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Roviditések jegyzéke

15d-PGJ2: 15-deoxy-D12,14-prosztaglandin J2
AC: adenokarcindma

ALK: anaplastic lymphomakinase

ALK: anaplasztikus limféma kinaz

ANOVA: variancia analizis

APC: allophycocianin

COX: ciklooxigenaz

DMSO: dimetil-szulfoxid

EGFR: epidermalis névekedési faktor
EGM-2: endotél ngvekedési médium

F11: fibroblaszt sejtvonal

FBS: borju szérum

FDA: Food and Drug Administration

FGF: fibroblaszt novekedési faktor

FGFR: fibroblaszt ndvekedési faktor receptor
FGM-2: fibroblaszt névekedési médium
FZD: Frizzled

GFP: green fluorescent protein

HIF-1alpha: hipoxia indukalt faktor 1-alfa
HMVEC-L: mikrovaszkularis tiidé endotélsejt
IL-1beta: interleukin 1 beta

IWR-1: kanonikus Wnt jelatvitel inhibitor
KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LC: nagysejtes tiidékarcinoma

MiR: mikroRNS

NHLF: normal human tiid6 fibroblaszt
NSCLC: nem kissejtes tiidorak

PBS: foszfat puffer

PCP: planar cell polarity

PCR: polimeraz lancreakcio

PDGF: vérlemezke eredetii novekedési faktor

PFA: paraformaldehid



PIGF: placentaris ndvekedési faktor
poly-HEMA: poly(2-hydroxyethyl methacrylate)
PP: peroxiszéma proliferator

PPAR: peroxiszoma proliferator aktivalt receptor
PPARgamma KO: PPARgamma knock-out
PPRE: PPAR responsive element

RSG: roziglitazon

S100A: S100 kélcium ko6to fehérje A7

SAEC: kis léguti epitélsejt

SAGM: epitél novekedési médium

SCC: laphdmkarcinéma

SOD: szuperoxid dizmutaz

TTF-1: tiroid transzkripcids faktor 1

TZD: thiazolidinedion

VEGF-A: vaszkularis endotelidlis novekedési faktor A

VEGFR: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptor



1. Bevezetés

1.1  Nem kissejtes tiidokarcinoma

A tiidékarcinomak a légzofellletet alkotd epitél rétegb6l eredeztetheté karcindmaék,
melyek két f6 csoportba oszthatok: 85%-at a nem Kkissejtes, 10%-at a Kkissejtes
karcindbmak adjak, a fennmaradd 5%-ot az egyéb hisztoldgia csoportok alkotjak. A
tidérak mindkét nem esetében vezetd halaloknak szamit vilagszerte a daganatos
megbetegedések kozil [1]. A nem Kissejtes tiidokarcindman beliil tovabbi harom fébb
csoportot lehet elkuloniteni a hisztologiai kulonbozoségek alapjan: adeno (AC)-,
lapham (SCC) és nagysejtes karcindbma (LC). A tiidékarcindma kialakulasanak kezdeti
szakaszaban a beteg tlinetmentes, a diagnozis felallitdsakor azonban mar legtdbbszor
elérehaladott, nem operalhato allapotti tumor azonosithatd. Kezdeti stddiumban 1évo,
operalhaté tumorral diagnosztizalt betegek minddssze az esetek 20%-aban fordulnak
elé. A magyarorszagi statisztikak is hasonld tendenciardl szamolnak be. A 2015. évi
betegadatok alapjan az ujonnan nyilvantartasba vett betegek 44%-at a IV. stddiumban
diagnosztizaltak [2] (1. dbra). Tobbek kozott ez is szerepet jatszhat abban, hogy az 5

éves tulélés vilagszinten minddssze 15% koril mozog [3] [4].
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1. abra: A 2015. évben ujonnan diagnosztizalt tiidorakos esetek onkologiai stadiumok

szerinti eloszlasa Magyarorszagon [2].



A tlidérakot gyakran nevezik oregkori betegségnek is, mivel fiatal korban, azaz kb. 40
éves kor alatt alig fordul eld. Az életkor elérehaladtaval viszont a tiidérak gyakorisaga
egyre nd. A tiidészovet Oregedése soran a szerkezeti €s sejtes elemek Osszetételének
megvaltozdsa a hasznos légzdfeliilet csokkenéséhez vezet. Az életkorral csékkend
szuperoxid-dizmutdz (SOD) aktivitasa, a reaktiv oxigéngyokok felhalmozdédasa DNS
javitasi problémédkhoz vezet, mely negativan befolydsolja a szoveti javitd
mechanizmusok hatékonysagat igy vezetve végil a funkcidé csokkenéséhez [5]. A
szeneszcencia szamos, Korral egyiitt jard betegséggel és a tumorok képzoédésével is
Osszekapcsolhatd. Az dregedés sejtszinten megvaldsuld folyamatai sokban hasonlitanak

a sejtek tumoros iranyba torténd atalakulasa soran tapasztaltakkal [6].

A National Cancer Institute Surveillance, Epidemiology, and End Results program
keretén belll leirt elemzései alapjan a tiidérakok mindossze 2%-a fordul el a 45 év
alattiak korcsoportjaban [6], tébb mint 50%-a pedig 70 éves kor felett diagnosztizalt. A
magyarorszagi adatok sem térnek el nagyban a NCI statisztikaitol, a 2015. évi
regisztralt betegpopulécié kevesebb, mint 1%-a 40 év alatti, mig a megbetegedesek
tobb, mint 76%-a 60 éves kor felett diagnosztizalt, vagyis a tiidérakok kialakuldsa

0sszekapcsolhat6 az életkor novekedésével [2] [7] (2. abra).

2. abra: Tiidorakos esetek szazalékos eldfordulasa a 40 év feletti korosztalyokban
Magyarorszagon. Az adatok a 2015. évben regisztralt 6sszes beteg eldfordulasat
mutatjak [2].



Nem Kkissejtes tiidérakon beliil a leggyakrabban el6forduld korkép az AC, melynek
azonositasa azonban problémas, mivel nem tarsithatd egy kizérolagos szovettani képpel,
hanem gyakran kevert morfoldgiat mutat (acinaris, papillaris stb.) [8]. A WHO 2004-
ben kiadott osztalyozasa alapjan a tiidédaganat az AC csoportba sorolhatd, ha az epitél
eredetii tumor mucint termel és acinaris, papillaris, bronchoalveolaris vagy szolid tumor
vagy ezek keveréke. SCC altipusrol beszélhetiink, amennyiben a malignus epitelialis

tumor keratinizalt és/vagy intracellularis hidak figyelhet6k meg, amelyek a bronchialis

epitéliumbdl erednek [9].
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3. abra: A nem kissejtes tiidéradk két 16 altipusanak szovettani képe. a) AC, b) SCC. 20x-
0s nagyitas, 1épték 100 um.



Emellett jellemzd festddés alapjan is tovabb differencidlhatdé a diagnosztizalt nem
Kissejtes tiidérak. Az AC immunhisztologiai vizsgélata szerint nagy ardnyban mucin,
tiroid transzkripcids faktor 1 (TTF-1) és citokeratin 7 pozitivitast mutatnak. SCC
tumorokra a citokeratin 5/6, p63 és S100 kalcium kot6 fehérje A7 (SI00A7) festddés a
jellemz6. Ennek ellenére a tiidérakon beliili osztalyozas nehézkes, patologusok kozott is

valtozhat az egyes alcsoportokba val6 besorolasuk [10].

A diagndzis mellett az adott karcindma progresszids allapotét is fontos meghatéarozni,
mivel ezen allapot azonositasatol fugg az alkalmazott kezelés tipusa. A diagnosztizalt
tiidétumorok jelenlegi osztalyozasa: 1. stddium: a tumor csak a tiidében helyezkedik el,
a nyirokcsomokban nem azonosithatd rakos elvaltozas. II. stadium: a tumor a tiidében
lokalizaladik, viszont a kdzeli nyirokcsomokban azonosithaté daganatos elvaltozas. Ill.
stadium: a daganat tovabbra is a mellkason belll helyezkedik el, de a tumorsejtek a
nyirokcsomokban is megjelennek. Attol fliggéen, hogy a koros elvaltozast mutatd
nyirokcsomok a kialakulds helyén talalhatéak vagy attdl tavolabb, a Ill. stadium két
altipusat kulonitjuk el. E16z6 esetben IITA, utobbi esetben IIIB stadiumrdl beszélhetiink.
IV. stddium: A legsulyosabb forméja a tiid6raknak, mely esetben a daganatos elvaltozas
mindkét tid6félre Kiterjed, illetve metasztazisokat képez a test tdvolabbi pontjain [11].
A betegség korai szakaszaban (I-11. stadium), illetve I11A staddiumu betegeknél sebészeti
beavatkozas az els6dleges terapia. Az 5 éves tulélési rata 43-50% kozotti a korai
fazisban felismert betegség esetén, mig késébbi stddiumokban drasztikusan csékken
[12]. Annak ellenére, hogy a tumor sebészi Giton torténd eltavolitasa kedvezd kimenetelii
lehet, sok betegnél mégsem alkalmazhat6. Ezért legtobbszor az el6rehaladott kor és a
nem megfeleld fizikai allapot a felelds. Ilyen esetekben lokalis sugarterapia
alkalmazhat6, viszont ennek sikere nem kozeliti meg a miitéti beavatkozas eredményeit.
A tumor eltavolitdsat kovetden a betegek adjuvans kemoterapidban részesiilhetnek,
melynek kimenetele nagyban fiigg az eredeti tumor stddiumatél. A Lung Adjuvant
Cisplatin Evaluation adatbazisbol kitlinik, hogy a mitétet kdvetd cisplatin alapi
adjuvans terapia alkalmazasa esetén a tulélés 5,4%-kal novelheté volt az adjuvans
minden stddium esetén értelmezhetdek pozitiv valtozasként, szignifikans valtozas csak a
I1-es és Il1A stadiumu betegeknél volt kifejezett [13]. A legsulyosabb esetet leird 1V.
stadiumban 1évé betegek esetében a metasztazisok kezelésére csak a kemoterapia az

egyetlen lehetéség. Az NSCLC Meta-Analyses Collaborative Group tobb klinikai



Kisérletet Osszesitve irta le, hogy a kemoterdpia alkalmazésa szignifikdns javulast

eredményezett a végso stadiumi betegek talélésében [14].

A fent emlitett miitéti és terapids megoldasok mellett egy kiilon csoportot képviselnek
az Ugy nevezett célzott terapias szerek. A hisztoldgiai besorolas alapjan torténd kezelés
kivalasztasa atalakulni latszik, egyre jelentGsebb szerepet tulajdonitva a tiid6karcinomat
érintd ,,driver” mutacidoknak. Ahogy a legtdbb szolid tumort, Gigy a tiidétumorokat is
azonositottak a gyakori szolid tumorokban, amely aldl kivételt képeznek a 200-nal is
tobb azonositott mutacioval rendelkezd kis és nem kissejtes tiidérakok egyarant. Ez a
jelentés szambeli eltérés a mutagén kornyezeti hatdsok szerepét sugallja, melyek kozott
a dohanyzas kiemelkedd jelentOségli. Hozzavetélegesen 10%-kal tobb szomatikus
mutacid mutathatdé ki dohdnyos betegekben kialakult tiidétumorban a nem dohdnyz6
kontrollokhoz képest [15]. A széles mutacios spektrum és az egyének Kkozti
valtozatossag a terdpia személyre szabasat siirgeti, amely szerencsére kezd a napi
Klinikai gyakorlat részévé valni. Ezen a teriileten foként AC esetében figyelheté meg
igazi terapias siker, mivel rutinszerii genotipizalasdval olyan célpontokat azonositottak,
amelyek hatékony terapias célpontként mitkédnek. SCC esetében az attérés meg varat
magara, ugyanis genetikai jellemzése rovid multra tekint vissza [16]. Mig az AC
jellemezhet6 KRAS, EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) mutaciokkal és
ALK atrendezédéssel, addig e mutaciok nem taldlhatéak meg SCC esetekben. Irodalmi
adatok alapjan az EGFR mutacio el6fordulasi valoszinlisége az azsiai populacioban
magasabb (17,4-66,3%), a kaukazusiban alacsonyabb (7-17%) [17]. Az aktival6 EGFR
mutécidk alatt a leggyakrabban a tirozin-kinaz domaint kodol6 18. és 21. exon
mutaciok jelentik az EGFR tirozin-kinaz inhibitorra szenzitiv fenotipust. A 20. exont
érinté pontmutaciot EGFR tirozin-kinaz inhibitor rezisztencidval egyiitt irtdk le. Az
epidermalis novekedési faktor jelatviteli utvonalat blokkoldo monoklonalis antitest
(cetuximab) nem valtotta be a hozza fiizott reményeket. TObb klinikai Kisérletsorozat
vizsgalta kombinalt terapidban, azonban szignifikans javulast a tulélésben nem
tapasztaltak [18]. Ezzel ellentétben az EGFR intracelluléris részében elhelyezked6
tirozin-kinaz domaint gatlo erlotinib és gefitinib hatékonyan ndvelni tudta a progresszio
nélkdli allapotot, azonban csak az egy bizonyos mutaciét hordozd betegcsoport

esetében. Igy a siker korlatozott, csak a tirozin-kindz domaint kodol6 18-21-es exon
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mutaciojat hordozé csoportban figyeltek meg szignifikans javulast a talélési
statisztikdkban [19]. Az ALK atrendez6dés az AC betegcsoport kb. 4%-ban fordul el6
[20]. A 2-es kromoszoma rovid karjan elhelyezkedé ALK gén 19. intron régidja egy
inverzié kovetkeztében fuziondl az EML4 gén 13. intron szakaszdval, melynek
eredményeképpen egy rendellenes fehérje jon létre. Az ALK atrendezédéssel
azonosithatd betegeknél alkalmazhatd mar egy, az amerikai gyégyszer engedélyezeési
hatosag, az FDA (Food and Drug Administration) altal jévahagyott szer, a crizotinib
[21].

