgamma agonista esetében megfigyelték, hogy a vastagbél daganat
xenograft modelljében a PPARgamma aktivacidja gatldo hatassal van a tumor kialakulasara,
ugyanakkor Apc mutans egerek esetében az agonista folyamatos adagolasa novelte a tumorok
kialakulasat. A PPARgamma az ¢érhdlozat minden sejttipusaban kimutathatd, azaz
endotélsejtek, vaszkularis simaizomsejtek, monocitak/makrofagok mind expresszalnak
PPARgammat, természetes ligandjai angiogenezis gatlo hatast kozvetitenek.

Wnt5a és az angiogenezis

A Wnt jelatvitel egy evolucidsan konzervalt rendszer, mely legalabb harom utvonalon keresztiil
onkogenezisben betdltott szerepét is igazoltak mar. Pacheco-Pinedo és munkatarsai kimutattak,
hogy a tiidétumorokra jellemzé Kras mutaciot hordozd egértdrzsekben a Wnt expresszio
emelkedett és aktivalodasa egyiitt jar a megnovekedett tumorképzodés valoszinliségével.
Molekularis szinten harom f6 Wnt jelatviteli utvonalat kiilonithetiink el, a beta-katenin fliggd
kanonikus, valamint a nem-kanonikus PCP (,,planar cell polarity”) és Ca®* fiiggé utakat. A
Wnt5a molekulat a nem—kanonikus Wnt jelatviteli ut egyik komponenseként irtdk le, mely
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elsésorban a Ca®* utvonalon keresztiil fejti ki hatdsat. Az angiogenezis szerepléit tekintve a
Wnt5a fokozza az endotélsejtek osztodasat és tulélését. Szerepe ugyanakkor nem csak a
fiziologias angiogenezisben van. A Wnt5a altal indukalt jelatvitel alul- vagy talmtikddése koros
érképzddéssel jarhat. Vastagbél neoplazidban a kanonikus Wnt utvonal VEGF szintézist
indukal, ami megndvekedett angiogenezishez vezet. Tiid6 SCC daganatokban a Wnt5a
overexpresszio egyiitt jar a stroma VEGF-A expresszidjaval, ami a tumor agresszivitasanak
megnovekedését és ezzel egyiitt kedvezdtlen prognodzist von maga utan. A fenti eredményekre
hivatkozva vetették fel korabban, hogy a bevacizumab kezelés megoldast jelenthet a Wnt5a
pozitiv nem Kkissejtes tiidérak altipusokban. A késObbi eredmények azonban ellentmondok
voltak, hiszen az angiogenezist célz6 anti-VEGF terapia SCC esetén sulyos mellékhatasok
kialakuldsédhoz vezetett.

A fent emlitett folyamatok tovabbi vizsgalata jelentds szerepet tolthet be a tumor érhéalozat
kialakulasanak alaposabb megismerésében ¢és a megbizhatobb terapids kombindciok
kialakitasaban.

CELKITUZESEK

1. Az érképzés folyamataban kiemelkedo szerepet jatszo VEGF-A molekula megjelenése
miként valtozik oregedés soran és a kiilonbozo tiidédaganatokban, tovabba milyen
szerepet jatszik a megvdaltozott érhalozat kialakuldsaban?

2. Befolyadsolja-e a kanonikus és nem-kanonikus Wnt molekulak hatasara megvdaltozott
mikrokérnyezet a PPARgamma expressziot? Amennyiben igen, milyen molekuldk
allhatnak az eltéré szabdlyozas hatterében?

3. A vizsgalt Wnt molekulak milyen hatassal vannak az endotélsejtek élettani folyamataira
és szerepet jatszanak-e a tidoé érhadlozatanak alakulasaban nem kissejtes
tiidokarcinomak AC és SCC altipusainak esetében?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Primer sejtek

A 3 dimenzi6s in vitro tiidémodell 6sszedllitdsdhoz kiilonb6zé donoroktdl szarmazd (Lonza,
Basel, Svajc) primer, normal sejteket hasznaltunk, normal kisléguti epitélsejtet (SAEC), normal
tiido fibroblaszt sejtet (NHLF) és normal mikrovaszkularis endotélsejtet (HMVEC-L). VEGF-
A overexpresszald sejtvonal létrehozasahoz human fibroszblaszt sejtvonalat alkalmaztunk.
LiCl, IWR-1 hatasanak bizonyitasahoz A549 human AC sejtvonallal végeztiik a kisérleteket.

