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BEVEZETES ES CELKITUZES

A Ras fehérje és a hozza kapcsolt jelatviteli itvonalak koros mitkodésének vizsgalata a
molekularis onkoldgiai kutatasok igen nagy szazalékat teszik ki. A tézisben részletezett
munka célja két, potencidlis onkogén szereppel bird Ras jelatviteli utvonalakat szabalyozo
fehérje szerepének funkcionalis vizsgalata tumorok kialakulasdban. A tézis két részre
tagolodik: (1) a Ras guanil nukleotid releasing peptid 3 szerepének vizsgalata emld
daganatb6l szdrmaz6 mintakon és sejtvonalakon és a (2) protein kindz C & proliferaciot

szabalyoz6 szerepének vizsgalata rhabdomyosarcomaban.

A RASGRP3 FEHERJE SZEREPENEK VIZSGALATA EMLO DAGANATBOL
SZARMAZO MINTAKON ES SEJTVONALAKON

A Ras GTPazok alapvetd résztvevOi a sejten belili jelatviteli folyamatoknak. A
Mitogén-Aktivalt Fehérje Kinaz (MAPK) és Foszfolnozitid-3-Kinaz (PI3K) kaszkadok
aktivitasanak szabalyozasan keresztiil kulcsfontossagu szerepet jatszanak pl. a proliferacio, a
migracid, az apoptozis ¢és a sejtek talélésének szabalyozasaban. A Ras fehérj¢k a
protoonkogének csalddjaba tartoznak, konstitutiv aktivaciojuk, a hibas jelkozvetités révén
tumorok kialakulasdhoz vezethet. A gén amplifikacidja és a fehérje overexpresszidja szamos
daganatban megtalalhatd. Ezen fehérjéknek két allapota van: a GDP-kotott inaktiv és a GTP-t
kotott aktiv forma, mely szdmos effektor fehérjét képes aktivalni. A Ras csalad tagjainak
GTPaz aktivitasat olyan fehérjék szabalyozzdk, melyek képesek befolyasolni a nukleotid
kotési allapotukat. Ezen fehérjék kozé tartoznak az un. guanin nukleotid exchange azaz
cseréld faktorok, melyek szabalyozo szerepiiket azaltal toltik be, hogy eldsegitik a kotott GDP
ban Ebinu és munkatarsai fényt deritettek egy j Ras-specifikus cserélé faktorra, ami a Ras
guanil nukeotid releasing peptid (RasGRP) elnevezést kapta.

A RasGRP-k szerkezetének kiilonlegessége, hogy rendelkeznek egy tn. Cl-doménnel,
amely szekvencidjaban nagyon hasonld a protein kinaz C (PKC) enzimek C1 doménjéhez. Ez
a domén tartalmazza a kétéhelyet a diacilglicerol (DAG) és mas molekulak pl. forbol-észterek
szamara. Ezen szabalyoz6 molekulak kiemelt fontossaguak mind a PKC-k, mind a RasGRP-k
sejtalkotokhoz mint pl. a sejtmembran, a maghartya, a Golgi-komplex. A RasGRP1 ¢és
RasGRP3 fehérjék aktivitasa foszforilacid utjan is szabalyozott, mely foszforilaciot a DAG

kotott PKC enzimek végzik. A RasGRP csaldd tagjai kozil kiemelkedd szerepet



tulajdonitanak a RasGRP3-nak, mely fehérje overexpresszidja tobb rosszindulata
daganattipusban, példaul prosztata tumorokban és melanomaban is igazolt. In vitro kisérletek
alapjan a RasGRP3 tumorigenikus szereppel bir; a fehérje expressziojanak gatlasa csokkenti a
prosztata és melanoma tumor sejtek proliferacidjat in vitro és in vivo, valamint a sejtek
tulélését is szabalyozza. A fehérjének fontos szerepe van a Ras kapcsolt jelatviteli utvonalak
aktivitasanak szabalyozasaban, a RasGRP3 expresszio gatlasa csokkenti ezekben a sejtekben
a novekedési faktor indukalt Ras aktivaciot.

Figyelembe véve a RasGRP3 potencidlis onkogén hatasat, célul tiztiik ki a fehérje

expressziojanak illetve funkciondlis szerepének vizsgdlatdt human ép és eltérd gradusuy,

invaziv, ductalis adenocarcinomaboél szarmazo6 mintakon és sejtvonalakon.

PROTEIN KINAZ C3 SZEREPENEK VIZSGALATA RHABDOMYOSARCOMA
SEJTEK IN VITRO AND IN VIVO PROLIFERACIOJANAK SZABALYOZASABAN

A protein kinaz C (PKC) enzimcsalad tagjai szerin/treonin kinazok, amelyek alapvetd
szerepet jatszanak a sejten beliili jelatviteli folyamatokban. A RasGRP fehérjékhez hasonléan
rendelkeznek DAG ko6t6 Cl-doménnel. A PKC enzimek szerepe a tumorigenesisben
széleskortien bizonyitott. Tumoros sejtekben a Ras/Raf/MEK/ERKY2 valamint a
PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonalak aktivacidjanak szabalyozasan keresztiil kulcsfontossagu
szerepet jatszanak a proliferacio, a migracio, az apoptdzis, az angiogenezis €s a kemoterapias
szerekkel szembeni érzékenység szabalyozasdban. A PKC izoenzimek tulzott mértéki
expresszidja negativ prognozist és a kemoterdpiaval szembeni csokkent valasz révén rosszabb
tulélési esélyeket jelent a betegek szamara. Az PKC enzimek koziil a PKC a, B, € és o
izoformak szerepe a leginkabb dokumentalt kiilonb6z6 tumorok kialakulasaban, jelen tézis a
NPKCS szerepének vizsgalatat tiizte ki célul human rhabdomyosarcomaban (RMS). A RMS a
rosszindulata lagyrész daganatok egyik formaja; harantcsikolt izomsejt eredetli daganat, mely
7-8%-kat teszi ki a gyermekkori daganatos megbetegedéseknek. A betegség patogenezise,
azok a molekularis jelatviteli folyamatok, mely a betegség kialakulasahoz vezetnek a mai
napig nem tisztazottak.