A fent emlitett két mutacido jellemzéen a nem dohanyzo, AC-val diagnosztizalt
betegpopulaciora jellemz6, mig a kaukazusi etnikumban leggyakrabban eléforduléd (13-
26%) KRAS mutacios statusz tipikusan dohanyzéssal asszocialt [17]. El6fordulasa
kizérja az EGFR és ALK mutaciok jelenlétét. Jelenleg nincs célzott terdpia a KRAS

mutacidval rendelkez6 betegek szamara.

A fent emlitett AC esetekben azonositott mutaciok azonban nem bizonyultak sikeres
terapids célpontoknak SCC esetén [22]. Ebben a tumortipusban két membran tirozin-
Kindz receptor mutécidt azonositottak, mely mutaciokat célzo terdpias szerek in vitro
tesztelése biztaté eredményeket mutat. A DDR2 mutans sejtek érzékenyek a dasatinib
kezelésre [23], mig a fibroblaszt ndvekedési faktor receptor (FGFR1) mutacioval
rendelkezé6 nem Kkissejtes tiidorakbol szarmazo sejtvonal novekedését egy Kkis

molekuldju inhibitor gatolni tudta [24].

A két emlitett karcinOmatipus nem csak mutécidok szintjén mutat kilénbséget, a
tumorban taldlhaté erek és a tumor vérellatottsaga is eltér [25]. Az érképzés a
tumorndvekedés egy sarkalatos pontja, segitségével megnd a kockdzata a tumor
gyorsabb novekedésének és a metasztizisok képzédésének. fgy nem meglepd, hogy a
legszélesebb korben vizsgélt célzott terdpia kdzéppontjaban a tumor érképzédésének

gatlasa all.
1.2 Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF)

A metabolikus aktivitas fenntartasahoz minden szovetnek sziiksége van oxigenre és
tapanyagokra, ugyanakkor a metabolikus végtermékek sem halmozddhatnak fel,
elszallitdsuk hiadnyaban anyagcserezavarok johetnek létre. Barmelyik utvonalrdl is

legyen sz, a szdveteket behal6zd, elagazd érrendszer biztositja a szovetek szamara a
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folyamatos anyagcserét. In vivo koriilmények kozott két fobb  érképzodési
mechanizmust kllonithetlink el, a vaszkulo-és az angiogenezist. A vaszkulogenezis egy
de novo folyamat, mely leginkabb a prenatalis idészakban jellemz6. A folyamat soran
az endotél progenitor sejtek differencidlodasa és a kapillaris érkepzés zajlik.
Angiogenezisrél mar 1étez6 erekbdl torténéd ledgazdsok kialakuldsa sordn beszélunk. A
fejlédés kezdeti szakaszaban a vaszkulogenezis dominal, amelyet az angiogenezis
kovet. Megjelenésuk azonban atfedhet, az agy és vese kialakulasaban az angiogenezis
szerepet jatszhat mar a prenatalis id6szakban [26]. A tid6é fejlédésének korai
szakaszaban szintén mindkét folyamat részt vesz [27]. A két emlitett folyamat kdzos
szerepldje az érképzési folyamatok leginkabb vizsgalt molekulacsaladja, a VEGF és
receptorai. A VEGF csaladon beliil ez idaig hét kiilonb6z6 fehérjét azonositottak, név
szerint VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F és PIGF [28]. A
felsorolt molekulak kozvetlen receptoron keresztiili kapcsolodasuk révén miikddnek,
mely receptorok a VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/FIk-1/KDR és VEGFR-3/FIt-2. Eltér6
affinitassal kapcsolodhatnak a VEGF molekuldk az emlitett receptorokhoz, igy eltérd
hatasokat kozvetitenek, attol fiiggden, hogy a jel mely receptoron Kkeresztiil
tovabbitodik. A VEGFR-1-en keresztili jeltovabbitds els6sorban a patologids
érképzOdést, a VEGFR-2-n kozvetitett hatas a normal érképz6dést, mig a 3-as tipusu

receptor a limfangiogenezist serkenti [29].

A csaléd leginkabb vizsgalt tagja a VEGF-A, amely az emberi szervezeten belul eltéré
izoformakban fordul el6. A VEGF-A gén a 6. kromoszoman helyezkedik el és 8 exon
épiti fel. A teljes hosszusdgt RNS molekulabdl alternativ splicing utjan eltérd
hosszusagu izoformak képzdédnek, tgy, mint VEGF121, VEGF145, VEGF162,
VEGF165, VEGF183, VEGF189 ¢és VEGF206. Az egyes formak az dket felépitd
aminosavak szama utan lettek elnevezve, funkcidjukat tekintve pedig a heparin koto
képességlikben kilonboznek [30]. Egérben szintén mindegyik emlitett forma eléfordul,
viszont a human szervezettel ellentétben egereknél egy aminosavval rovidebb
formaban, melyre az ott hasznélatos elnevezésiuk is utal (VEGF120, VEGF164,
VEGF188 stb.). Felnétt korban, normal szdveti kornyezetben a VEGF165 izoforma van
jelen legnagyobb mennyiségben, azonban egérben a VEGF165 izoformanak
megfeleltethetd 164 aminosavbol allo valtozat egyiitt jar a tumor nagyobb méretével és
gyors novekedésével. Egy 2000-ben megjelent publikacidban retrovirédlis alapu

konstrukcié felhasznalasaval VEGF knock-out sejtvonalakat készitettek [31]. Kizardlag
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egy izoformat expresszaldo tumor sejtek injektalasaval eléallitott egér xenograft
modellekben tumorképzdédést generaltak, mely kisérletsorozatban kimutattdk, hogy az
eltér6 variansokhoz kiilonb6z6 fenotipikus valtozasok tarsithatok. Leirtak, hogy
VEGF120 izoforma jelenlétében a tumor érellatottsaga alacsony szintii, csak kevés
szamu és eldgazasu nagy erek jelentek meg. Emelkedett VEGF188 izoforma esetében a
tumor vaszkularizaltsaga rendkivil magas, de a megfigyelt erek vékonyak a vad tipusu
VEGF molekulakat expresszalo tumor kontrollhoz képest. Ezzel szemben a VEGF164
izoforma képes volt a vad tipushoz hasonlé érhal6zat kialakitasara a tumorban [31].
Osszegzésképpen megallapithatd, hogy a VEGF164/165-nak kdzponti szerepe van az
angiogenezis iranyitdsdban, azonban a tobbi izoforma jelenléte is szikséges.
Kizardlagos expresszidjuk nem képes a vad tipusu allapotot rekonstrualni, mely azt

sugallja, hogy az izoformak egy rendszerezett séma szerint mitkodnek egyiitt.

Fiziologias korulmenyek kozott megismert szerepe mellett a VEGF molekulat a
patologias érképzés f6 regulatoraként tartjak szamon [29]. Egy bizonyos mérethatarig a
tumor minden szlkséges tdpanyagot magahoz tud venni diffGzié utjan, viszont a 200
um-es diffazid hatar atlépése utan hipoxia lép fel a tumor belsejében. Oxigén hidnyaban
a hipoxia altal indukalt HIF-1alfa hidroxilalasa és degradacioja gatolt. A HIF-lalfa
stabilizalodasanak kovetkeztében a VEGF szint megemelkedik, amely a pro- és anti-
angiogenikus folyamatok egyensulyanak megbomlasahoz vezet. Normal szoveti
kornyezetben az inhibitorok és aktivatorok kiegyenlitik egymast, koncentraciojukban
bekovetkezé valtozas azonban a tumor érképzédésének kedvez [32]. Ezt a jelenséget
angiogenikus valtasnak (,,angiogenic switch™) nevezi az irodalom [33]. A tumor tehat a
fejlodése soran érképzést indukalhat, azonban az egészséges szovetekkel ellentétben a
tumor abnormalis erekkel rendelkezik. A tumorban taldlhat6 erek eltéré mivolta
tovabbra is kutatasok targyat képezi, ugyanis kialakulasuk pontos mechanizmusa még
nem ismert. Annyi bizonyos, hogy a tumorokban talalhaté erek kulénboznek az
egészséges szovetekétol, a leirt erek fenotipusban és atjarhatosagban is eltérnek. A
VEGF164/165 izoforma szerepe egyértelmiinek latszik a tumor érképzésében, azonban
egyes tumor értipusok fenntartasa nem igényel tovabbi VEGF altali szabalyozast. Ez is
magyarazatként szolgalhat arra, hogy VEGF blokkolé szerek terapias alkalmazasa miért

jar egyes esetekben sikerrel, mas esetekben viszont sikertelenséggel [34].

Az az elképzelés, hogy az angiogenezist terapias célpontként alkalmazzak, Judah
Folkmantdl szarmazik az 1970-es évekbdl [35]. Az eredeti koncepcio azota is fennall és

13



szdmos megkozelités latott napvildgot. 2004-ben, az elsé humanizalt anti-VEGF
monoklondlis antitest, vagyis bevacizumab jovahagyasaval kezdetét vette az anti-VEGF

terapia Klinikai alkalmazésa vastagbél karcindbmak esetében [36].

Alkalmazasa hamar Kiterjedt mas daganattipusokra, tobbek kozott nem Kkissejtes
tidorakra is. Az elsé idoszakokban elért sikerek ellenére azonban az 6sszesitett javulas
csekély mértékii. A kezelésre adott valasz és a mellékhatasok mértéke nagyban
csoportba tartoz6 betegek megndvekedett tulélést mutatnak, addig SCC altipusban
szenvedd betegek sulyos vérzéssel jaro tiineteket produkaltak [37] [38]. Az anti-VEGF
terdpia sikertelenségének héatterében szamos mechanizmus &llhat [39]. Tébb vizsgélat
szerint a tumoros érképzés VEGF éltali szabalyozasanak gatlasa csokkenti a normal
ereket alkoté endotélsejtek regeneracios képességét is, valamint gyengiti az erek falat
alkotd endotél réteget és nekrdzist okoz. A két daganat intratumoralis érhaldzataban
talalhat6 kiilonbségek is megoldassal szolgilhatnak az eltéré reakciora. Kojima és
munkatarsai leirtdk, hogy az AC betegcsoportban szignifikansan nagyobb a kis erek
szdma az SCC mintédkhoz képest [25]. Méas kutatcsoport is hasonld eredményre jutott,
miszerint az AC esetekben szignifikdnsan magasabb a mikrovaszkularis érhalézat
stirisége [40]. Az ujonnan képz6dé erek allapotanak vizsgalata soran dertilt ki, hogy az
SCC esetekben vizsgalt ereket koriilvevé pericitak szama kevesebb az AC mintakhoz
képest, amely sejtek hidnya a képz6dé ereket gyengébbé teszi. A sériilékeny falu erek

ezért novelhetik az intratumoralis vérzés kialakulasanak esélyét [41].

Bevacizumab

Tumorsejtek

ésaz érhildzat S @ e .,
A y
e @

Csokkent tumornévekedés
a gatolt érképzés ki vetkeztében

4. dbra: A bevacizumab érképzést gatlo hatasanak mechanizmusa.