3D in vitro tildémodell

A normal primer sejteket tenyésztettiik, majd miutan a 80%-o0s konfluenciat elérték, tripszines
emésztés segitségével sejtszuszpenziot készitettiink mindharom sejttipusbol. Ezt kdvetden
meghatarozott aranyban (30% SAEC, 30% HMVEC-L, 40% NHLF vagy 40% F11)
Osszekevert sejtszuszpenziot nem kitapado sejtekre kialakitott, U-aljt 96-lyuka lemezre mértiik



¢s 10 percig centrifugaltuk 600g-n. A szferoidokat a kezeléseket megelozden egy éjszakan at
standard sejttenyésztési koriilmények kozott (37°C, 5% COy) tartottuk.

Huméan mintak

A humdan tiidomintdk a Pécsi Tudomanyegyetem Sebészeti Osztalyardl szarmaznak, az
egyetemi Etikai Bizottsag jovahagyasaval gyiijtve. A betegektdl szarmazd mintdk minden
esetben a beteg jovahagyasat kovetden, anonim mintaként keriiltek laboratoriumi feldolgozésra.

Kisérleti allatok

A kisérletek soran konvencionalis koriilmények kozott tartott C57BL/6 és PPARgamma knock-
out egértorzset hasznaltunk, mindkét nembdl. Az allatok 3 és fél honapos korukban lettek
felaldozva. A dolgozatban felhasznalt kisérleti allatok Prof Nagy Laszl6 (Debreceni Egyetem)
kutatocsoportjaban késziiltek.

Génexpresszios vizsgalatok

Génexpresszid vizsgalathoz a primer tiidotumorokbol és a sejtkulturakbol RNS izolaléast
kovetden cDNS-t készitettiink. A kisérletek soran HighROX SensiFast SYBR Green Master
Mixet (BioLine, London, UK), Tagman Wnt array plate-t, Tagman microRNA assay-t
hasznaltunk, az amplifikaciot pedig ABI StepOnePlus késziiléken futtattuk. Az analizist a hozza
tartoz6 StepOne szoftverrel végeztiik.

Immunfluoreszcens és hematoxilin-eozin festés

Metszésre torténd beagyazasahoz a szovetekbol 0,5 x 0,5 cm-es darabot, illetve 3 dimenzids
tiidészovetek esetében a szferoidokat szintén beagyazd médiumot tartalmazd metszettartd
kazettaba tettiik és a felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A festésekhez a 8 um vastagsagu
metszeteket kriosztattal készitettiik (CM1950, Leica, Wetzlar, Germany). A fixalas utan a
metszeteket 20 percig rehidrataltuk és blokkoltuk 5% BSA tartalmt PBS oldattal. Ezt kovetden
az elsddleges antitesttel jeloltiik 1 6ran at. A nem direkten jelolt antitestekhez haromszori PBS
oldatos mosast kovetden AlexaFluor 488 ¢s 555 konjugalt IgG mésodlagos antitestet tettiink. A
sejtmagokat minden esetben TO-PRO3 festékkel jeloltiik. A metszeteket a masodlagos
antitesttel valo inkubalas utan is haromszor PBS oldattal mostuk, majd Vectashield fed6oldattal
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtiikk. A képeket konfokalis mikroszkoppal
készitettiik (Zeiss LSM 710), a fluoreszcens képek szerkesztését és a festések intenzitds mérését
Fiji képszerkesztd programmal végeztiik.

Hematoxilin-eozin festéshez 8 um vastag tiidometszetek és a fliggesztett sejttenyésztd betéteket
Mayer’s hematoxilin oldatban (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) festettiik 10 percig. A mintakat
ezt kovetden folyod vizben 10 percig mostuk, majd 0,25%-o0s ecetsavval differencialtattuk 1
percig. Ezutan desztillalt vizzel mostuk, majd 2 percig eozin oldattal festettiik. Mosast kovetden
Vectashield feddoldattal (Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtiik és a Nikon Eclipse
Ti-U inverz mikroszkoppal fotoztuk.