Kevés informacié all rendelkezésiinkre a PKC izoformak szerepérdl human vazizom
jelen tézisben részletezett kisérleteket megel6z6 munkank soran C2CI12 egér myoblast
sejtvonalban mar kimutattuk, hogy a nPKCd izoforma overexpresszioja dramaian fokozta a

crer

kifejezé sejtek nagy méretii, gyakran kifekélyesed6 és vérzd, valamint (szamos esetben) a



kisérleti allat jelentdés sulyvesztését ¢€s haldlat eredményezéd tumorok kifejlodését
eredményezték. Szovettanilag ezen daganatok igen magas sejtosztodasi rataval, a rhabdoid
differencidlodas teljes hidnyaval, valamint infiltrativ (azaz malignus) ndvekedési
tulajdonsagokkal voltak jellemezheték, mely a kisérleti 4llat subcutan szoveteinek
roncsolodasdhoz vezetett. A nPKCo overexpresszor C2C12 myoblastok 4altal indukalt
tumorokat malignus rhabdomyosarcomaknak diagnosztizaltuk. Jelenleg kevés informacio all
rendelkezésiinkre a human rhabdomyosarcoma PKC expresszids profiljarol.

kisérleteink soran ezen izoforma tovabbi funkcidjanak vizsgalatat tiztik ki célul

rhabdomyosarcoma sejtek in vitro és in vivo novekedésének szabalyozasaban.



ANYAGOK ES MODSZEREK
HUMAN MINTAK ELOKESZITESE

A human mintakon alapuld kisérletek a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga altal
eléirt irdnyelveknek és a magyar torvényeknek megfelelden keriiltek kivitelezésre. A
kutatasaink soran felhasznalt mintak sebészi szovetdarabokbdl szarmaztak. A feldolgozas
soran a tumorok egy része hematoxilin-eozin festés alapi patologiai kiértékelésre keriilt,
masik résziik folyékony nitrogénben torténd fagyasztast kovetden, a tovabbiakban részletezett

Western blot illetve Q-PCR kisérletek soran keriilt felhasznalasra.
SEJTTENYESZTES

Kisérleteink soran hat emlé-eredeti ductalis adenocarcinomaboél szarmazé sejtvonalat
hasznaltunk. A BT-474 jeli sejtvonal primer, eml6é-eredetli ductalis adenocarcinomabol
szarmazik, az MCF7, T-47D, JIMT-1 és SK-BR-3 sejtvonalak pleuralis, mig az MDA-MB-
453 pericardialis, metasztatikus ductalis adenocarcinomabdl izolalt sejtvonal. A sejtek koziil a
T-47D és a BT-474 sejtvonalat RPMI-1640 Medium-ban tenyésztettiik, amelyet 10 V/V%
hovel inaktivalt embrionalis borji szérummal (FBS), 2 mM L-glutaminnal, 50 1U/ml
penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel, valamint a T-47D sejtvonal esetén 0.2 U/ml
inzulinnal egészitettiink ki. Az MCF7, a JIMT-1 ¢és az SK-BR-3 sejtkulturakat Dulbecco’s
Modified Eagle Mediumban (DMEM) tenyésztettiik, amelyet 10 V/V% FBS-sel, 2 mM L-
glutaminnal, 50 TU/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel, az MCF7 sejtvonalnal 0,2
mg/ml inzulinnal, a JIMT-1 sejteknél 0,6 U/l inzulinnal egészitettiink ki. Az MDA-MB-453
sejtvonalat Leibovitz’s L-15 Médiumban tartottuk fent, amelyet 10 V/V% FBS-sel, 2 mM L-
glutaminnal és 50 IU/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel egészitettiink ki.

A humén rhabdomyosarcoma (RD) sejteket DMEM-ben tenyésztettiik, amelyet 10
VIN% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 50 IU/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel
egészitettiink ki.

A sejtvonalakat monolayer formaban 5% CO, tartalmu, parasitott 1égtérben, 37°C-on

tenyésztettik. A sejteket 90%-os konfluencia elérése utan passzaltuk.
IMMUNHISZTOKEMIA

Az immunhisztokémiai kisérleteket 4%-0s formalinnal fixalt, paraffinba agyazott

metszeteken végeztiink. Az immunfestés elsé 1épéseként a paraffint kioldottuk a metszetekbdl



xilol, higul6 alkoholsor €és desztillalt vizes moséssal, 5-5 perces inkubaciét alkalmazva. Ezt
kovetden antigén feltaras céljabol 10 percig citrat pufferben [pH 6.0] hokezeltiikk a mintdkat,
majd egy desztillalt vizes mosast kovetden szintén 10 percig HyO, 3 %-os vizes oldatdban
tartottuk a metszeteket az endogén peroxidaz gatlasa érdekében. Ezutan desztillalt vizes, majd
PBS pufferben valé mosast alkalmaztunk, amit a kotéhelyek blokkoldsa kovetett blokkolo
oldat (1 m/m% BSA és 0,6 % Triton X-100 tartalmi PBS) segitségével. A mintakat
inkubaltuk az adott kisérletnek megfeleld elsédleges antitesttel, majd PBS-ben torténd mosas
kovetkezett. A kovetkezO 1épésben a mintakat EnVision rendszerrel inkubaltuk 30 percen
keresztiil. Az immunreakciét diaminobenzidin (DAB) reagens alkalmazasaval tettiik
lathatova. A sejtmagokat hematoxilinnel festettilk, véglil a metszeteket vizes bazist
fedéanyaggal fedtiik le. A szoveti metszeteken torténd vizsgalatok sordn is végeztiink negativ
kontroll kisérleteket, melyek az elsddleges antitest elhagydsaval vagy egy, a gyarto altal
biztositott blokkolo peptid alkalmazasaval torténtek.