Ezen okok 0Osszessége, valamint a tumor f6 erekhez valé kozeli lokalizacioja
magyarazatot adhat a sikertelen anti-angiogenikus terapiara az SCC esetében [42]. Az
SCC terapidjat tovabb neheziti, hogy szamos angiogenezist célzé klinikai kisérletbdl a
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stulyos mellékhatasok miatt az SCC hisztologiaval rendelkezé pacienseket kizarjak.
Jelenleg is futdé LUME-Lung fazis | és Ill-ban 1évé klinikai tesztek soran a nintedanib
(BIBF 1120; Boehringer Ingelheim; Ingelheim, Germany; VEGF, FGF és PDGF
receptorokat célzo tirozin-kindz inhibitor) és placebo plusz docetaxel egyittes
alkalmazésat vizsgaljak 111B/1V-es stddiumu NSCLC betegek csoportjaban, melyben az
AC betegek mellett szerepelnek SCC esetek is. Ehhez hasonléan a pazopanib (Votrient,
GlaxoSmithKline; London, UK; szintén VEGF, FGF és PDGF receptorokat célzd
tirozin-kinaz inhibitor) klinikai Kiprobalasa soran is olyan betegcsoportot allitottak
0ssze, amely nem zérja ki egyik hisztoldgiai csoportba tartozé nem kissejtes tiidérakkal
diagnosztizalt beteget sem [37]. A jelenlegi vélekedés szerint a VEGF utvonal vagy a
VEGF molekula kizarélagos gatlasa nem elegend6 az angiogenezis gatlasara, ugyanis a
tumorsejtek konnyen képesek alternativ utvonalakon keresztiil érképzddés indukalasara
[43]. Ezen megfigyelésekbdl kiindulva az angiogenezisben szerepet jatszo egyéb
utvonalak feltérképezése és egylittes gatlasa sikert hozhat az anti-tumor terapiaban [39],
de a folyamatok alaposabb megismerése elengedhetetlen a terapids célpontok tovabbi

azonositasahoz.
1.3 Peroxiszoma proliferator aktivalt receptor (PPAR)

A PPAR molekuldk a magi hormon receptorok (NHR) csaladjaba tartozo transzkripcios
faktorok. Az 1990-es évek elején, ragesalokon végzett kisérletek alapjan irtak le eloszor
ezt a molekulacsaladot, mint a peroxiszoma proliferaciét indukalé magi receptor
molekulédkat [44]. A PPAR-ok fontos molekularis szabalyzdéi a sejt zsirtaroldsanak és
metabolizmusanak, melyek foként a lipoxigenaz és ciklooxigendz (COX) utvonalbol
szarmaznak. A PPAR csaladon belll 3 izoforma kiilonitheté el, melyek egyedi,
szovetspecifikus expresszidjuk és az altaluk szabalyozott folyamatok alapjan keriltek
csoportositasra. A PPARalpha foként a majban, vesében, bélrendszerben, szivben,
izomszOvetben, barna zsirszdvetben, hasnyalmirigyben fejezédik ki. A PPARbeta
sz¢élesebb spektruml expressziot mutat, a szovetek kozti eltérést a kifejezddés
mértékében sikertlt eddig detektalni. A harmadik izoforma, a PPARgamma
megtalalhat6 a zsirszévetben, majban, szivben, vesében, hasnyalmirigyben, 1épben és a
tiidében is [45]. Sok esetben a PPAR izoformak expresszidja atfedést mutat, azonban az
altaluk irdnyitott eltérd szabalyozasi mechanizmusok mégis kiilonbozévé teszik Oket
[46]. A PP receptor csalad els6 azonositott tagja a PPARalpha, melynek leginkabb

ismert funkcidja az energiahaztartas szabalyozasa. Ezen feladatat a zsirsavak
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katabolizmusan, a glikoneogenezis és ketontest szintézisen keresztil latja el.
Mindemellett az aminosav és urea szintézis, valamint egyes gyulladasos folyamatok
fontos résztvevdje [45]. A PP receptorok kovetkezé tagjat a Xenopus oocyta izolalasa
soran azonositottak. Mivel a Xenopus PPARd génnel nem sziikségképpen homolog az
eml6sok PPARbeta génje, igy az egérben torténd azonositasat kovetéen PPARdeltanak
nevezték el [47] [48]. Elsddlegesen az embriogenezisben betdltétt szerepe ismert,
viszont aktiv szabalyozdja a bor sebgyogyulasanak, illetve a hipertonias stressz okozta
vesekarosodast kovetd regeneracios folyamatnak [49]. A receptor csalad harmadik tagja
a PPARgamma, amelyet fOként az adipocita differenciacioval, az energia fehér
zsirszdvetben valo taroldsaval és a barna zsirszOveten Kkeresztili atalakitasaval
hozhatunk szorosabb kapcsolatba. Gan és munkatarsai mar 2008-ban leirtdk a
PPARgamma szerepét a sejtszintli 6regedési folyamatokban. Kimutattdk, hogy a p16-
nak, egy sejtciklus gatl6 molekulanak az akkumulacidja sejtéregedéshez vezet.
Szabalyozdsa PPARgamma fliggd, ugyanis PPARgamma jelenlétében a pl6
akkumulalodik, igy indukalva a szeneszcencia folyamatat [50]. Kutatocsoportunk a
PPARgamma molekuldt a tiiddben zajlé Oregedési folyamatok célpontjaként
azonositottak. Leirtak, hogy az oregedéssel megndvekedé Wnt4 a beta-katenin fiiggd
utvonalon keresztil csokkenti a PPARgamma expresszidjat. A PPARgamma
mennyiségi csokkenése lipofibroblasztok csokkenéséhez is vezet, amelyek nélkil az
ATll-es epitélsejtek nem képesek trigliceridek felvételére. Ennek kovetkeztében a
disztalis tiido érzékennyé valik a sériilésekkel, a kronikus gyulladassal szemben,

valamint karosodik a regeneracios képessége [51].
1.3.1 PPAR-ok szerepe a terdapiaban és a tumorképzodésben

A PPARgamma kdzvetlendl is kapcsolatba hozhatd a daganatok kialakuldsaval. A
PPARgamma aktivalasa gatolja a monociték és makrofagok gyulladésos vélaszreakcioit
az NF-KappaB, APl és STAT1 transzkripcios faktorok aktivalasanak
megakadalyozasaval, ezzel gatolva az atherogenezis kialakulasat [52]. A PPARgamma
ligandok anti-tumor aktivitasuk miatt kertilnek egyre inkabb a kutatas célkeresztjébe,
mivel sok sejttipusban csokkentik a sejtosztodast és szamos tumorban, pl. maj, emld és
vastaghél AC mintakban apoptozist indukélnak [49] [53]. Tid6 AC eseteében
megfigyelték, hogy aktivacidja képes blokkolni a sejtciklust és apoptdzist indukalni,
illetve a differenciacio allapotanak modositasan keresztul az invazivitast szabalyozni

[54]. Szélesebb feladatkdrének bizonyitékakent szamos szOvetben, tobbek kozoétt a
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tiidoben zajlo gyulladasos folyamatoknak PPARgamma altali szabalyozasat is leirtak.
Wang és munkatarsai bizonyitottdk, hogy a PPARgamma a tiid6 1égzéfeliiletét alkoto
epitélsejtek altal folyamatosan termelédik és szelektiv aktivacioja gyulladasos mediator

molekulak felszabadulasat gatolja [55].

Valamilyen modon mindharom PP csaladba tartozé receptor kapcsolatba hozhato
metabolikus rendellenességgel vagy tumor Kkialakuldsaval. Lehetséges terdpias
alkalmazéasuk foként szintetikus ligandok eldallitdsa soran keriilt el6térbe. A
PPARalpha esetében a szintetikus ligandjaként hasznalt fibratot a dyslipidémia
kezeléseként alkalmazzak az elmult évtizedt6l kezdédéen. A thiazolidinedionok (TZD-
k), mint PPARgamma agonistdk a Il-es tipust diabetes kezelésében alkalmazott
ligandok [56]. PPARdelta esetében csak II. fazist Klinikai kisérletben hasznalt
agonistarol (GW501516) lehet beszamolni, amelyet egyelére sikeresen alkalmaztak
dyslipidémia és elhizas kezelésére [57] [58]. Azonban a PPAR agonistdk hosszu tavon
val6 alkalmazédsa eldvigyazatossagra int, ugyanis tobb, a kozelmultban megjelent
publikacio6 utal a karcinogenezis indukalasaban betdltott lehetséges szerepiikrdl [59]. A
PPARalpha agonista folyamatos adagolasa méajdaganat fejlodését okozta egérben, mig
PPARalpha knock-out egerekben ugyanez a hatas elmaradt, bizonyitva, hogy a hatast a
PPARalpha szabalyozza [60]. PPARgamma agonista esetében megfigyelték, hogy a
vastagbél daganat xenograft modelljében a PPARgamma aktivacioja gatlo hatassal van
a tumor kialakulasara, ugyanakkor Apc mutans egerek esetében az agonista folyamatos

adagolasa novelte a tumorok kialakulasat [61].
1.3.2 PPAR-ok és angiogenezis

A PPARgamma szerepe az adipocita differenciacioban és a glik6z homeosztazis
fenntartasaban mar ismert, szerepe azonban ennél tobbrétii. PPARgamma az érhalozat
minden sejttipusaban Kkimutathatd, azaz endotélsejtek, vaszkularis simaizomsejtek,
monocitdk/makrofagok mind expresszalnak PPARgammat. Nem meglepd ezért, hogy
szamos irodalmi hivatkozast talalni a PPARgamma angiogenezisben bet6ltott
szabalyoz6 szerepér6l, hiszen természetes ligandjai angiogenezis gatlé hatést
kozvetitenek. Példaul troglitazon (TGZ) kezelést kovetden csokken a VEGF-C mRNS
expresszid, ami erkepzes gatlo hatast feltételez, mig a 15-deoxy-D12,14-prosztaglandin
J2 (15d-PGJ2) gatolja az endotélsejtek proliferaciojat in vitro és a VEGF indukalt

angiogenezist in vivo [62]. Human endometrium sejteken egy masik PPARgamma
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agonista kezelés, a roziglitazon (RSG) szintén VEGF expressziot gatol [63]. Erdekes
moddon szivbdl izoldlt myofibroblasztok esetében a fent emlitett ligandok ellenkezd
hatast valtottak ki, azaz VEGF expressziot indukaltak [64]. Az emlitett eredmények
fliggvényében elképzelheté, hogy a PPARgamma altali VEGF szabalyozas

szOvettipusonként eltérd lehet.
1.4  Wnt jelavitel
1.4.1 Kanonikus én nem-kanonikus jelatvitel

A Wnt fehérjék egy evollciosan konzervalt molekulacsalad tagjai, melyek legalabb
harom Gtvonalon és igen bonyolult jelatviteli folyamatokon keresztil szabalyozhatjak a
szekretdlt glikoproteinek, a célsejt membranjaban elhelyezkedd Frizzled (FZD)
receptorokhoz kapcsolddnak, melyekbdl jelenleg 10 tipus ismert. Az eddig leirt 19 Wnt
molekula az emlitett 10 receptoron keresztiill kiilonbozé jelatviteli Utvonalakat
indithatnak el [65]. A ligand-receptor kotédést kovetéen az LRP5/6 ko-receptorral stabil
receptor komplex képzddik és a jelatvitel az igynevezett kanonikus utvonalon keresztiil
valdsul meg. Ennek kdvetkeztében a szabad, citoszolikus beta-katenin a sejtmagba kertil
at és a TCF/LEF transzkripcios faktor csalad tagjaival kapcsolddva génatirodast aktival.
Whnt-Fzd kotédés hianyaban a beta-katenin APC-Axin-GSK3beta komplex altal treonin-
szerin aminosavakon foszforilalodik és proteaszémas degradacio eredményeképpen
lebomlik [66]. A nem-kanonikus Utvonal esetében a jelatvitelben nem jatszik szerepet a
fent emlitett beta-katenin, hanem ebben az esetben a kalmodulin kindz I1-n és protein
kindz C-n keresztiil aktivalodo Wnt/Ca?* jelatviteli Gtvonalrdl, vagy Jun N-terminalis

kinaz altal aktivalt PCP Gtvonalrdl beszélhetiink [67].
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A Whnt jelatvitel szamos funkcidval rendelkezik. A Wnt-ok fontos szerepet toltenek be
az Ossejtek fenntartdsaban, a gasztrointesztinalis, valamint a keringési rendszer
kialakulasaban, a csontvel6 fejlédésében, vagy akar az 6regedésben [68]. Ugyanakkor a
karcinogenezisben bet6ltott szerepe is egyre jobban korvonalazddik, aktivacidja noveli
a tumor kialakuldsénak a lehet6ségét egyes egérmodellekben [69]. A Wnt jelatvitel,
mint onkogenikus folyamat mar a tiidédaganatok kialakulasdban is igazolt, Pacheco-
Pinedo és munkatarsai kimutattak, hogy a tiid6tumorokra jellemz6 Kras mutaciot
hordozd egertrzsekben a Wnt expresszid magas es aktivaldodasa egydtt jar a

megnovekedett tumorképzédés valoszintiségével [70].

Nem-kanonikus utvonalak (B)
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5. abra: A Wnt jelatvitel utvonalak és fobb komponenseinek osszefoglaldsa.

Szamos Wnt jelatviteli komponens vizsgalata kimutatta, hogy a tiidében eléfordulod
daganatok esetében, azon beliil is a nem kissejtes tiidérak altipus gyakran egyutt jar
valamely Wnt molekula megnovekedett mennyiségével, vagy a jelatviteli Gtvonal
valamely inhibitoranak lecsokkenesével. Nem Kissejtes tiidérakokban megfigyelték a
Whntl, Wnt2, Wnt3, Wnt5a, Wntl11, beta-katenin, Frizzled-B tulzott expresszidjat, ezzel
szemben a Wnt jelatviteli Gt negativ szabalyozo6jaként funkcionalé Axin, GSK3beta,
avagy antagonistaként szamon tartott Dkk-1 és NKD1 csokkent fehérje vagy mRNS

szintjét [66]. Azonban az emelkedett Wnt szintek eltéré mintazatot mutathatnak a nem
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Kissejtes tiidérak altipusain beliil is. AC mintdk esetében a Wnt7b talalhaté nagyobb
mennyiségben, mig az SCC alcsoportba tartozé esetekben a Wnt5a expresszidja
emelkedett. Azonban a Wntl11l mindkét csoportban szignifikdnsan magasabb a kontroll
csoporthoz képest. Feltételezve, hogy az egyes Wnt molekuldk kombinacioja is fontos
modulalo szerepet tolt be a karcindmak kialakuldsaban, a Wnt5a/Wntll az SCC mig a
Wnt7b/Wntl1 pedig az AC eseteben lehet fontos kombinacié [71].