PPRE riporter assay

A549 sejteket PPAR kotohelyet tartalmazé PPRE ¢€s egy kontrollként hasznalhatd, nem
funkcionalis PPRE résszel rendelkezd plazmiddal transzfektaltunk. PPAR molekula kdtddése
kovetkeztében a plazmidban taldlhatd luciferdz gén aktivalodik, a BrightGlo (Promega,
Madison, USA) reagensben talalhato luciferin szubsztratot ATP jelentlétében lumineszcens
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jelet eredményezé oxyluciferinné alakitja. PPAR aktivacio méréséhez BrightGlo luciferaz
assay-t (Promega, Madison, USA) alkalmaztunk, melyet Synergy HT (BioTek) olvasdval
detektaltunk. A fehérje termelésében bekovetkezd véltozasok kovetésére a transzfektalt
sejteken 72 6ras LiCl (10mM) és IWR-1 (1um) kezelést alkalmaztunk. A kezelés befejezését
kovetden a fehérje transzport megallitasara Brefeldin-A (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 10
VEGF-A molekulat tisztitott VEGF-A antitesttel és AlexaFluor 488 konjugatummal kapcsolt
anti-egér masodlagos IgG-vel vizualizaltuk immunfluoreszcens jel61és soran.

PPARgamma agonista és antagonista kezelés

F11 fibroblaszt sejteket 24-lyuku lemezen tenyésztettiik és 10 um roziglitazonnal (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) és 10 um GW9662-vel (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) kezeltiik 48
oran at 1 pg/ml rekombinans human Wnt5a jelenlétében vagy hianydban. VEGF-A mRNS
szintet SYBR Green alapt kvantitativ PCR segitségével hataroztuk meg, a miR-27b expresszios
szintjét Tagman MicroRNS kittel végeztiik.

HMVEC-L migracios kisérlet

HMVEC-L endotélsejteket 2*10* siiriségben fiiggesztett sejttenyésztd betét (8 pm
poérusatmérd, Corning, New York, USA) belsd felén tenyésztettik. A 24-lyuku lemez
sejttenyészt6 felszinén VEGF-A taltermeld sejtet tenyésztettiink. Kontrollként a normal VEGF-
A fehérjemennyiséget termeld sejtet hasznaltuk. WntSa hatdsanak vizsgalatdhoz a VEGF-A
termeld sejtekhez rekombinans Wnt5a-t adtunk 1 pg/ml-es koncentracidoban. 24 ora elteltével a
fliggesztett betéteket hematoxylin-eozin festéssel tettiik lathatova. A képeket a Nikon Eclipse
Ti-U inverz mikroszkopjaval készitettiik.

Aramlasi citometrias mérés

3 dimenziés tiildémodellek elkészitését kovetden a modelleket (3D SAEC-F11 VEGF"9N-
HMVEC-L és SAEC-F11-HMVEC-L) egy ¢éjszakan at inkubaltuk rekombinans human Wnt5a
fehérje jelenlétében vagy a nélkiil. A kezelés lejarta utdn a 3D tiidémodellekb8l Accumax ™
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) oldat segitségével egysejt-szuszpenziot készitettiink. Nativ
AC és SCC mintak esetében az enzimatikus emésztést szintén Accumax '™ (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) oldattal végeztiik. Mindkét mintatipus esetében a sejteket 1 ml PBS-sel mostuk és
5 percig 1000 rpm-en centrifugaltuk. A 3D modellek felszini jeloléséhez Brilliant Violet 421
konjugdtummal kapcsolt anti- human CD31 (Kléon VMS59, BioLegend, San Diego, USA) és
Allophycocyanin (APC) jelolt anti-human CD105 antitesteket (Klon 43A3, BioLegend, San
Diego, USA) 100 pul PBS pufferben higitva alkalmaztuk a mintakon. Nativ mintdk esetén APC
Cy7 konjugatummal jeldlt anti-humén CD31 (Klén: VMS59, BioLegend, San Diego, USA) és
APC jelolt CD105 (Klén 43A3, BioLegend, San Diego, USA) antitestet alkalmaztunk szintén
100 ul PBS pufferben higitva. 30 perces, sotétben elvégzett inkubalast kovetéen 1 ml PBS
pufferrel mostuk €s 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A mérést BD FACS DIVA V6
szoftverrel ellatott FACS Canto II aramlasi citométer késziilékkel (BD Immunocytometry
Systems, Erembodegen, Belgium), az analizist FCS Express V3 szoftverrel végeztiik.



Statisztikai analizis

Az abrazolt értékek minden esetben az atlag +/- standard hiba (SEM). A statisztikai elemzés
SPSS 20 (IBM) szoftverrel tortént, Student t-proba és egy-utas ANOVA (Bonferroni post hoc)
tesztek segitségével. Minden esetben p<0.05 értéket tekintettiik szignifikans eredménynek.