MIKROSZKOPIA

Az immunhisztokémiai kisérletek eredményeinek mikroszkopos vizsgalatahoz Nikon
Eclipse 600W konvencionalis, fluoreszcens mikroszkopot alkalmaztunk. A felvételeket a
mikroszkophoz csatolt ,,RT colour CCD kamera” és a Kodak Spot v3.5 program segitségével
detektaltuk. A felvételeket az Image J image analizalo szoftver segitségével analizaltuk. A
proliferalé (Ki67 pozitiv) sejtek szamat ot, véletlenszeriien elhelyezett, egyenld nagysagu
teriileten beliil hataroztuk meg; a kapott értékeket az adott teriileten beliil megszamolt teljes

sejtszamra normalizalva tiintettiik fel. Az egy csoportba tartozé eredményeket atlagoltuk.

MOLEKULARIS BIOLOGIAI TECHNIKAK

WESTERN BLOT

A Western blot kisérletekhez mind szovet-, mind teljes sejtlizatumot hasznaltunk fel. A
szoveteket  folyékony nitrogénben  gyorsfagyasztottuk, dorzsmozsar segitségével
mechanikusan poritottuk, majd detergens mixben lizaltuk éket. A sejttenyészeteket PBS-ben
mostuk, majd detergens mixben arattuk. A szovet- és sejtlizatumokon jégen ultrahangos
feltarast (szonikalast) végeztiink, majd BCA protein assay segitségével meghataroztuk
fehérjetartalmukat. Ezutan a mintak proteintartalmat 1-4 pg/ul-re allitottuk be, majd natrium-

dodecil-szulfat (SDS) mintapufferben 10 percig forrasban 1€v6 vizben denaturaltuk. Az igy



elkészitett ~mintdkbol azonos mennyiségeket felhaszndlva SDS  poliakrilamid
gélelektroforézist végeztiink 140 V konstans fesziiltségen. A gélelektroforézishez 10%-0s gélt
hasznaltunk, amelyre 20-60 pg mennyiségben vittiik fel a mintdkat. Ezutan a gélben 1évo
fehérjéket BioBond nitrocelluloz membranra transzferaltuk, majd a membran szabad
kotohelyeit 5 %-0s sovany tejport tartalmazd PBS-sel szobahémérsékleten 30 percig
blokkoltuk. Ezt kovetéen a membrant a megfeleld elsddleges antitesttel inkubaltuk 5 %
sovany tejport tartalmazo PBS-ben egy éjszakan at 4 °C-os hémérsékleten. Az inkubacid utan
a membrant 3x10 percig PBST oldatban mostuk, majd az elsédleges antitestnek megfeleld
torma-peroxidazzal (HRP) konjugdlt, madasodlagos antitesttel inkubdltuk 1 oOrdan at
szobahémérsékleten. Az immunjeleket minden esetben kemilumineszcens SuperSignal®
West Pico illetve Femto Chemiluminescent Substrate kit segitségével tettikk lathatova,
KODAK Gel Logic 1500 Imaging System késziilék felhasznalasaval. Az egyenletes
mintafelvitel ellenérzésére a B-aktin vagy GAPDH belsé kontrollokat alkalmaztunk. A
membrant 30 percig PBST-ben torténé mosast kovetéen az adott belsé kontroll elsédleges
antitesttel, majd annak megfeleld6 masodlagos antitesttel a fentebb ismertetett modon
ujrajeloltiik. A kapott immunjelek digitalis rogzitését ebben az esetben is a Kodak Ml 4.0.5

programmal végeztiik.
Q-PCR

A teljes RNS-t TRIzol felhasznalasaval izolaltuk, majd a gyartd protokolljanak
megfelelden (az esetleges genomi DNS szennyezés eliminéalasara) DNaz kezelést végeztiink.
Ezt kovetden a teljes RNS 1 pg-jabol kiindulva 15 TU AMV reverz transzkriptazt, 1 U
rekombinans RNasin ribonukledz inhibitort és 0,025 pg/ul random primert felhasznalva
allitottunk el6 cDNS-t. A PCR amplifikacids reakciot TagMan primerekkel és probakkal
végeztiik. A génexpresszid relativ mennyiségét a ACT moddszer segitségével hataroztuk meg.

A Q-PCR kisérleteket ABI Prism 7000 késziiléken végeztiik el.
TRANSZFEKCIO

RASGRP3 GENCSENDESITES

A RasGRP3 fehérje géncsendesitését a GenScript altal készitett pRNA-H1.1/Retro
retrovirdlis vektor segitségével végeztiik. Kisérleteink soran egy RasGRP3 fehérje
expresszidjat gatlo ShRNS-t (shRasGRP3), illetve kontrollként scrambled (kevert) shRNS

szekvencidkat alkalmaztunk. Az infektiv partikulumok eldallitasat, az infektiv titer



meghatarozasat és a T-47D és MCF7 gazdasejtek fert6zését a CloneTech protokollja alapjan
végeztikk el. A transzdukalt sejttenyészeteken Hygromycin B alapu szelekciot végeztiink,

majd a kisérleteinket az antibiotikum rezisztens klonokon hajtottuk végre.