Lipid tulajdonsagaik miatt erdsen hidrofob molekulak, transzportjuk kozvetlen(l
testfolyadékokba vald szekrécio utjan valodszintitlen. Az extracellularis molekulakkal
torténd transzport régota leirt modja a sejtek kozti kommunikacionak, a Wnt molekulak
hosszabb tavra val6 eljutdsat is ezek a lipid vezikuldk segitik [72]. Az emlitett
mechanizmusban fontos szerepet jatsz6 Reggie-1/flotillin-2 molekula szabalyozza a
szolubilis, mobilizalhatdé Wnt molekulak felhalmozddasat, amely a hosszd-tava
transzport alapfeltétele [72]. A flottilin-2 molekulat mar Osszefliggésbe hoztdk nem
kissejtes tiidorakok progressziojaval is [73]. A Wnt molekuldk kombinaciojanak
jelentésége mellett a gradiens jellegi eloszlasuk és lokalis koncentraciojuk is
modosithatjia az  adott szoveti  kornyezetben jelenlévé Wnt  molekuldk

hatasmechanizmusat.
1.4.2 Wnt5a szerepe az angiogenezisben

A Wnt5a molekulat a nem—kanonikus Wnt jelatviteli Ut egyik komponensekeént irtak le,
mely elsésorban a Wnt jelatvitel egyik kulcsmolekulgjaként szamon tartott Dishevelled
molekulak koziil a DvI-3 molekulan keresztiil aktivalddik és Ca?* Gtvonalon keresztiil
fejti ki hatasat. Fzd3/Fzd6 receptorokhoz vald kotGdése soran aktivalhatja a harmadik
utvonalként emlitett PCP utvonalat, melyet foként az emésztérendszert érintd rakokban
irtak le [74]. A Wnt5a kiilonb6z6 Gtvonalon keresztiili jelatvitele az érképz6dés soran is
ismert. Yang és munkatarsai kimutattak, hogy a Wntba képes az egér embrionalis
Ossejtjeiben indukalni az endotél differencialédast beta-katenin és PKCalfa fiiggd
utvonalon keresztil is [75]. A Wnt5a expresszioja kimutathatd tobb egér szervben az
érrendszer fejlédése soran, ugy, mint a bér, maj, gyomor, vagy a méh kilonféle szoveti
tertletein [76]. Szdmos irodalmi hivatkozasbdl ismert, hogy a Wnt5a és egyes Frizzled

receptorok megtalalhatéak primer endotélsejteken is [77] [78]. A Wnt5a tovabba

crer
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hogy a Wnt jelatvitel -szamos egyéb funkcidja mellett- az angiogenezis

szabalyozasaban is kozremiikodik [79].

Szerepe ugyanakkor nem csak a fizioldgias angiogenezisben van. A Wntba Altal
indukalt jelatvitel alul- vagy talmtkodése koros érképzoédéssel jarhat. Vastagbél
neoplaziaban a kanonikus Wnt utvonal VEGF szintézist indukal, ami megnovekedett
angiogenezishez vezet [80]. Ugyanakkor Ekstrom és munkatarsai leirtdk, hogy
melanoma sejtekben a Wnt5a egyes pro-angiogenikus faktorok (IL-6, IL-8, VEGF és
MMP2) exoszomakbol torténé felszabadulasat serkentette, mig azok mRNS szintje
valtozatlan maradt [81]. Yao munkacsoportja viszont a Wnt5a tulzott expresszidjan
keresztil torténd angiogenezis indukcidjardl szamolt be nem Kissejtes tiidérakokban
[82]. A Wntb5a overexpresszid egyutt jar tovabba a strbma VEGF-A expresszidjaval,
ami a tumor agresszivitdsdnak megndvekedését és kedvezdtlen prognozist von maga
utén, kilondsen SCC esetében [83]. Ezért nem meglepé modon a fenti eredményekre
hivatkozva vetették fel korabban, hogy a bevacizumab kezelés megoldast jelenthet a
Whnt5a pozitiv nem kissejtes tiidérak altipusokban. A kés6bbi eredmények azonban
ellentmondodak voltak, hiszen az angiogenezist célzd anti-VEGF terdpia SCC esetén
sulyos mellékhatasok kialakulasahoz vezetett [22]. Mindezen eredmények egyiittese
sugallja azt a feltevést, hogy a Wnt molekuldk és az altaluk szabalyozott folyamatok
eltéréek lehetnek az egyes tumortipusokon belll is. Mig az AC altipusban emelkedett
Wnt7b molekuldanak az angiogenezisben betoltott szerepérdl nincs irodalmi adat, addig
az SCC daganatokra jellemz6 Wnt5a és az angiogenezis kozti parhuzam még nem

bizonyitott.

A fent emlitett folyamatok tovabbi vizsgalata jelentds szerepet tolthet be a tumor
érhal6zat kialakulasanak alaposabb megismerésében és a megbizhatobb terapias
kombinaciok kialakitasaban.
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2. Célkitiizések

Kutatocsoportunk kordbbi munkai igazoltak, hogy a tiid6szovet oregedése sordn a
kanonikus és nem-kanonikus Wnt molekuldk megvaltozott egyensilya a struktdra és a
funkcio csokkenéséhez vezet [51]. A Wnt jelatviteli Utvonal altal szabalyozott
PPARgamma molekula felelds a surfactant fehérje mennyiségének csokkenéséért és a
regeneracios kapacitds romlasaért, amely kozre jatszhat a tiid6daganatok

kialakulasaban.
Kutatdmunkam soran ezért a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Az érképzés folyamatiban kiemelkedd szerepet jatszo VEGF-A molekula
megjelenése miként valtozik dregedés soran és a kiilonbozé tiidédaganatokban,

tovabba milyen szerepet jatszik a megvaltozott érhaldzat kialakulasaban?

2. Befolyasolja-e a kanonikus és nem-kanonikus Wnt molekulak hatasara
megvaltozott mikrokornyezet a PPARgamma expressziot? Amennyiben igen,

milyen molekulék allhatnak az eltéré szabdlyozas hatterében?

3. A vizsgalt Wnt molekuldk milyen hatéssal vannak az endotélsejtek élettani
folyamataira és szerepet jatszanak-e a tiidé érhdlozatanak alakuldsaban nem

kissejtes tiidékarcinomak AC és SCC altipusainak esetében?
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3. Anyagok és modszerek

3.1  Etikai engedély

A human tiidémintak a Pécsi Tudoméanyegyetem Sebészeti Osztalyarol szdrmaznak, az
egyetemi Etikai Bizottsdg jovahagyasaval gyljtve. A betegektdl szarmazod mintak

minden esetben a beteg jovahagyasat kovet6en, anonim mintaként kerultek

laborat6riumi feldolgozasra.

— AC SCC
Hisztoldgia (n=23) (n=16)
Nem (n)
NG 10 4
Ferfi 13 12
Eletkor (év)
Medin 59 59,5
Tartomany 41-73 54-77
TNM statusz
TINO 4 2
TINL - 1
TIN2 3 1
T2NO 4 8
T2N1 5 1
T2N2 2 2
T3NO 1 '
T3N1 1 2
T3N2 3 -
T4NO - 1

1. tdblazat: A kisérletben felhasznalt betegmintakhoz tartoz6 adatok és hisztol6giai
osztalyozasuk.

3.2  Primer sejtek és sejtvonalak

A 3 dimenziods in vitro tiidomodell 6sszeallitadsahoz kiilonb6z6 donoroktdl szarmazéd
(Lonza, Basel, Svajc) primer, normal sejteket hasznaltunk. VEGF-A overexpresszalo
sejtvonal létrehozasahoz immortalizalt human fibroszblaszt (F11-hTERT) sejtvonalat
alkalmaztunk. LiCl hatasanak bizonyitdsdhoz A549 human AC sejtvonallal végeztiik a

kisérleteket.
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SAEC (small airway epithelial cell) normal, primer Kkisléguti epitélsejt

NHLF (normal human lung fibroblast) normal tiid6 fibroblaszt sejt

HMVEC-L (human microvascular normal mikrovaszkularis endotélsejt

endothelial cell)

2. tblazat: A felhasznalt primer sejtek eredete.

A sejtek fenntartdsahoz a forgalmazd altal javasolt tenyészté médiumot hasznaltuk és
standard sejttenyésztési kortilmények kozott (37°C, 5% COy) tenyésztettik. A primer
sejtek tenyésztéséhez alkalmazott médium osszetételét a 3. tablazat foglalja 6ssze. Az
A549 sejtvonal felsokszorozasahoz és tenyésztéséhez 10% borju szérummal (FBS),
200mM L-glutaminnal, illetve penicillin -sztreptomicin oldattal kiegészitett DMEM

alapmédiumot hasznaltunk.

Sejttipus SAEC NHLF HMVEC-L
Médium | SAGM ftenyészté FGM-2 tenyészto EGM-2 MV tenyésztd
médium: médium: médium:
- SABM Basal - FBM alapmédium - EBM alapmédium
medium - FBS - FBS
- BPE (Szarvasmarha | - Human fibroblaszt | - Epidermélis

ndvekedési faktor novekedési faktor

agyalapi mirigy

Kivonat) - Inzulin - Hidrokortizon
- Hidrokortizon - Gentamicin - Human vaszkularis
- Epinefrin endotelialis
- Transzferrin novekedési faktor
- Retinsav - Human fibroblaszt
- Inzulin novekedési faktor
- Trijodtironin - Aszkorbinsav
- Gentamicin - Inzulin-szeri
- Szarvasmarha novekedési faktor 1
szérum albumin - Gentamicin
(BSA)

3. tblazat: A felhasznalt primer sejtek tenyésztéséhez hasznalt meédiumok és
osszetevoik.

3.3 Kisérleti allatok

A kisérletek soran konvencionalis kortiilmeények kozott tartott C57BL/6 és PPARgamma
knock-out egértorzset hasznaltunk, mindkét nembdl. Az allatok 3 és fél honapos
korukban lettek feladldozva. A dolgozatban felhasznalt kisérleti allatok Prof Nagy Laszl6

(Debreceni Egyetem) kutatdcsoportjaban készultek.
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3.4 3 dimenzios (3D) tildémodell [51](Szabadalom: P0900819)

A normal primer sejteket az el6z6ekben leirt modon tenyésztettilk, majd miutan a 80%-
os konfluenciat elérték, tripszines emésztés segitségével sejtszuszpenziot készitettiink
mindharom sejttipusbol. Ezt kdvetéen meghatarozott aranyban (30% SAEC, 30%
HMVEC-L, 40% NHLF vagy 40% F11) 0sszekevert sejtszuszpenziot nem kitapadd
sejtekre kialakitott, U-alju 96-lyuku lemezre mértiik és 10 percig centrifugéltuk 600g-n.
A szferoidokat a kezeléseket megel6zéen egy éjszakan at standard sejttenyésztési
kortlmenyek kozott (37°C, 5% CO») tartottuk. Ezutan a kezelések el6tt a kompakt
szferoidokat 96-lyuku lemezrél 20 mg/ml poly-HEMA bevonattal ellatott 24-lyuka
lemezre tettik at és a kisérlet végéig termosztatban tartottuk.

e e w8 ¢ % -9 e - g -9 g o

-
-
-
-
-
-

6. dbra: 3D in vitro tiidéaggregatum készitésének sematikus dsszefoglalasa.

35 VEGF-A rekombinans lentiviralis konstrukcié létrehozdsa és hF11

sejtvonal transzfektalasa

Human VEGF-A 165 izoforma amplifikalésa a kovetkez6 primerekkel tortént: forward
5’- GGA TTC CTG ACG GAC AGA CAG ACA GAC-3’ és reverz 5°- GTC GAC
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TCA CCG CCT CGG CTT GTC ACA-3°, majd Lenti pWPTS vektorba klonoztuk.
Lentiviralis vektor készitése az alabbi publikacioban leirtak szerint tortént [84].