EREDMENYEK
VEGF-A expresszio a tiidében

Az egészséges fiatal és idOs tiidomintak mellett human nem kissejtes tiidétumor mintak, azon
beliil AC és SCC esetében is megvizsgaltuk az angiogén faktorok kifejezddését. A VEGF-A
molekula mMRNS szintje az id6s tiidémintakhoz hasonléan mindkét tumortipus esetében
szignifikdnsan magasabb, a PPARgamma pedig szignifikdnsan alacsonyabb a normal,
egészséges tlidohoz képest. A két altipus Osszehasonlitdé analizise sordn tapasztalt
megfigyelések még inkabb hangsulyoztik egy eltérd szabalyozasi mechanizmus meglétét.
Alacsonyabb PPARgamma szint ugyanis magasabb VEGF-A expresszioval parosul AC
mintakban, mig SCC esetében a mintazat ellentétesen alakul, magasabb PPARgamma szint
alacsonyabb VEGF-A jelenléthez vezet mRNS szinten.

A Wnt jelatvitel vizsgalata nem Kissejtes tiidérakban

A Wnt jelatvitel tumorigenezisben bet6ltott ismert szerepe miatt megvizsgaltuk a Wnt jelatviteli
molekuldk expresszigjat AC és SCC betegmintdkon. A primer tumor analizisiink soran
kimutattuk, hogy a jellemzdéen nem-kanonikus Wnt5a mind mRNS mind fehérjeszinten
szignifikdnsan magasabb szinten van jelen SCC mintakban, mint az AC betegekben.

A kanonikus Wnt jelatvitel és PPARgamma kapcsolata

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a Wnt és PPAR utvonalak médositasa milyen hatassal van
a VEGF-A termelésre. Egy VEGF-A termeld tiidétumor sejtvonalat, az AC eredetli A549
vonalat hasznalva Wnt jelatvitel gatlasan, illetve indukaldsdn keresztiil vizsgaltuk a
PPARgamma aktivitasat. PPAR kotOhelyet tartalmazo PPRE plazmiddal transzfektalt sejtekben
a beta-katenin jelatviteli utat aktivalo LiCl kezelés hatasara a PPAR promoter aktivitas
szignifikansan csokkent, mig a kanonikus Wnt inhibitorként hasznalt IWR-1 kezelés utan az
aktivitas nem valtozott szignifikansan. Ezzel parhuzamosan a VEGF-A mRNS szintje mindkét
esetben novekszik, mig fehérjeszinten a valtozas ellenkezd iranyu, vagyis LiCl hatdsara a
VEGF-A szintje szignifikdnsan emelkedik, IWR-1 kezelést kovetden pedig nem valtozik
jelentésen. PPARgamma KO egér tiidometszeteinek Wnt5a festése szintén az aktivitds
fontossagat hangsulyozza, mivel a PPARgamma ilyen rendszerben torténé alul miikodése nem
jar a Wnt5a molekula fehérjeszinti valtozasaval.

Wnt5a indukalta miR-27b szabalyozo szerepe a PPARgamma expresszioban

A fent leirt kisérleteink szerint csak a beta-katenin fiiggé, kanonikus jelatvitel csokkenti a
PPARgamma expressziot és ezzel egyiitt emeli a VEGF-A szintet. Az SCC magas Wnt5a
expresszidjat nézve nem volt egyértelmii, hogy a nem-kanonikus Wnt talsullyal jellemezhetd



SCC mintakban miként valtanak ki hasonlé6 mechanizmust. A mikroRNS-ek szinte minden
sejtszintli folyamat szabalyozasaban szerepet jatszanak, igy az angiogenezisben is. lrodalmi
adatok egyértelmlien Osszekapcsoljak a miR-27b és miR-200b molekulakat a Wnt,
PPARgamma és VEGF-A jelatvitellel, igy az emlitett molekuldkat primer human tiiddmintakon
vizsgaltuk. Az AC betegekben szignifikansan alacsonyabb szintet mutatott mindkét mikroRNS
az SCC-hez képest. 3D in vitro tiidémodellt az SCC-re jellemz6 Wnt5a molekulaval kezelve
azt tapasztaltuk, hogy a miR-27b szintet szignifikansan emelte, mig a miR-200b-re nem volt
hatassal. Fibroblaszt sejteken PPARgamma agonista/antagonista kezelést rekombinans Wnt5a
molekulaval kiegészitve azt lattuk, hogy PPARgamma agonista (RSG) jelenlétében a
rekombinans Wnt5a kezelés nem tudta emelni a miR-27b szintjét, viszont antagonista
(GW9662) kezelést kdvetden igen. Azonban a VEGF-A expresszios szintje alacsonyabb volt,
mint kizdrélag PPARgamma antagonista kezelés hatdsara, hasonlé mintazatot mutatva az SCC
eseteknél tapasztaltakkal.