nPKCS OVEREXPRESSZIO

A nPKC) ¢s a dominans negativ NPKCd mutans (DN-nPKC3) cDNS szekvencidit egy
metallothionein promoter vezérelt eukaridta expresszids vektorba (peMTH) ligaltuk. Az RD
sejteken kontrollként az iires vektorral (peMTH) illetve a nPKCé vagy DN-nPKCS
szekvenciakat tartalmazo vektorokkal Lipofectamin alapt transzfekciot hajtottunk végre. A
transzfekciot kovetden a sejteken Geneticin alapt szelekcidt végeztiink, majd a kisérleteinket

az antibiotikum rezisztens klonokon hajtottuk végre.
SEJTEK PROLIFERACIOJANAK MEGHATAROZASA

Kisérleteink soran a CyQuant Assay segitségével hatdroztuk meg a T-47D és MCF7 sejtek
fluoreszcens festék, mely a sejtek DNS-éhez kotddik, igy az adott fluoreszcencia mértéke
egyenesen ardnyos a proliferdci6 mértékével. A mérések 24 oranként, 5 napon keresztiil
zajlottak. A CyQuant festék fluoreszcencia intenzitasat FlexStation III spektrofluorométerrel
végeztiik 480 nm excitacios és 520 nm emisszids hullamhosszokat alkalmazva.

Szintén a CyQuant Assay segitségével hataroztuk meg a T-47D ¢és MCF7 sejtek
kemoterapids szerekkel szembeni érzékenységének valtozasat. A sejteket kiillonbozo
koncentraciokban alkalmazott kemoterapias szerekkel (Tamoxifen és Herceptin) 72 oOran
keresztiil kezeltilk, majd a kezelési id6 letelte utdn az el6zdekben leirtaknak megfeleléen
proliferacios assay-t végeztiik.

Az RD sejtek novekedését MTT alapt kolorimetrias assay segitségével hataroztuk meg. A
modszer alapja, hogy az €16 sejtek mitokondrialis dehidrogenaz enzime az MTT-ben [3- (4,5-
dimetiltiazol- 2-il-) 2,5-difenil tetrazolium bromid] talalhato tetrazolium gytrt hasitja. Ennek
hatdsara formazan kristalyok keletkeznek, melyek mennyisége savas olddsukat kdvetden
kolorimetridsan mérhetd. A mért abszorbancia egyenesen aranyos az €10 sejtek szamaval. A

crer

inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejtekhez MTT-szolubilizalé oldatot adtunk és 30 percig 25 °C-on



inkubaltuk, majd FlexStationlll (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) segitségével

kolorimetrias mérést végeztiink 567 nm-en.
A SEJTEK TULELESENEK MEGHATAROZASA

A sejtek talélésének meghatarozasara Annexin-V/propidium jodid (Pl) kettds jelolést
végeztiink. A sejteket CMF-PBS-sel mostuk, 1uM koncentracidban jeloltiik Annexin-V-re,
majd 20 percig 4 °C-on inkubaltuk. A propidium jodidot 5 pg/ml koncentracioban 10 perccel
a FACScan flow citométerrel torténd mérés el6tt adtuk a sejtekhez. Az adatok kiértékeléséhez
FSC Express szoftwert hasznaltunk.

A mitokondrialis membranpotencial csokkenése az apoptozis egyik elsé markere. A sejtek
mitokondrialis membranpotencialjanak meghatarozasdra MitoProbe™ DilC1(5) Assay-t
hasznaltunk. A DilCl egy mitokondridlis membranpotencial érzékeny festék, mely az ép,
membranpotenciallal rendelkez6 mitokondriumokban halmozdédik fel. Az apoptotikus
folyamatok esetén a sejtek mitokondrialis membranpotencidlja csokken, igy kevesebb festék
halmozédik fel benniik, ami a festék fluoreszcencidjanak csokkenésében nyilvanul meg. Az
assay soran a sejteket a gyartd utasitasai szerint DilC1 reagenssel 37 °C-on 30 percig
inkubaltuk. Ezt koveten a sejteket PBS-sel mostuk, és a festék fluoreszcenciajat 630 nm-es
excitacids €és 670 nm-es emisszios hullamhosszon mértiikk FlexStation III spektrofluorométer

segitségével.

IN VIVO KiSERLETEK

A SCID egér kisérletek a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga altal elbirt iranyelveknek
¢és a magyar torvényeknek megfeleléen keriiltek kivitelezésre a Debreceni Egyetem
Borgyogyaszati Klinikdjan. 4 x 108 mennyiségii sejtet injektaltunk az egerekbe. Miutan
jelentds mértékli tumor novekedést figyeltiink meg, az allatokat eutanizéltuk, a kifejlédott
tumorokat kimetszettiik, stlyukat, harom dimenzidés méretiiket lemértiik és hematoxilin-eozin

alapu patologiai diagno6zisnak valamint Ki67 proliferacios analizisnek vetettiik ala.
STATISZTIKAI ANALI{ZIS

Adataink feldolgozasahoz a Microcal Software Inc. altal kifejlesztett Origin Pro Plus 6
szoftvert hasznaltuk. Statisztikai elemzéseink soran a szignifikans kiilonbség (p<0,05)

megallapitasdhoz Student-féle kétmintés t-probat végeztiink.
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EREDMENYEK

A RASGRP3 FEHERJE SZEREPENEK VIZSGALATA EMLO DAGANATBOL
SZARMAZO MINTAKON ES SEJTVONALAKON

A RasGRP3 expresszalodik emlo-eredetii, ductalis adenocarcinomdbol szarmazo széveteken