VEGF-A fibroblaszt sejtekbe torténd transzfektalasat a fent leirt konstrukcidkkal
vegeztik. A sejteket FGM-2 médiumban tenyésztettik, majd 1 déran at a lentiviralis
konstrukciokat tartalmazé médiummal inkubaltuk és PBS mosast kdvetéen FGM-2
médiumban tenyésztettik. VEGF-A overexpresszald F11 sejteket (tovabbiakban VEGF-
A Gsszegylijtottiik, majd a fent leirt protokoll szerint aggregatumokat készitettiink.
SAEC-F11 VEGF-A™9. HMVEC-L és SAEC-F11-HMVEC-L aggregatumokat
tovabbi 72 oran at inkubaltuk RNS izolalas vagy immunfluoreszcens festés elott. WntSa
és Wntl1l kezelés esetén a rekombinans fehérjéket 1 pg/ml-es koncentracidban adtuk a

médiumhoz.
3.6  Rekombinéans fehérjék és egyéb kezeléshez hasznéalt anyagok

A sejtvonalak kezelésére hasznalt IWR-1 molekulat (Sigma Aldrich. St. Louis, USA) a
kanonikus Wnt jelatviteli Utvonal gatlasara hasznaltuk és 1 pM-os koncentracioban
alkalmaztuk. Az IWR-1 inhibitor az Axin fehérjekomplex stabilizalasan keresztul
fokozza a beta-katenin lebontasat, igy gatolva a kanonikus jelatvitelt [85]. A kanonikus
utvonal aktivalaséara hasznalt LiCl a GSK-3beta gatlasan keresztil hat [86]. 10 mM-os
torzsoldatat 100 puM-os higitasban adtuk a sejtekhez. A szferoidok kezelésére tisztitott,
rekombinans Wnt5a (R&D Systems, Minneapolis, USA) molekulat hasznaltunk 1
pg/ml-es koncentracioban. PPARgamma specifikus agonistaként a RSG-t Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), antagonistaként a GW9662-t (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

hasznaltuk 10-10 uM-os koncentracioban.
3.7  RNS izolélas, cDNS készités

A human tiidészovetekbdl Trizol Reagenssel ((Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) total RNS-t izolaltunk. A szdvetet PBS-ben mostuk, szikével darabokra
vagtuk, majd Trizol reagensbe felvettiik. 20 perc 12000 rpm-en torténd centrifugalast
kdvetéen az RNS tartalmt fazist leszivtuk és izopropanolra mertik ra. Ismételt
centrifugalas utdn a keletkezett Gledéket mostuk, majd RN&z-mentes vizben
visszaoldottuk. Az izolalt RNS minta koncentracidjat és mindéségét NanoDrop
késziilékkel meértuk. A merést kdvetéen 1 pg totdl RNS-t tartalmazo mintan DNAaz
kezelést (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) alkalmaztunk és cDNS-t készitettink. A
DNéaz kezeleshez 1 pl DNaz enzimet (1 unit/ul) az kitben 1évé emésztépufferben
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oldottuk, 10 percig hoékezeltik (25°C), majd 0,5 pl 50 mM EDTA tartalm0 stoppol6
oldattal, majd tovabbi 10 perces 70°C-os hékezeléssel allitottuk le a reakcidt. Az ilyen
modon el6készitett RNS mintabdl ¢cDNS-t készitettilk a gyarto altal javasolt protokoll
szerint (HighCapacity cDNA kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Hagyomanyos mono-, illetve ko-kultrdk és 3D szdvetek esetében NucleoSpin RNA
isolation Kit-et (Macherey-Nagel, Diren, Germany) hasznaltunk RNS izolélas céljabol.
A koncentraciomérést kovetéen lug mennyiségli totdl RNS-t felhaszndlva cDNS-t

készitettlink a fent emlitett protokoll alapjan.
3.8  Valos idejii kvantitativ PCR (QPCR)

Az elkészitett cDNS mintakbol valds ideji génexpresszidt vizsgaltunk QqPCR
segitségével. A Kkisérlet sordn HighROX SensiFast SYBR Green Master Mixet
(BioLine, London, UK) hasznaltunk, az amplifikéciét pedig ABI StepOnePlus
készuléken futtattuk. A PCR kondicidk a kovetkezok voltak: 95°C 2 perc, 40 cikluson
keresztil 95°C 5 masodperc és 60°C 30 méasodperc. A kapott eredményeket StepOne
szoftverrel analizaltuk és beta-aktin bels6é kontrollhoz normalizaltuk. A génexpresszio
véltozasok kiszamitasara 299t maddszert alkalmaztunk, az alébbi képlet alapjan:
kovetkezé formula alapjan szamitottuk ki: RQ=29%T ahol a ddCT a kovetkezd
egyenletbdl szarmazik: deltaCt(kezelt minta)-deltaCt(kontroll minta). A PCR reakciok
soran hasznalt specifikus oligonukleotidokat a 4. tablazat foglalja dssze.

Célgén Forward primer Reverz primer

beta-aktin GCGCGGCTACAGCTTCA CTTAATGTCACGCACGATTTCC
E-kadherin GACCGGTGCAATCTTCAAA TTGACGCCGAGAGCTACAC
N-kadherin AGCTTCTCACGGCATACACC GTGCATGAAGGACAGCCTCT
VE-kadherin ATGAGATCGTGGTGGAAGCG GGTGTCTTCAGGCACGACAA
VEGF-A GGGCAGAATCATCACGAAGT TGGTGATGTTGGACTCCTCA
HIF-1alfa GCCAGACGATCATGCAGCTA ATCCATTGATTGCCCCAGCA
IL-1beta TCAGCCAATCTTCATTGCTCAA TGGCGAGCTCAGGTACTTCTG
PPARgamma GCTTTTGGCATACTCTGTGATCTC | GGTGGCCATCCGCATCT
Wnt5a CAAAGCAACTCCTGGGCTTA CCTGCTCCTGACCGTCC

CD31 GCTGACCCTTCTGCTCTGTT ATCTGGTGCTGAGGCTTGAC
CD105 CTCTCCAGGCATCCAAGCAA CAGGCTGGAATTGTAGGCCA

4. tablazat: A felhasznalt oligonukleotidok szekvenciai.
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3.9  Tagman array plate

AC és SCC mintékban a Wnt jelatviteli molekulak mRNS szintli vizsgalatahoz 92 gént
és 4 bels6 kontroll gént tartalmaz6 Wnt lemezt hasznaltunk (Tagman array, Human Wnt
pathway, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). A cDNS:Tagman Universal PCR
Master Mix (2x) elegyet szétosztottuk (20 pl/reakcid). A vizsgalatot ABI StepOnePlus
rendszerrel és hozza tartoz6 StepOne szoftverrel végeztik. A futtatdsi reakcio a
kovetkez6 kondiciok szerint zajlott: 50°C 2 perc, 95°C 10 perc, 40 ciklus 95°C 15

masodpercig és 60°C 60 masodpercig.
3.10 TagMan microRNA assay

MikroRNS vizsgalatdhoz ABI TagMan microRNA kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) segitségével 100 ng RNS felhasznalasaval reverz transzkripciot
allitottunk 6ssze. Minden reakcié specifikus miR-27b, miR200b és U6 primereket
tartalmazott. A PCR reakciéhoz TagMan MicroRNA Assay (20x)-t, TagMan Universal
Master Mix (2x)-et és a reverz transzkripciobdl szarmazo végterméket adtunk. A
vizsgalatot ABI StepOnePlus rendszerrel és hozza tartoz6 StepOne szoftverrel
vegeztiik. A futtatdsi reakcio a kovetkez6 kondiciok szerint zajlott: 95°C 10 perc, 40
ciklus 95°C-on 15 maéasodpercig és 60°C 60 masodpercig. MiR-27b és miR-200b

expresszidjat U6-hoz normalizalva szamitottuk Ki.
3.11 Beéagyazas és metszetkészités

Mind a human, mind pedig az egérmodellbdl szdrmazo tiidoszoveteket a miitétet
kovetéen 1% FBS tartalmu PBS-ben taroltuk a felhasznalasig. Metszésre torténd
beagyazasahoz a szovetekbdl 0,5 x 0,5 cm-es darabot PBS: bedgyaz6 médium 1:1
aranyl keverékével feltoltottik és bedgyazé médiumot (TissueTek embedding media,
Alphen aan den Rijn, Netherland) tartalmazd metszettarté kazettdba tettik, majd a
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

3D tiiddszovetek esetében a szferoidokat szintén beagyazd médiumot tartalmazo

metszettartd kazettaba tettiik és a felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Immunfluoreszcens festés céljabol 8 um vastagsagu metszetek kriosztattal készitettiik

(CM1950, Leica, Wetzlar, Germany) és 10 percig hideg acetonban fixaltuk.
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3.12 Immunfluoreszcens festés

A fixalds utdn a metszeteket 20 percig rehidrataltuk és blokkoltuk 5% BSA tartalmd
PBS oldattal. Ezt kdvetéen az egér tiidometszeteket anti-egér Wnt5a és direkten jel6lt
anti-CD31, anti-CD105 els6dleges antitesttel jeloltiik 1 6éran at. Human metszetek és 3D
szovetmodellek esetén human anti-VEGF-A és anti-CD31 els6dleges antitestet
alkalmaztunk. A nem direkten jel6lt antitestekhez haromszori PBS oldatos moséast
kovetden AlexaFluor 488 ¢és 555 konjugalt anti-egér, illetve anti-patkany 19G
masodlagos antitestet tettink. A sejtmagokat minden esetben TO-PRO3 festékkel
jeloltik. A metszeteket a masodlagos antitesttel valo inkubalas utan is haromszor PBS
oldattal mostuk, majd Vectashield fed6oldattal (Vector Laboratories, Burlingame, USA)
fedtik. A képeket konfokalis mikroszkoppal készitettik (Zeiss LSM 710), a
fluoreszcens képek szerkesztését és a festések intenzitas mérését Fiji képszerkesztd
programmal végeztlk [87]. Az abrakon szerepl6 képek minden esetben legalabb harom
fliggetlen kisérletbdl kivalasztott reprezentativ dbrdk. Az intenzitds mérések harom,

vagy esetenként tobb mérésbol szarmazé értékek atlagaibol szarmaznak.

Elsddleges antitestek Higitéas Gyart6

Alexa Fluor 488 anti-egér CD105 | 1:100 BioLegend (Klon: MJ7/18)
Alexa Fluor 594 anti-egér CD31 1:100 BioLegend (Klon: MEC13.3)
Patkéany anti-egér Wnt5a 1:50 R&D Systems (Kléon: 442625)
Egér anti-human CD31 1:50 BioLegend (Klon: WM59)
Egér anti-human VEGF-A 1:100 R&D Systems (KlIon: 26503)
Masodlagos antitestek Higitas Gyart6

Alexa Fluor 488 anti-egér 1gG 1:200 Life Technologies

Alexa Fluor 555 anti-egér IgG 1:200 Life Technologies

5. tblazat: Immunfluoreszcens festések soran alkalmazott antitestek és higitasaik.

3.13 Hematoxilin-eozin festés

A 8 um vastag tiidOmetszeteket és a fiiggesztett sejttenyésztd betéteket Mayer’s
hematoxilin oldatban (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) festettik 10 percig. A mintékat
ezt kovetéen folydo vizben 10 percig mostuk, majd 0,25%-0s ecetsavval

differencialtattuk 1 percig. Ezutan desztillalt vizzel mostuk, majd 2 percig eozin oldattal
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festettik. A mosast kovetéen Vectashield feddoldattal (Vector Laboratories,

Burlingame, USA) fedtiik és Nikon Eclipse Ti-U inverz mikroszkoppal fotdztuk.
3.14 PPRE riporter assay

A549 sejteket PPAR kotohelyet tartalmazd PPRE és egy kontrollként hasznélhatd, nem
funkcionalis PPRE résszel rendelkezd plazmiddal transzfektaltunk. PPAR molekula
kotédése kovetkeztében a plazmidban talalhato luciferdz gén aktivalodik, a BrightGlo
(Promega, Madison, USA) reagensben talalhaté luciferin szubsztratot ATP jelentlétében
lumineszcens jelet eredményezd oxyluciferinné alakitja. 96-lyukd lemezen 6*103-on
sejthez 100 ng plazmid DNS-t vittink be. A transzfektalashoz reakcionként 0,3 pl
Lipofectamine 3000 reagenst (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) és 0,5 pl
P3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) reagenst hasznaltunk. Egy éjszakan
at tortén6 inkubalast kovetden a transzfektalt sejtek 24 6ras 10mM LiCl és 1 uM IWR-1
kezelésnek vetettiik ald. PPAR aktivacio méréséhez BrightGlo luciferdz assay-t
(Promega, Madison, USA) alkalmaztunk, melyet Synergy HT (BioTek) olvasoval
detektaltunk. Az aktivacioban bekoOvetkezd valtozasokat PPRE kontroll plazmiddal
transzfektalt sejtekhez hasonlitottuk. A fent emlitett sikeres transzfektalds és 24 Orés
kezelés utdn RNS-t izolaltunk, cDNS-t irtunk és real-time PCR-ral analizaltuk. A
génexpresszioban torténd valtozast nem kezelt kontroll sejtekhez viszonyitottuk. A
fehérje termelésében bekdvetkezd valtozasok kovetésére a transzfektalt sejteken 72 oras
LiCl (10mM) és IWR-1 (1um) kezelést alkalmaztunk. A kezelés befejezését kovetoen a
fehérje transzport megéllitasara Brefeldin-A (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 10 pg/ml-
es koncentracioju oldataval kezeltik 4 6ran at, mivel a VEGF-A szolubilis faktor. A
VEGF-A molekulét tisztitott VEGF-A antitesttel és AlexaFluor 488 konjugatummal
kapcsolt anti-egér masodlagos 1gG-vel vizualizaltuk immunfluoreszcens jel6lés soran.
A sejtmagokat TO-PRO3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) festékkel jeloltik
és kék szinben jelenitettik meg. A masodlagos antitesttel vald inkubalast haromszori
PBS oldattal t6rténd mosas kovette, majd a lemezeket Vectashield (Vector Laboratories,
Burlingame, USA) feddoldattal fedtiik. A képek Zeiss LSM 710 tipusu konfokalis
mikroszkoppal késziiltek és harom flggetlen kisérletbél reprezentativ abra keriilt

megjelenitésre.
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3.15 PPARgamma agonista es antagonista kezelés

F11 fibroblaszt sejteket 24- lyuk( lemezen tenyésztettiik és 10 uM RSG-vel (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) és 10 uM GW9662-vel (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
kezeltik 48 oran at 1 pg/ml rekombinans human Wntba jelenlétében vagy hianyaban.
VEGF-A mRNS szintet SYBR Green alapu kvantitativ PCR segitsegével hataroztuk
meg, a miR-27b expresszios szintjét Tagman MicroRNS Kittel végeztik.