erer

A tovabbiakban az SCC mintdkra jellemz6 Wnt5a molekula érképzésben betoltott szerepét
vizsgaltuk. A 3D tiidémodelleket rekombinans human Wnt5a molekulaval kezeltiik és harom
angiogenikus faktor, a VEGF-A, az IL-1beta és a HIF-1alfa mRNS expresszidjat vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy egyik molekula kifejezédésében sem volt szignifikans eltérés. Az
endotélsejtek proliferaciojat jellemzé CD105 markert primer human tiidémintakon analizalva
azt tapasztaltuk, hogy az AC esetében a CD105 szignifikansan magasabb szinten mutathato ki.
A human minték vizsgalatabol kideriilt, hogy mind a két tumor altipus esetében a PPARgamma
szignifikansan alacsonyabb szinten expresszalodik a normal tiid6hoz viszonyitva, mig a VEGF-
A mRNS szintje drasztikusan emelkedett. Ezen mintdzat alapjan egy emelkedett tumor
angiogenezist feltételeziink mindkét esetben, azonban az endotélsejtek proliferacids markere, a
CD105, ellentétes kifejezddést mutat. Varakozasainkkal ellentétben a PPARgamma KO
egérmodellben a CD105 fehérje mennyisége szignifikansan csokkent a CD31 pozitiv
endotélsejtekben, csak ugy, mint az SCC esetében, ahol szignifikansan alacsonyabb expresszid
lathat6 az AC mintakhoz képest. Ezen eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az emelkedett
VEGF-A szint, mely szintén megfigyelhet6 mind a PPARgamma KO egérmodellben, mind
pedig a két nem kissejtes tiidorak altipusnal, nem elegendd az endotél proliferacio
indukalasahoz. 3D in vitro modellrendszer 6sszeallitasat kovetden a ko-kultarakat rekombinans
Wnt5a molekulaval kezeltiikk €s aramlasi citométerrel analizaltuk. A VEGF-A expresszid
novekedése a CD105 fokozott kifejezodését vonja maga utan, mig Wnt5a kezelésre ez a hatas
szignifikdnsan nem valtozik. A fentiekbdl elmondhatd, hogy a WntSa kdzvetleniil nem
szabalyozza az angiogenezishez kapcsolddd gének expresszigjat mRNS szinten, illetve az

crer

Kadherinek expresszioja nem kissejtes tiidérak mintakban

A kadherin molekulaegyensuly megvaltozdsa a tumoros folyamatok egyik meghatirozo
jellemzdje. A Wnt5a primer human epitélsejtben megvaltoztatja a kadherinek expresszios
profiljat. Az E-kadherin szintjét csokkenti, mig az N-kadherint noveli a rekombinans Wnt5a
molekula. Ezt kovetéen az angiogenezis vizsgalataban a figyelmiinket az endotélt szorosabban



érinté VE-kadherin vizsgalatara 6sszpontositottuk. 3D tlidomodelliinket vizsgalva lattuk, hogy
emelkedett VEGF-A mRNS expresszio esetén mind az N-kadherin, mind a VE-kadherin mRNS
szintje csokken, amelyet a Wnt5a kezelés szignifikansan emelni képes.

Whntb5a szerepe a sejtmigraciora

Eldzetes eredményeinkbdl kovetkeztetve a Wnt5a nincs kézvetlen hatassal az angiogenikus
faktorok expressziodjara, viszont a VEGF-A altal kozvetitett hatast modosithatja. Ennek
vizsgalatara normal fibroblasztot és VEGF-A tultermeld sejtet tartalmazo epitél- endotél 3D
festések jol mutatjak, hogy normal VEGF-A szint jelenlétében az endotélsejtek diffiizan vannak
jelen a 3D szferoidban, mig a fibroblasztok altal termelt VEGF-A tobblet elésegitette az
pozitivan befolyésolja, addig a rekombindns Wnt5a kezelés ezt a hatast gatolja, igy az erek falat
alkoto sejtek vandorlasa nem valosul meg, szort eloszlast mutatnak. A Wnt5a endotélsejtekre
A fiiggesztett sejttenyészto betétbe kitett endotélsejtek VEGF-A thltermeld fibroblaszt sejtekkel
szemben szignifikdnsan gyorsabban vandoroltak, mint a norméal VEGF-A kornyezetet biztositd
fibroblasztok felé. Mig a fehérjeszinten megnovekedett VEGF-A hatdsat a médiumhoz adott
rekombinans, human Wnt5a csokkentette.