és sejtvonalakon

Kisérleteink elsé 1épéseként megvizsgaltuk human ép emldszdvet, valamint eltérd
gradust, invaziv  ductdlis adenocarcinomabdl szarmazo ~mintdk RasGRP3  és
phosphoRasGRP3 exressziojat mind mRNS (Q-PCR), mind fehérje szinten (Western blot).
Eredményeink szerint a RasGRP3 mind RNS, mind fehérje szinten kifejezodik human emld
tumorokban. A fehérje expresszidjanak mértéke a tumoros mintdkban magasabb az ¢ép
szovetekhez képest. Ez a tendencia a foszfoRasGRP3 fehérje szintii expresszidja esetében is
megfigyelhetd. A fehérje sejteken beliili lokalizacidjanak vizsgalatahoz immunhisztokémia
kisérleteket végeztiink, mely eredménye szerint a RasGRP3 jellemzéen a sejtek
citoplazmajaban fejezodik ki, mig a fehérje foszforilalt formdaja nuklearis/perinuklearis
elhelyezkedést mutat.

In vitro kisérleteink soran megvizsgaltunk egy primer ductalis adenocarcinomabol
szarmazo (BT-474) és kiilonbozé metasztatikus (MDA-MB-453, JIMT-1, MCF7, SK-BR-3,
T-47D) sejtvonalak RasGRP3 expresszidjat mind mRNS, mind fehérje szinten. A kisérletek
soran a PC-3 tumoros prosztata sejtvonalat pozitiv kontrollként alkalmaztuk. Eredményeink
szerint minden sejtvonal expresszalja a RasGRP3 fehérjét, a BT-474 primer tumorbol
szarmazo, illetve az MDA-MB-453 metasztatikus sejtvonalnél ez az expresszid alacsonyabb

mértékii a tobbi sejtvonalakhoz képest.
RasGRP3 géncsendesités az MCF7 és T-47D sejtvonalakon

Mivel a RasGRP3 fehérjének szelektiv gatloszere nem ismert, ezért az RNS
interferencia modszerét valasztottuk a fehérje kifejezddésének specifikus gatlasara. Ezen
kisérletek soran létrehoztunk egy olyan RasGRP3 specifikus ShRNS-t expresszalo retrovirust,
amelynek segitségével stabil géncsendesitést végezhettiink az MCF7 és T-47D sejtvonalakon,
lehetdséget teremtve a RasGRP3 géncsendesitése kovetkeztében kialakult valtozasok, igy a
proliferaciod iitemének, a sejtek életképességének és az apoptotikus sejthalal folyamatainak
kvantitativ vizsgalatara. A kisérletek soran kontrollként scrambled sShRNS-t hasznaltunk. A

géncsendesités sikerességét Western blottal ellendriztiik, a funkcionaldé RasGRP3 shRNS-sel
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transzfektalt tenyészetekben igen jelentds RasGRP3 expresszié csokkenést sikeriilt elérni

mindkét sejtvonalon.

crer

A RasGRP3 géncsendesités csokkenti a sejtek proliferaciojat

sejtek DNS-éhez kotédo fluoreszeens festéken alapuld modszer. A sejtek ezen festékkel valod
jelolése utan a mért fluoreszcencia intenzitasbdl egyenes aranyban kovetkeztetni lehet a
nem volt hatdssal, a RaSGRP3 expresszidjanak gatlasa azonban a proliferacié mértékének

szignifikans csokkenését okozta mind az MCF7, mind a T-47D tenyészeteken.
A RasGRP3 géncsendesités hatdsa a sejtek tulélésére

A RasGRP3 szerepének vizsgalatara a sejtek talélésének szabalyozasaban Annexin-
V/propidium jodid kett6s jelolést végeztiink. A flow citométerrel végzett analizis eredményei
szerint a RasGRP3 expresszid gatlasa apoptozist indukalt az MCF7 sejtekben, mig a T-47D
sejtek tulélésére nem volt hatassal. Eredményiink megerdsitésére kvantitativ fluorimetrias
méréseket végeztiink a mitkondridlis membranpotencial detektalasara. Megallapitottuk, hogy
a RasGRP3 expresszid gatlasa csokkenti a mitokondridlis membranpotencialt az MCF7

sejtekben, igy apoptozist indukal, mig a T-47D sejtekben ilyen valtozast nem tapasztaltunk.
A RasGRP3 géncsendesités hatasa a sejtek kemoterapias szerekkel szembeni érzékenységére

A Ras fehérjéhez kapcsolt jelatviteli Gtvonalaknak szerepe van a klinikumban igen
széleskorlien alkalmazott szer, a Tamoxifennel és a Herceptinnel szembeni rezisztencia
kialakuldsédban. Tovéabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk a RasGRP3 géncsendesités hatasat
a sejtek ezen kemoterapias szerekkel szembeni érzékenységére. Eredményeink alapjan a
T-47D sejtek a RasGRP3 géncsendesités kovetkeztében érzékenyebbé valnak mind
Tamoxifenre, mind Herceptinre; az adott szerek alacsonyabb koncentracioban alkalmazva is
képesek a RasGRP3 géncsendesitett sejtek novekedését gatolni a nem transzfektalr kontroll
illetve scrambled kontroll tenyészetekkel Osszehasonlitva. Az MCF7 sejtek Tamoxifen €s

Herceptin érzékenységét a RasGRP3 expresszid nem befolyasolja.
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A RasGRP3 géncsendesités hatasa a sejtek tumorigenitasara