3.16 HMVEC-L migracios kisérlet

HMVEC-L endotélsejteket 2*10* siirliségben fliggesztett sejttenyészté betét (8 pm
porusatmérd, Corning, New York, USA) belsé felén tenyésztettiik. A 24-lyukd lemez
sejttenyésztd felszinén VEGF-A thltermeld sejtet tenyésztettiik. Kontrollként a normal
VEGF-A fehérjét termeld sejtet hasznaltuk. Wntba hatdsanak vizsgélatahoz a VEGF-A
termeld sejtekhez rekombinans Wnt5a-t adtunk 1 pg/ml-es koncentricidban. 24 ora
elteltével a fliggesztett betéteket hematoxilin-eozin festéssel tettik lathatova. A képeket
Nikon Eclipse Ti-U inverz mikroszkoppal készitettik.

3.17 Aramlasi citometrias mérés

A 3D tiidémodellek elkészitését kovetéen a szferoidokat (3D SAEC-F11 VEGF"9n-
HMVEC-L és SAEC-F11-HMVEC-L) egy éjszakan &t inkubaltuk rekombinans huméan
Whntba fehérje jelenlétében vagy a nelkil. A kezelés lejarta utdn a 3D tiidémodellekbdl
Accumax™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) oldat segitségével egysejt-szuszpenziot
készitettink. Nativ AC és SCC mintédk 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 jellésehez Brilliant Violet 421 konjugatummal kapcsolt anti- human
CD31 (Klén VM59, BioLegend, San Diego, USA) és allophycocyanin (APC) jeldlt
anti- human CD105 antitesteket (Klon 43A3, BioLegend, San Diego, USA) 100 ul PBS
pufferben higitva alkalmaztuk a mintakon. Nativ mintdk esetén APC Cy7
konjugatummal jel6lt anti- human CD31 (Klén: VM59, BioLegend, San Diego, USA)
és APC jelolt CD105 (Klon 43A3, BioLegend, San Diego, USA) antitestet
alkalmaztunk szintén 100 pl PBS pufferben higitva. 30 perces, sotétben elvégzett
inkubalast kovetéen 1 ml PBS pufferrel mostuk és 1%-0s paraformaldehiddel fixaltuk.
A mérést BD FACS DIVA V6 szoftverrel ellatott FACS Canto Il aramlasi citométerrel
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mértik (BD Immunocytometry Systems, Erembodegen, Belgium), az analizist FCS

Express V4 szoftverrel végeztuk.
3.18 Statisztikai analizis

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

szignifikans eredmeénynek.
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4. Eredmények

41  VEGF-A expresszio az oregedé tiidoben

Az érképzés a kor elérehaladtaval a VEGF-A mennyiségi csokkenésének kovetkeztében
lassul [88]. Ugyanakkor, patkanykisérletekbOl szarmazo adatok szerint, normoxias
koriilmények kozott a fokozott apoptozis a tiidoben emelkedett VEGF-A expressziohoz
vezet [89]. Annak érdekében, hogy kideritsiik, az életkor novekedésével egyiitt jaro
VEGF-A emelkedés csak a patkanyok esetében igaz-e, human mintakban gPCR
modszer segitségevel mértuk meg a VEGF-A szintet. A megvizsgalt human
tidémintakat atlagolva, a VEGF-A szint szignifikansan emelkedik az idésebb tiidében
(7. &bra).
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7. &bra: VEGF-A expresszi0s szintje beta-aktin belsé kontroll génhez viszonyitva,
egészséges fiatal (N=5) és idds (N=5) emberbdl szdrmazé tiidészoveti mintakbol. Atlag +
SEM, Student t-préba, ahol a kiilénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, ***
p<0.001.
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A fent emlitett tényez6 mellett tovabbi molekulakat kerestiink, amelyek az angiogenezis
allapotarol adhatnak tajékoztatast. A CD105 az aktiv proliferaci6 markere az
endotélsejtek esetében. Ezért a fent megvizsgalt human mintakon qPCR segitségével
néztik a CD105 marker Kifejez6dését mRNS szinten, mely az oOregedé tiidében

tapasztalt VEGF-A valtozasahoz hasonl6an emelkedett szintet mutatott (8. abra).
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8. abra: CD105 expresszios szintje egészséges fiatal (n=5) és idds (n=5) emberbdl
szdarmazo tiiddszoveti mintakbol. CD105 mRNS expresszios szintje az altalanosan
hasznalt CD31 endotélmarkerhez viszonyitva. Atlag + SEM, Student t-proba, ahol a
kilonbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

4.2  PPARgamma és VEGF-A genexpresszio human AC és SCC mintakbol

Az egészséges fiatal és id6s tidomintakat kdvetéen human nem Kissejtes tiidétumor
minték, azon belll AC és SCC mintak esetében is megvizsgaltuk az angiogén faktorok
Kifejezodését. A VEGF-A molekula mRNS szintje mindkét tumortipus esetében
szignifikdnsan magasabb, a PPARgamma pedig szignifikdnsan alacsonyabb a normal,
egészséges tid6hoz képest (9. abra). A két altipus 6sszehasonlitd analizise soran
tapasztalt megfigyelések még inkabb hangsulyoztak egy eltér6 szabalyozasi
mechanizmus meglétét. Alacsonyabb PPARgamma szint ugyanis magasabb VEGF-A
expresszidval parosul AC mintakban, mig SCC esetében a mintazat ellentétesen alakul,

magasabb PPARgamma szint alacsonyabb VEGF-A jelenléthez vezet mMRNS szinten.
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9. abra: PPARgamma és VEGF-A génexpresszio vizsgalata AC (n=11) és SCC (n=12)
betegekbdl szdrmazé mintdkban, normdl tidészévethez hasonlitva. Atlag + SEM,

ANOVA teszt, ahol a killénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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4.3  Whnt jelatviteli molekuldk a primer nem Kissejtes tiidokarcinomakban

A fenti eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a PPARgamma a tiiddben
lejatsz6dd angiogenezis egyik szabalyozod molekulaja lehet. Munkacsoportunk el6z6
kutatasaibdl tudjuk, hogy az éregedes soran beta-katenin Gtvonalon keresztil csokken a
PPARgamma mRNS és fehérje mennyisége [51]. Igy megvizsgaltuk a Wnt jelatviteli
molekulak expresszidjat AC és SCC betegmintakon. A primer tumor analizisink soran
kimutattuk, hogy a Wnt5a szignifikansan magasabb szinten van jelen SCC mintakban,
mint az AC betegekben (10. és 11. abra).
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10. &bra: a) Wnt mRNS expresszio6 AC (n=12) és SCC (n=8) mintakban, eldre
Osszeallitott Tagman lemezen. b) Wnt5a mRNS expresszio szintje AC (n=11) és SCC
(n=12) mintakban normdal tiidészévethez viszonyitva. Atlag + SEM, ANOVA teszt, ahol a
kilonbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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4.4 A kanonikus Wnt jelatviteli itvonal szerepe a PPARgamma aktivaciojaban

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a Wnt és PPAR (tvonalak modositdsa milyen
hatassal van a VEGF-A termelésre. EQy VEGF-A termel6 tiidétumor sejtvonalat, az AC
eredetii A549 vonalat hasznalva Wnt jelatvitel gatlasan, illetve indukaldsan keresztiil
vizsgéltuk a PPARgamma aktivitasat. PPAR kotohelyet tartalmazé PPRE plazmiddal
transzfektéalt sejtekben a beta-katenin jelatviteli utat aktivalé LiCl (10mM) kezelés
hatasara a PPAR prométer aktivitas szignifikdnsan csokkent, mig a Wnt inhibitorként

hasznalt IWR-1 (1uM) kezelés utan az aktivitas nem valtozott (12/a abra).
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12. &bra: a) PPAR aktivitas alakulasa, valamint b) PPARgamma és VEGF-A expresszid
valtozdsa LiCl és IWR-1 kezelést (n=4) kovetéen A549 sejtvonalon. A relativ
génexpresszid valtozas kezeletlen kontrollhoz hasonlitva. Atlag + SEM, ANOVA teszt,

ahol a kiillénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

Ezzel parhuzamosan a VEGF-A mRNS szintje mindkét esetben ndvekszik (12/b abra),
mig fehérjeszinten a valtozas ellenkezd iranyu, vagyis LiCl hatasara a VEGF-A szintje
szignifikansan emelkedik, IWR-1 kezelést kovetéen pedig nem valtozik jelentésen (13.

abra). Ez alapjan feltételezheté egy eltéré poszttranszkripcids szabalyozas, anndl is

38



inkdbb, mivel a nem-kanonikus Wnt jelatvitel esetében méar kimutatasra kerdlt, hogy
aktivalasa sordn a transzkripcio véltoztatdsa nélkul, endoplazmatikus retikulumban

tarolt molekulak, példaul Ca®* felszabadulasahoz vezethet [90].

A549 kontroll A549 + LiCl
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A549 + IWR-1 O Kontroll LiCl TWR-1

13. abra: VEGF-A expresszi0 fehérjeszintii valtozasa LiCl és IWR-1 hatasara. A képek
4 kiilonbozé kisérletbdl kivdlasztott reprezentativ képek. Atlag + SEM, ANOVA teszt,
ahol a kulénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 63x-0s nagyitas,
[épték 20 pm.

Erdekesség, hogy a LiCl kezelés a PPARgamma mRNS szintli kifejez6dését nem

valtoztatja, mig az emelkedett VEGF-A szintet kivaltdo PPRE aktivitast modositja, ez is

mutatva az aktivitds fontossagat. PPARgamma KO egér tiiddmetszeteinek Wnt5a

39



festése szintén ezt hangsulyozza, mivel a PPARgamma ilyen rendszerben torténd alul

miikodése nem jar a Wnt5a molekula fehérjeszintii valtozasaval (14. abra).

Wnt5a ' Wnt5a

Vad tipus PPARgamma KO
600+

500+
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300+

200+

mWnt5a fluoreszcens intenzitas

Kontroll PPARgamma
VT KO

14. dbra: PPARgamma KO és vad tipusu egér tiidémetszeteinek Wnt5a festése. A képek
3 kiilonbozé egér tidejébs! kivdlasztott reprezentativ képek. Atlag = SEM, Student t-
proba. 63x-0s nagyitas, Iépték 50 um.

Mivel a PPRE riporter rendszer nem PPARgamma specifikus, ezért kodzvetlen
PPARgamma modositasara PPARgamma agonistat és antagonistat hasznaltunk human
primer fibroblaszt sejtvonalon. A varakozasainknak megfeleléen a PPARgamma
gatlasara alkalmazott GW9662 novelte a VEGF-A expressziét, mig RSG jelenlétében a
VEGF-A expresszido mind mRNS mind fehérjeszinten csokkend tendenciat mutat (15.

abra).
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15. &bra: a) VEGF-A mRNS szintje RSG és
GW9662 kezelést kovetden (n=3). A relativ
génexpresszi6 a  kezeletlen  kontrollhoz
viszonyitva lathatoak. b) VEGF-4 fehérjeszintii
valtozasa RSG és GW9662 kezelést kovetden. A
képek 3 kiilonbozé  kisérletbol  kivalasztott
reprezentativ képek. Atlag + SEM, Student t-
proba, ahol a kulénbseég szignifikans, ha
*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 63x-0s
nagyitas, Iépték 20 um.
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45 In vitro 3D tiidomodell

A fent emlitett molekuldk szab&lyozasanak vizsgélatdhoz egy 3D disztalis in vitro
tidomodellt készitettiink, a tiidot felépitdé harom f6 sejt, a légzofeliiletet alkotd
epitélsejtek (SAEC), normal tiid6 fibroblasztok (NHLF) ¢és mikrovaszkularis
endotélsejtek (HMVEC-L) felhasznalasaval.