TEZISEK

1. Az érképzés folyamataban kiemelkedo szerepet jatszo VEGF-A molekula megjelenése
miként valtozik oregedés sordan és a kiilonbozo tiidodaganatokban, tovabba milyen
szerepet jatszik a megvaltozott érhalozat kialakulasaban?

Az oregedés soran megemelkedett VEGF-A ¢s az endotélsejtek fokozott osztodasara jellemzd
CD105 molekula is novekedett expressziot mutat. A jellemzden iddskorban kialakulé nem
kissejtes tiidérak molekularis allapota parhuzamot mutat az idéskori mintakban
megfigyeltekkel. A VEGF-A molekula emelkedett szintjével parhuzamosan egy masik
molekula, a PPARgamma csokkent szintjét is kimutattuk. Az ellentétes iranyu valtozast
PPARgamma KO egérben is megfigyeltiik, majd tiidékarcinomékban is igazoltuk. Az
emelkedett VEGF-A szint hatasat in vitro tiidémodellen vizsgalva kimutattuk, hogy serkenti az

--------

2. Befolyasolja-e a kanonikus és nem-kanonikus Wnt molekulak hatasara megvaltozott
mikrokornyezet a PPARgamma expressziot? Amennyiben igen, milyen molekuldk
dallhatnak az eltérd szabdlyozas hatterében?

Mind AC-, mind SCC esetében csokkent PPARgamma és emelkedett VEGF-A szint figyelhet
meg, ami mindkét esetben az érképzés fokozodasat jelenti. Az anti-angiogén kezelésre adott
eltérd terapids valaszt azonban nem elegendd csak ezzel a két molekuldval magyarazni. A
kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a PPARgamma mRNS és fehérjeszintjének a csokkenése
beta-katenin, illetve kanonikus Wnt jelatvitel fiiggé folyamat, melynek kovetkeztében
emelkedik a VEGF-A molekula expresszios szintje, ami az AC esetében megfigyelt molekularis
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mintdzatot magyarazza. Az SCC betegmintakban mért csokkent PPARgamma és emelkedett
VEGF-A szintet viszont nem, ugyanis ennél a tumortipusnal a nem-kanonikus Wnt titvonal van
tulstlyban. Az eltéré molekularis szabalyozas kérdésében az altalunk vizsgalt nem-kanonikus
Wnt5a molekula lehet a magyarazat. A PPARgamma nem-kanonikus Wnt kérnyezetben torténd
gatlasaban a WntS5a molekula és a miR-27b lehet a kulcs, ugyanis a Wnt5a képes a miR-27b
aktivalasara, amely a PPARgamma gatlasaért felelos.

3. A vizsgalt Wnt molekulak milyen hatdssal vannak az endotélsejtek élettani folyamataira
és szerepet jatszanak-e a tidé érhalozatanak alakulasaban nem  Kissejtes
tiidokarcinomak AC és SCC altipusainak esetében?

Az SCC altipusban taltermelt Wnt5a molekula egyéb szerepének vizsgalataban a kisérleteink
soran bizonyitottuk, hogy a Wnt5a az endotélsejtek VEGF-A hatdsara megndvekedett
kozti integritasért felelds kadherin molekuldk szintjét viszont véltoztatni képes. Primer
epitélsejtekben ,kadherin-valtas”-hoz vezet, az E-kadherin szintjét csokkenti, mig az N-
kadherin mRNS szintjét noveli. 3D tiiddmodellen végzett kisérleteink soran szintén N-kadherin
mRNS szint novekedést mértiink, mig a modellben szerepld endotélsejteket szorosabban érintd
VE-kadherin szintje szintén emelkedett. A génexpresszids valtozasok mellett a funkcionalis
vizsgalatok is igazoltak azt a feltételezésiinket, hogy a Wnt5a mddositani képes a VEGF-A
indukélta folyamatokat. Primer epitélsejtek esetében a migracios képességet fokozza, mig
endotélsejtek esetében a VEGF-A indukalta migraciot csokkenti. Ez a megfigyelés az
endotélsejtek szerepét hangstlyozza, amely magyarazatot adhat az SCC altipusban megfigyelt
sériilékeny érfalaknal tapasztaltakra.
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