A RasGRP3 géncsendesités hatasat mindkét sejtvonal tumorigenitdsara SCID egér
modell segitségével vizsgaltuk. Mindkét sejtvonal kontroll, scrambled kontroll és RasGRP3
géncsendesitett tenyészeteit az egerekbe szubkutdn beinjektaltuk, a kifejlodott tumorokat
eltavolitottuk, stlyukat lemértiik €s hisztopatologiai elemzést végeztiink rajtuk. Mindkét
sejtvonal esetén a RasGRP3 géncsendesités a tumor ndovekedésének szignifikans csokkenését
okozta. A hisztopatholédgiai elemzés igazolta, hogy a T-47D sejtekbdl kifejlodott tumorokra
az infiltrativ természetii Gn. ,,Pushing tipust” novekedés jellemzd, mely mechanikai nyomast
fejt ki a kornyezo szovetekre; nekrotikus szovetteriiletek gyakran el6fordultak ezekben a
tumorokban. Az MCF7 sejt eredetli daganatok szovettani megjelenése azonban mas jellegi,
ezen sejtek differencialtabb, nem infiltrativ tumorokat képeznek. A kifejlédott tumorok
proliferaciés ratajanak jellemzésére Ki67-specifikus immunfestést végeztink. Az
immunhisztokémia analizis szerint az MCF7 sejtek esetén, a RasGRP3 géncsendesitett
tenyészetbdl kifejlodott tumorokban a Ki67 pozitiv sejtek aranya kevesebb a scrambled
kontroll tenyészetekhez képest. A T-47D sejtek esetén szignifikans kiilonbséget a Ki67

expresszioban nem tapasztaltunk.

A RasGRP3 géncsendesités hatasa a novekedési faktor indukalt Akt, ERK ' és Osztrogén

receptor aktivaciora

Az inzulinszerli novekedési faktor-1 (IGF-I) és az epidermalis novekedési faktor
(EGF) a Ras tutvonal aktivalasan keresztiil noveli az emld tumor sejtek proliferaciojat és
invazivitasat. Kisérleteink utolso szakaszaban IGF-I and EGF kezelést kovetden Western blot
segitségével megvizsgaltuk a RasGRP3 géncsendesités hatasat két, Ras effektor fehérje az
Akt és ERK 1/2 aktivaciojara. Megallapitottuk, hogy mindkét sejtvonal esetén a RasGRP3
géncsendesités csokkenti a novekedési faktorok altal indukalt Akt és ERK 1/2 foszforilaciot.
Ezen effektor fehérjéknek fontos szerepe van az Osztrogén receptor aktivitdsanak
szabalyozasaban, az Akt és ERK 1/2 aktivacio csokkenésének révén az Osztrogén receptor
foszforilaltsaga is csokkent. Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a fehérje szerepét az
RasGRP3 géncsendesités hatasat négy, Osztrogén szabalyozott gén expresszidjara,
nevezetesen a progeszteron receptor, a katepszin D, a citokrom C és lorikrin expresszidjara.

Eredményeink szerint a lorikrin kivételével, a gének kifejezddése jelentds mértékben csokkent

a RasGRP3 géncsendesitett tenyészetekben.
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A RasGRP3 géncsendesités hatasa az IGF-IR, EGFR ¢és HER-2 receptorok expresszidjara

Jelatviteli kisérleteink utolsd Iépéseként, Q-PCR ¢és Western blot segitségével
megvizsgaltuk a RasGRP3 géncsendesités hatasat az IGF-IR, EGFR és HER-2 receptorok
expressziojara. Eredményeink szerint a fehérje gatlasa csokkentette az IGF-IR és EGFR
kifejez6dését az MCF7 sejtekben, mig a T-47D sejtekben nem volt hatassal a receptorok
expresszidjara. A RasGRP3 géncsendesités nem befolyasolta a HER-2 receptor expresszidjara

egyik sejtvonalban sem.

PROTEIN KINAZ C8 SZEREPENEK VIZSGALATA RHABDOMYOSARCOMA
SEJTEK IN VITRO AND IN VIVO PROLIFERACIOJANAK SZABALYOZASABAN

Az nPKC5 overexpresszioja rhabdomyosarcoma sejtvonalon

Az nPKCd funkciondlis szerepének vizsgéalatira Iétrehoztunk egy nPKCo-t
overexpresszald vektort, amelyel a human rhabdomyosarcoma eredeti RD sejteket
transzfektaltuk. A kisérletek soran kontrollként iires vektorral illetve a DN-nPKCd mutanssal
transzfektalt tenyészeteket hasznaltunk. Az overexpresszid sikerességét Western blottal
ellendriztiik, eredményeink szerint a nPKCd transzfektalt tenyészetekben igen jelentdés nPKCo

expresszio novekedést sikeriilt elérni a kontroll tenyészetekhez képest.

nPKC3 overexpresszio noveli az RD sejtek novekedését

A sejtek novekedésének megitélésére mitokondrialis enzimaktivitdst méré MTT assay-
t hasznaltunk. Eredményeink szerint az nPKCd overexpresszid szignifikdnsan ndvelte a
sejtek novekedését 6sszehasonlitva az tires vektort illetve a8 DN-nPKCd mutanst expresszald

tenyészetekkel.

nPKCd overexpresszid hatasa az IGF-I indukalt ERK ' aktivaciora

Az IGF-I jelatviteli Gtvonal kiemelkedd szereppel bir a rhabdomyosarcoma sejtek
életképességének szabalyozasaban, ezért Western blot segitségével megvizsgaltuk a nPKCd
overexpresszié hatasat az ERK '%2 kindz aktivacidjara. Eredményeink szerint, a nPKCd

overexpresszio noveli az IGF-I indukalt ERK Y4 foszforilaciot.
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nPKCd overexpresszio hatasa a sejtek tumorigenitasara