A tovéabbiakban megvizsgaltunk harom jellemzd angiogenikus faktor VEGF-A, IL-
lbeta és HIF-lalfa expresszidjat normal human tiidével Osszehasonlitva, melynek
eredménye igazolta, hogy az in vitro 3D modellink alkalmas az angiogenezis
molekuléris vizsgalatara, mert a fent emlitett faktorok expresszidja szignifikdnsan nem

mutat eltérest (16. abra).

[ ]3D tiidémodell
B2 Normal human tido

mRNS expresszio (beta-aktinhoz viszonyitva)

0 . .
VEGF-A IL-1beta HIF-1alfa

16. abra: Harom angiogenikus faktor, a VEGF-A, az IL-lbeta és a HIF-lalpha
génexpresszios mintdzatanak osszehasonlitasa in vitro eloallitott tiido aggregdtumban
és normal tiidészovetben (n=3). A génexpresszios valtozadsok beta-aktin belsé
kontrollhoz viszonyitva lathatdak. Atlag + SEM, ANOVA teszt, ahol a kiilénbség
szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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Az emelkedett VEGF-A szint okozta hatdst VEGF-A overexpresszald fibroblasztot
tartalmazo és normal expresszios szinttel jellemezheté aggregatum 6sszehasonlitasaval
vizsgaltuk. Human fibroblaszt sejtvonalba (F11) GFP kapcsolt VEGF-A gént vittiink
be, igy a VEGF-A overexpresszio GFP intenzitassal egyutt lathatova valt (17. abra).

F11-GFP

17. &bra: Normdl, human epitélsejtek (SAEC), normdl fibroblasztok (F11) és
mikrovaszkularis endotélsejtek (HMVEC-L) felhasznaldsaval készilt in vitro 3D
tiidéaggregatum. VEGF-A-GFP-t overexpresszalo fibroblasztok alkotjadk a modell
kozponti magjat. Az dsszes sejt aktin filamentumait AlexaFluor 555 konjugaltummal

ellatott phalloidinnal jel6ltik. 10x-es nagyitas, Iépték 100 pm.

Annak igazolasara, hogy a VEGF-A a normal allapotokhoz hasonléan szekretalt
forméaban expresszalddik, a sejteket fehérjetranszport gatlasara hasznalt Brefeldin-A-val
kezeltuk. Citopreparatumot készitve immunfluoreszcens festéssel tettiik lathatova a
VEGF-A molekulat. A képeken lathatd, hogy alapallapotban a fibroblaszt sejtek
rendelkeznek VEGF-A expresszidval, mely a kezelés hatasara fokozottabb, ugyanis a
sejtekben gatolt fehérje transzport miatt, az amugy szekretalt fehérje a citoplazméaban
marad. Az overexpresszalo sejtekben alapallapotban is magasabb VEGF-A szint
mutathatd ki, amely kilondsen jol lathatod a Brefeldin-A kezeléssel kivaltott szekrécios

gatléassal (18. abra).
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18. abra: VEGF-A overexpresszio és szekrécio. 20x-0s nagyités, 1épték 50 pum.

4.6  mikroRNS-ek szerepe az angiogenezisben

Az eddigi eredményeink egy érdekes kérdést vetettek fel. Kisérleteink szerint csak a
beta-katenin fiiggd kanonikus jelatvitel csokkenti a PPARgamma expressziot és ezzel
egyutt emeli a VEGF-A szintet. Az SCC magas Wntb5a expressziojat nézve nem volt
egyértelmii, hogy a nem-kanonikus Wnt talsullyal jellemezheté SCC esetén miként
valtanak ki hasonlé mechanizmust. A mikroRNS-ek szinte minden sejtszintii folyamat
szabalyozasaban szerepet jatszanak, igy az angiogenezisben is [91] [92]. Mivel az
irodalom egyértelmiien &sszekapcsolja a miR-27b és miR-200b molekulakat a Wnt,
PPARgamma és VEGF-A jelatvitellel [93] [94] [95] [96], figyelmiinket erre a két
molekulara 0Osszpontositottuk. Megvizsgalva a miR-27b és miR-200b molekulakat
primer human tiidémintak esetében azt lattuk, hogy az AC betegekben szignifikansan

alacsonyabb szintet mutatott mindkét mikroRNS az SCC mintakhoz képest (19. &bra).
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T JAC 19. abra: miR-27b és miR-200b expresszidja AC

scc ,
22 . (n=5) és SCC (n=5) tiidétumorokban. Atlag *
Le ) SEM, ANOVA teszt, ahol a kiillonbség szignifikans,
0,30+ ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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A vizsgalatainkat tovabb folytattuk abban az irdnyban, hogy a két nem kissejtes tiidérak
altipus kulonbozik-e a mikroRNS-ek Wnt-fiiggd szabalyozasaban, ezért a fent emlitett
harom sejttipust tartalmaz6 3D tiidémodellt rekombinans, human Wntba és Wntll
kezelésnek vetettiik ala. Az SCC mintékra jellemzé WntSa molekula a miR-27b szintet
szignifikansan emelte, mig a miR-200b-re nem volt hatdssal. Ugyanez elmondhat6 a

Whntl11 kezelésre is, mivel egyik vizsgélt molekulat sem befolyasolta (20. &bra).
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A fent emlitett fibroblaszt rendszert, valamint 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 kovetéen igen. Azonban a VEGF-A
expresszios szintje alacsonyabb volt, mint kizarélag PPARgamma antagonista kezelés
hatasara, hasonlé mintazatot mutatva az SCC mintakban tapasztaltakkal (21. &bra).
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21. abra: VEGF-A mRNS és miR-27b expresszids szintje PPARgamma specifikus
agonista (RSG) és GW9662 antagonista kezelést kévetéen (n=3). A relativ
génexpresszio a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Atlag + SEM, Student t-

teszt, ahol a kiilénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

A fentiek tikrében vildgossa valt, hogy a Wnt mikrokornyezetben tapasztalhatd
kilonbségek és a PPARgamma aktivitasara gyakorolt hatdsuk fontos szabalyozd
szerepet latnak el. A kanonikus és nem kanonikus Wnt-ok hatasara a mikroRNS-ek
expresszidjat befolyasolva, szignifikans, a terapias valaszt is befolyasolni képes

kilonbsegek alakulhatnak ki a nem kissejtes tiidorak két altipusaban.
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4.7 A Wntba hatasa az endotélsejtek proliferaciojara

Ezt kovetéen az SCC mintédkban talsulyban 1évé Wnt5a molekula szerepét tovabb
vizsgaltuk az angiogenezis szabalyozasaban, igy a 3D tidomodelleket rekombinans
human Wntba kezelésnek vetettik ala és VEGF-A, IL-1beta és HIF-1alfa expresszidjat
vizsgaltuk gPCR madszerrel. Egyik vizsgalt molekula kifejez6désében sem volt
szignifikans eltérés, igy feltételeztiik, hogy a Wnt5a nem kozvetlen szabalyozé
molekulaja az érképzés folyamatanak (22. abra).
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22. abra: VEGF-A, IL-1beta és HIF-lalfa expresszidjanak valtozasa rekombinans
Wnt5a kezelést kovetéen (n=3). A génexpresszios valtozasok beta-aktin belsd
kontrollhoz viszonyitva lathatdak. Atlag + SEM, ANOVA teszt, ahol a kiilénbség
szignifikans, ha. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

Mivel a Wnt5a a kisérleteinkben nem emelte a VEGF-A expresszidt, megvizsgaltuk,
hogy az angiogenezis aktivacidjaban milyen szerepe lehet, feltételezve, hogy emelkedett
VEGF-A kdrnyezetében a Wnt5a mddosithatja a VEGF-A altal indukalt angiogenezist.
VEGF-A tultermel6 fibroblaszt sejtvonalat a mar emlitett epitél- és endotélsejtekkel
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egyutt 3D Kkulturdban tenyésztettik és rekombinans human Wnt5a-val kezeltink.

Erdekes modon emelkedett VEGF-A kornyezetben a Wnt5a nem szignifikansan emelte

az angiogenikus faktorok mRNS szintjét (23. abra).
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23. é&bra: VEGF-A, |IL-lbeta és HIF-lalfa
expressziojanak valtozasa normal és emelkedett
VEGF-A szint mellett és rekombinans Wnt5a kezelést
kovetéen (n=3). Az abran a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitott relativ expresszio lathatd. Atlag + SEM,
ANOVA teszt, ahol a kulonbség szignifikans, ha
*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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A fenti kisérletekb6l Ggy latszik, hogy a Wnt5a nem kdzvetlen szabalyozé molekuldja
az angiogenikus markerek expresszidjanak, ezért a kovetkezokben az endotélsejtek
jelz6 CD105 molekulat primer human tiidémintakon analizalva azt tapasztaltuk, hogy az
AC eseteben a CD105 marker szignifikansan magasabb szinten mutathatd ki mRNS
szinten, mint az SCC mintdkban (24/a &bra). Fehérjeszintii kifejezédése szintén

emelked6 tendenciat mutat (24/b abra).
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24. abra: a) CD105 génexpresszié beta-aktin belsd kontrollhoz viszonyitva, AC (n=11)
és SCC (n=12) tiidémintakban. Atlag + SEM, Student t-proba. b) Az CD105 relativ
fehérjeszintii  expresszioja CD31+ endotélsejteken AC (n=6) és SCC (n=6)
tiidomintakban. Median + interkvartilis + also/felso kvartilis terjedelem, Student t-
proba, ahol a killénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

A human mintak vizsgalatabol kiderult, hogy mind a két tumor altipus esetében a
PPARgamma szignifikansan alacsonyabb szinten expresszalddik a normal tiid6hoz
viszonyitva, mig a VEGF-A mRNS szintje drasztikusan emelkedett (9. abra). Ezen
mintazat alapjan egy emelkedett tumor angiogenezist feltételeziink mindkét esetben,
azonban az endotélsejtek proliferacios markere, a CD105, ellentétes kifejezédést mutat.
Véarakozasainkkal ellentétben a PPARgamma KO egérmodellben a CD105 fehérje
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mennyisége szignifikdnsan csokkent a CD31 pozitiv endotélsejtekben (25. abra), csak
ugy, mint az SCC esetében, ahol szignifikdnsan alacsonyabb expresszio lathatd az AC
mintakhoz képest. Ezen eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az emelkedett VEGF-A
szint, mely szintén megfigyelheté mind a PPARgamma KO egérmodellben (26. abra),
mind pedig a két nem kissejtes tiidérak altipusnal, nem elegend6 az endotél proliferacid

indukaldsahoz.

Vad tipus PPARgamma KO

900+
800+

7007 25. &bra: CD31+ endotélsejtek CD105
6001 expresszios  szintjének a  vizsgalata
500+ PPARgamma KO és vad tipusi egér
400+ tiidémetszeteken. A képek 3 kiilonbozé egér
300 tiidejébd! kivalasztott reprezentativ képek.
200 Atlag + SEM, Student t-préba, ahol a
100+ kulonbség  szignifikans, ha  *p<0.05,

Kontroll PPARgamma **p<0.01, *** p<0.001. 63x-0s nagyitas,

VT KO léptek 50 pm.

mCD105 fluoreszcens intenzitas
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Vad tipus PPARgamma KO
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p<0.01, p<0.001. 20x-0s nagyitas, Kontroll PPARgamma
lépték 50 pm. VT KO

A két karcinbma Wnt kornyezetében és az emlitett CD105 expresszidban tapasztalt
megfigyelésekbdl feltételezve teszteltik a Wnt5a szerepét az endotélsejtek
proliferaciojaban.3D in vitro modellrendszer Osszeallitasat kovetden a ko-kulturakat
rekombinans Wnt5a molekulaval kezeltik és aramlési citométerrel analizaltuk. A
VEGF-A expresszio ndvekedése a CD105 fokozott kifejez6dését vonja maga utan, mig
Whntba kezelés hatasara ez a hatas szignifikdnsan nem véltozik (27. &bra). A fentiekbdl
elmondhatd, hogy a Wntba kozvetlenil nem szabalyozza az angiogenezishez
kapcsolddd gének expressziojat mRNS szinten, illetve az endotélsejtek VEGF-A éltal

indukalt proliferaciojat nem madositja.
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27. abra: CD105 expresszid megjelenése CD31 pozitiv endotélsejteken, normal és
emelkedett szintii VEGF-A expresszioval jellemezheto 3D tiidomodellben. Median +
interkvartilis + also/felso kvartilis terjedelem. ANOVA teszt, ahol a kiilonbség
szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

A két karcindbma kozti eltéré érképzés, ugyanakkor a VEGF-A és PPARgamma
megegyez0 iranyu valtozdsa és a Wnt5a lehetséges szabalyozd szerepe tovabbi
vizsgalatokat inditott el. Mivel kozvetlen génexpressziés valtozasokat nem
tapasztaltunk Wnt5a hatasara, ezért funkcionalis vizsgalatot végeztiink az endotélsejtek

migréacidjat alapul véve.
4.8  Wntba és kadherinek

A kadherin molekuldk monotipikus és heterotipikus sejt-sejt kapcsolatok létrejottéért és
fenntartasaért felelés adhézios molekuldk, amelyek a fejlédés sordn a sejtek megfeleld
helyekre vandorlasat segitik, tovabba a szoveti integritds megdrzéséért felel6sek a
felnott élet soran. E-kadherin foként az epitélsejtekre jellemzd, mig N- és VE-kadherin
az endotélsejtekben talalhaté [97]. A kadherin molekulaegyensily megvéltozasa a

tumoros folyamatok egyik meghatdrozé jellemzdéje. A Wnt5a primer humén
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epitélsejtben megvaltoztatja a kadherinek expresszids profiljat. Az E-kadherin szintjét
csokkenti, mig az N-kadherint néveli a rekombinans Wnt5a molekula (28. abra).