A nPKCd overexpresszio hatasat a sejtek tumorigenitasara SCID egér modell
segitségével vizsgaltuk. Az nPKCo és DN-nPKCo formakat overexpresszald, valamint az tlires
peMTH vektorral transzfektalt kontroll tenyészeteket SCID egerekbe injektaltuk, a kifejlodott
tumorokat eltavolitottuk és az el6zdekben ismertetett mdodon hisztopatologiai elemzést
végeztiink rajtuk. Habar az nPKCd overexpresszid a tumorndvekedés mértékét szignifikdnsan
nem befolyasolta, de az elemzés soran ezen formaval transzfektalt sejtek novekedése
bizonyult a leginfiltrativabbnak. A Ki67-specifikus immunfestés igazolta, hogy a nPKCé-at
overexpresszald sejtekbol kifejlédott tumorok proliferacios rataja volt a legmagasabb a

kontroll tenyészetekkel dsszehasonlitva.
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MEGBESZELES
A RASGRP3 FEHERJE SZEREPENEK VIZSGALATA EMLO DAGANATBOL
SZARMAZO MINTAKON ES SEJTVONALAKON

Korabbi kisérleti eredmények mar bebizonyitottdk, hogy a RasGRP3 fehérje fontos
szerepet tOlt be a prosztata tumoros és a melanoma sejtek tumorigenitasanak kialakitasaban,
azonban -legjobb tudasunk szerint- a jelen munka bizonyitja els6ként a fehérje
overexpresszidjat és onkogenikus szerepét human emld daganatban. Kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy a RasGRP3 fehérje mind mRNS mind fehérje szinten kifejezédik
human daganatos, eltéré gradusbdl szarmazo emld szoveti mintakban. Kimutattuk tovabba,
hogy a RasGRP3 expresszioja a tumoros szovetekben magasabb a kontroll mintakhoz képest.
Immunhisztokémia segitségével megallapitottuk, hogy a RasGRP3 jellemzéen a sejtek
citoplazmaban helyezkedik el, mig a fehérje —feltételezhetden- aktiv forméja a
foszfoRasGRP3 nuklearis/perinuklearis immunreakciot mutat. Kisérleteink kovetkezd
szakaszaban in vitro koriilmények kozott 6 emlé-eredetli tumoros sejtvonalon vizsgaltuk a
RasGRP3 kifejez6dését (primer: BT-474; metasztatikus: MCF7, T-47D, SK-BR-3, MDA-
MB-453, JIMT-1). A Q-PCR-ral és Western blottal kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a
sejtvonalak expresszaljak a fehérjét, ezen expresszié mértéke a metasztatikus sejtvonalakban
magasabb, mint a primer sejtkultura esetében. A RasGRP3 bioldgiai funkcidinak
vizsgalatahoz két metasztatikus sejtvonalon (MCF7 és T-47D) shRNS technikaval RasGRP3
a RasGRP3 expresszigjanak gatlasa a proliferacid6 mértékének szignifikdns csokkenését
okozta mindkét sejtvonal esetében. Kisérleteink sordn annexin-V/propidium jodid kettds
jelolést illetve DilC; mitokondrialis membranpotencialt meghatarozd assay segitségével
megallapitottuk, hogy a RasGRP3 kifejez6désének csokkentése az MCF7 sejtekben
apoptozist indukalt. A RasGRP3 szerepe feltételezhetd a sejtek Tamoxifen és Herceptin
kemoterapids szerekkel szembeni érzékenységének kialakitidsaban. A fehérje expressziojanak
gatlasaval a T-47D sejtek rezisztencidja a szerekkel szemben jelentdésen csokkent. A
tenyészetek tumorigenitasanak vizsgalatara SCID egér modellt alkalmaztunk. Eredményeink
szerint a RasGRP3 géncsendesités kovetkeztében a sejtek tumorigenitdsa, az egerekben
kifejlodd tumorok mérete szignifikdns csokkenést mutatott a kontroll tenyészetekhez képest.
Munkénk utols6 szakaszaban Western blot segitségével megvizsgaltuk a RasGRP3 funkcio
gatlasanak hatasat két Ras effektor fehérje az Akt és ERK % kinazok aktivitasara, valamint az
IGF-1 és EGF receptorok expressziojara. Eredményeink szerint a fehérje gatlasaval a Ras

kapcsolt jelatviteli utvonalak aktivitdsa jelentés mértékben csokkenthetd. Mindemellett
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megallapitottuk, hogy a RasGRP3 géncsendesitéssel a ndvekedési faktor receptorok
expresszidja a T-47D sejtekben szignifikansan csokkent. Eredményeink alapjan feltételezhetd
a RasGRP3 fehérje onkogén szerepe emld daganatok kialakitasaban ¢és a sejtek

novekedésének, tulélésének illetve kemoterapias érzékenységének szabalyozasaban, felvetve

crer

PROTEIN KINAZ C8& SZEREPENEK VIZSGALATA RHABDOMYOSARCOMA
SEJTEK IN VITRO AND IN VIVO PROLIFERACIOJANAK SZABALYOZASABAN

A PKC izoenzimek proliferacioban betoltott szerepének vizsgalata soran mar korabbi
kisérleteink soran kimutattuk, hogy C2C12 egér myoblast és primer human tenyésztett
vazizomsejtek expresszaljak a nPKCS izoformat. A jelen kisérleteket megel6z6 munkank
soran C2C12 sejteken kimutattuk, hogy a nPKCS rekombinans overexpresszidja Kiemelt
szereppel bir a sejtek proliferacidjanak, differenciacidjanak és tumorigenitasanak
szabalyozasaban. Habar human rhabdomyosarcomdban a kiilonb6z6 PKC izoenzimek
overexpresszidja mar igazolt, a jelen tézisben részletezett kisérletek adjak az els6 bizonyitékot
a fehérje funkcionalis szerepére vonatkozdan. Az nPKCd overexpresszidjat kdvetden az RD
sejtekben, MTT assay segitségével sikeresen bizonyitottuk, hogy ez az izoforma fokozta a
eredményezték SCID egerekben. Szovettanilag ezen daganatok magas sejtosztodasi rataval és
malignus novekedési tulajdonsagokkal voltak jellemezhetok, mely a kisérleti allat subcutan
szoveteinek (zsir- és kotdszovet) roncsolddasahoz vezetett. Korabbi kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy C2C12 sejteken a nPKCS izoforma kulcsfontossagli szereppel bir az
IGF-1 vazizomsejt proliferaciot serkentd hatasanak kifejlodésében és a MAPK utvonal
,upstream” reguldtoraként viselkedik. Ismervén az IGF-I jelatviteli utvonal fontos szerepét
szakaszaban Western blot segitségével megvizsgaltuk a nPKCd izoforma overexpresszidjanak
hatasat az ERK 2 kinaz aktivitdsara. Eredményeink szerint a fehérje overexpressziojaval a
MAPK tutvonal aktivitasa szignifikansan fokozodik szemben a nPKCS dominans negativ
mutansat kifejezé sejtekkel. Eredményeink alapjan feltételezhetd a nPKCo izoforma
potencialis onkogén szerepe human rhabdomyosarcoma kialakitasaban ¢és a sejtek

novekedésének szabalyozasaban.
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ABSZTRAKT

A RasGRP3, a Ras-specifikus guanin nukleotid exchange faktorok (RasGEFs) kozé
tartozd RasGRP (Ras guanil nukeotid releasing peptid) csalad tagja. A RasGRP3 fehérje
potencidlis onkogén hatdsi molekula; mér tobb rosszindulati daganattipusban, példaul a
¢s a fehérjetermék overexpressziojat. A protein kinaz C (PKC) izoenzimcsaladba tartozo
nPKC3 a jelatviteli folyamatok egyik kdzponti szabalyozd molekulaja, mely overexpresszioja
¢és koros miikddése szamos malignus elvaltozasban igazolt. Mindkét fehérje fontos szereppel
bir a Ras kapcsolt jelatviteli utvonalak szabalyozasdban, mely konstitutiv aktivacioja felelds a
malignus elvaltozasok kialakuldsaért. A fehérjék potencialis onkogén hatasat figyelembe véve
kisérleteink soran egyrészt megvizsgaltuk a RasGRP3 kifejezddését és funkcionalis szerepét
az egyik legrosszindulatibb daganattipusban, az emlé-eredetli ductalis adenocarcinomaban,
tovabba az nPKCS izoforma szerepét rhabdomyosarcoma sejtek in vitro és in vivo
novekedésének szabalyozasaban.

Kisérleteink soran sikerrel igazoltuk a RasGRP3 gén- és fehérjeszintii jelenlétét
human, eml6-eredetli ductalis adenocarcinomabol szarmazoé szdveti  mintakon.
Megallapitottuk, hogy mig a RasGRP3 jellemzden a sejtek citoplazméjaban expresszalodik,
addig az aktiv, vagyis foszforilalt forma nuklearis/perinuklearis elhelyezkedést mutat. Ezt
kovetden primer (BT-474) és metasztatikus (MCF7, T-47D, SK-BR-3, MDA-MB-453, JIMT-
1) emld tumoros sejtvonalakon mind mRNS, mind fehérje szinten sikeriilt kimutatnunk a
fehérje expresszidjat. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a primer sejtvonal RasGRP3
expresszidjanak mértéke kisebb, mint a metasztatikus tarsaié. Ennek alapjan a RasGRP3
funkcionalis szerepét tisztazando viralis transzfekciot felhasznalva RasGRP3 géncsendesitett
tenyészeteket hoztunk 1étre az MCF7 és T-47D sejtvonalakon. A RasGRP3 expresszi6 gatlasa
okozta esetleges sejtélettani valtozésokat, igy a proliferacidé mértékét és a kemoterapids
szerekkel szembeni érzékenységet CyQuant assay-vel, az esetlegesen kialakuld apoptdzis
mértékét Annexin-V/propidium jodid kettés festéssel és DilC fluorimetrias mérésekkel
kovettiik nyomon. Jelatviteli kisérleteink sordn az Akt és ERK 5 kindzok aktivitasat, valamint
az IGF-IR ¢és EGFR novekedési faktor receptorok kifejezddését Western blot segitségével
vizsgaltuk. Az eredmények alapjan megallapithattuk, hogy a fehérje expressziojanak gatlasa a

crer

folyamatokat indukal az MCF7 sejvonalban. A fehérje expresszidjanak gatlasaval tovabba
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csokkent a T-47D sejtek rezisztenciaja a kemoterapia soran hasznalt Tamoxifennel és
Herceptinnel szemben. Jelatviteli kisérleteink soran megéllapitottuk, hogy a fehérje gatlasaval
a Ras kapcsolt jelatviteli utvonalak aktivitasa jelentds mértékben csokkenthetd.

A munka masik részében, az nPKCd overexpresszidjat kovetden az RD sejtekben,
MTT assay segitségével sikeresen kimutattuk, hogy ez az izoforma fokozza a sejtek in vitro és
MAPK ttvonal ,upstream” regulatoraként viselkedik rhabdomyosarcomaban; a fehérje
overexpresszidjaval az ERK 2 kinaz aktivitasa szignifikansan fokozodik.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy mindkét fehérje potencidlis onkogén

szereppel bir az emlitett tumorok kialakitasaban és a sejtek novekedésének szabalyozasaban.
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