10
e
3 T
8
% T
Cé) | . o 0,1 pg/ml
= T B 1 pg/ml
2
=
Q
[

1
0,1
E-kad N-kad

28. dbra: SAEC normal epitél sejtkultira E- és N-kadherin mRNS expresszidja 72 éras
0,1 pg/ml és 1 ug/ml rekombindins Wnt5a kezelést kovetden (n=5). A relativ
génexpresszio a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Atlag + SEM.

Ezt kovetden az angiogenezis vizsgalatiban a figyelmiinket az endotélsejteket
szorosabban érint6 VE-kadherin vizsgalatara Gsszpontositottuk. 3D tiidémodelliinket
vizsgalva lattuk, hogy emelkedett VEGF-A mRNS expresszié esetén mind az N-
kadherin, mind a VE-kadherin mRNS szintje csokken, amelyet a Wnt5a kezelés

szignifikdnsan megemelt (29. abra).
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29. abra: 3D tlddmodell N- és VE-kadherin génexpresszidjanak valtozasa emelkedett
VEGF-A4 és rekombindns Wnt5a kezelést kiovetéen (n=3). A relativ génexpresszio a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Atlag + SEM, ANOVA teszt, ahol a
kilonbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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4.9 A Wntba szerepe a sejtmigracidban

A megvaltozott kadherin expresszid a sejtek motilitasaban is valtozasokat okozhat, igy
kezdtik el vizsgalni a Wnt5a szerepét a sejtek migracidjdban. Nem tumoros eredeti,
normal epitélsejtek migracioja rekombinans Wnt5a kezelés hatasara nagyobb mértékben

megnd 6sszehasonlitva a Wntl1 kezeléssel (30. abra).
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30. abra: SAEC sejtkultara kadherin mRNS expresszidja 72 éras 0,1 pg/ml és 1 pg/ml
rekombindans Wnt5a kezelést kovetéen (n=3). A relativ génexpresszi6 a kezeletlen

kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Atlag + SEM.

A Wnt jelatvitel hatidsa nem csak epitélsejteken lehet jelentds. Az elézéekbdl
kovetkeztetve a WntSa nincs koOzvetlen hatdssal az angiogenikus faktorok
expresszidjara, viszont a VEGF-A altal kozvetitett hatast moddosithatja. Ennek
vizsgalatara normal fibroblasztot eés VEGF-A tultermeld sejtet tartalmazo epitél- endotél
3D ko-kulturdkat Wnt5a molekulaval kezeltik és az endotélsejtek migracidjat az
endotél marker anti-CD31 immunfluoreszcens festésével tettik lathatova. A festések jol
mutatjak, hogy normal VEGF-A szint jelenlétében az endotélsejtek diffizan vannak
jelen a 3D szferoidban, mig az altalaban a szferoid kozepét alkotd fibroblasztok és az
altaluk termelt VEGF-A tobblet elésegitette az endotélsejtek migrécidjat. Amig a
VEGF-A fokozott jelenléte az endotelsejtek vandorlasat pozitivan befolyasolja, addig a
rekombinans Wnt5a kezelés ezt a hatast gatolja, igy az erek falat alkoto sejtek

vandorlasa nem val6sul meg, szort eloszlast mutatnak (31. abra).
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31. dbra: HMVEC-L endotélsejtek mintazatanak valtozasa emelkedett VEGF-A szint és
rekombindns Wnt5a kezelés hatdsara. A képek 3 kiilonbozé kisérletbdl kivalasztott
reprezentativ képek. Atlag + SEM, ANOVA teszt, ahol a kiilénbség szignifikans, ha
*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 63x-0s nagyitas, Iéptek, 50 pum.

A Wntba endotélsejtekre gyakorolt gatlo hatasat bizonyitandd HMVEC-L primer
endotélsejtek VEGF-A taltermel6 fibroblaszt sejtekkel szemben szignifikansan
gyorsabban vandoroltak, mint a normal VEGF-A kdrnyezetet biztositd fibroblasztok
felé. Mig a fehérjeszinten megndvekedett VEGF-A hatdsdt a meédiumhoz adott
rekombinans, human Wntba csokkentette (32. abra).
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3 kiilonbozé kisérletbdl kivalasztott reprezentativ képek. Atlag + SEM, ANOVA teszt,
ahol a kilénbség szignifikans, ha *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001. 10x-es nagyitas,
[épték 100 pm.
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5. Osszefoglalas

Az angiogenezis mind a normal, mind a koros folyamatok szerves részét kepezi. Az
életkor el6rehaladtaval sok olyan molekularis valtozas kovetkezik be, amelyek
elosegitik a koros folyamatok kialakuldsat. Az oregedés soran lezajlo sejtszintii
események vizsgalata sordn szdmos olyan faktort azonositottak, amelyek szerepet
jatszanak az endotélsejtek dregedésében is, valamint elésegitik a tumorok kialakulasat
[98]. Az antioxidansként szdmon tartott szuperoxid dizmutaz aktivitasanak csokkenése,
valamint a csokkent nitrogen oxid jelatvitel egyuttesen olyan DNS karosodasokat okoz,
amelyek végs6 soron a regeneracios folyamatok gyengiiléséhez vezetnek. Regeneracio
hianyadban mind a struktdra, mind a funkcid sérilést szenved. A tiid6ben talalhatd
endotélsejtek a tobbi sejttipussal egyutt szintén érintettek a fent emlitett valtozasokban,
amelyek egydttesen hozzajarulnak olyan idéskori betegségek kialakulasahoz, mint
példaul a tidében megemelkedett vérnyomas [5]. Az életkor el6rehaladtaval a rakos
megbetegedések eléfordulasi gyakorisaga drasztikusan né, a diagnosztizalt daganatok
60%-a 65 év felett fordul el6, 70%-0s halalozasi arannyal [99]. Az egyik leggyakrabban
kialakulé daganattipus a nem Kissejtes tiidérak, melynek alacsony 5-éves talélési rataja
mindossze 15% korul mozog [3] [4]. A kimagasldan alacsony tulélési arany a késoi
diagnozissal és a megfeleld terapia hianyaval fligghet Ossze. Az érképzés kitling
célpontnak bizonyult szamos tumor esetében, javulo talélési statisztikakat produkalt
nem Kissejtes tiidodaganatok esetében is, azonban mindez csak az AC altipusra
mondhaté el. SCC esetén 10-b6l 6 esetben sulyos vérzéssel jar6 mellékhatasok
jelentkeztek, amelynek kovetkeztében ezt a betegcsoportot nem kezelhették tovabb
angiogenezis gatlo szerrel, példaul az ismert anti-VEGF-A ellenanyaggal, a
bevacizumabbal [38] [39]. A mechanizmus, amely a sulyos vérzéshez vezet
bevacizumab kezelést kovetden, egyelére nem ismert, viszont szdmos tanulmany
bizonyitja, hogy az endotélsejtek regeneraciés mechanizmusanak gatlasa [100] vagy a
tumor f6bb erekhez kozeli elhelyezkedése felelds lehet a fellépd mellékhatasokért [101].
Az angiogenezis bonyolult folyamata tovabb neheziti a kérdés megvalaszolasat. Az
érképzés folyamataban a f6 VEGF uatvonal mellett szerepet jatszo fibroblaszt
novekedési faktor, bFGF és a vérlemezke eredetii novekedési faktor, PDGF szintén a
célzott terapia kutatdsanak kozéppontjaban van [43]. Annak ellenére, hogy az AC és

SCC tumorok célzott kezelésére iranyuld kutatdsok intenziven folynak [102], az
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érképzést gatld szerek alkalmazasara adott drasztikusan eltérd reakciora jelenleg nincs

magyarazat.

A Wnt jelatvitelben tapasztalt eltérés és az endotélsejtekre gyakorolt hatasa valaszul
szolgalhat a kezelésekben tapasztalt eltérésre. Az SCC tumorokat emelkedett Wnt5a
szint és aktivalt nem-kanonikus Wnt jelatviteli ut jellemzi, mig AC daganatokban a
beta-katenin fiiggd utvonal az aktivabb. Az itt megfigyelt Wnt mikrokornyezeti
valtozésok képesek megvéltoztatni a PPARgamma szintet és aktivitast, amely szoros
kapcsolatban all szamos fizioldgiai folyamat szabalyozédsaval. Kutatocsoportunk
kordbban kimutatta, hogy a tiidében megfigyelheté id6skori valtozasokhoz a kanonikus
és nem-kanonikus Wnt mikrokdrnyezet szervesen hozzajarul a PPARgamma molekulan
keresztlil [51]. A PPARgamma az adipogenezis és glikéz homeosztazis ismert
szabalyozobja, az endotélsejtekre is Kiterjedt hatast gyakorol, mely mar tébb évtizede
ismert teny [103]. A PPARgamma szerepet jatszik a vazodilatacio és az endotélsejtek
osztodasanak szabalyozésaban [103][104], mely ismeretek fényében feltételezheto,
hogy a beta-katenin fiigg6 PPARgamma aktivitas csokkenése okozhatja a VEGF-A
modositdsan  keresztiil az angiogenezis megvaltozadsat ¢és kozvetve a tido
karcinogeneziséhez vezet iddsebb korban. Erdekes médon a PPARgamma hatisa a
VEGF-A expresszidra szoveti rendszerenként valtozé lehet. Egyes esetekben a
PPARgamma gatlo szerepét irtdk le, mig mas publikaciok alapjan VEGF-A expresszio
aktivalasara képes [64][105]. Kisérleteink szerint a PPARgamma altal kozvetitett hatas
a szOveti mikrokornyezetben jelenlévé kanonikus és nem-kanonikus Wnt molekulak
aranyatol fligg. Ezen eredmények alapjan feltételezziik, hogy a PPARgamma
molekulanak szerepe lehet az dregedés soran megvaltozott és a tumor kialakulasaval
kapcsolatos érképzéssel. Ismert tény, hogy a PPARgamma magasabb az SCC
tumorokban AC betegekhez képest [106], viszont az altalunk vizsgalt
betegpopuldcidban normal tiidémintakhoz hasonlitva mindkét daganattipusban
szignifikansan alacsonyabb a PPARgamma expresszio, ami mindkét esetben emelkedett
VEGF-A szinttel parosult. Mivel a VEGF-A és CD105 mRNS és fehérjeszint magasabb
az AC mintakban az SCC esetekhez képest, azt feltételezhetjik, hogy a PPARgamma
eltér6 szabalyozasi szereppel birhat a kulonféle faktorok valtozo aranyainak

jelenlétében.

Vajon mi okozhatja ezt az eltérést? Mivel a PPARgamma szikséges a VEGF-A

crcr
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PPARgamma expresszid csokkenése valthatd ki, azt gondoljuk, hogy az eltér6 Wnt
mikrokdrnyezet allhat a VEGF-A endotélre kifejtett hatdsanak a hattereben. Annal is
inkabb valdsziniisithetd ez a szabalyozé mechanizmus, mivel a jellemzden nem-
kanonikus Wnt5a emelkedett szintje az SCC tumorokra jellemz6, amely
mikrokdrnyezet az emelkedett VEGF-A szint ellenére az endotél migracio gatldsanak
kedvez. Az SCC esetében jellemzé molekularis mikrokornyezet a megndvekedett VE-
kadherin expresszion keresztlil az endotélsejtek 0Osszekapcsolodasat is képes
megakadalyozni, amely viszont elengedhetetlen feltétele a mikodéképes véredények
kialakulasénak [107].

Tovabbi meghatarozé kisérleti eredményiink, hogy az angiogenezis szabalyozéasaban
fontos szerepet bet6ltd6 miR-27b mikroRNS szignifikans emelkedéséhez vezet a
megndvelt Wnt5a szint. Mivel a miR-27b részt vesz a PPARgamma mRNS
destabilizalasaban [94], gatolja a Wnt5a célpontjaként ismert NF-kappaB-t [108] és
TGF-beta célmolekulajat a Gremlin-1-et [109], ezért a megvaltozott expresszios szintje
messzemend® molekuléris valtozasokat hozhat. Kulondsen, mivel a fent emlitett
hatdsokon tdl a miR-27b részt vesz az angiogenezis soran képz6dé erek elagazasainak
és veredénnye formalddasanak a szabalyozasaban is [110]. Noha a masik mikroRNS,
amely a véredények elagazasat gatolja, a miR-200b [96] - a miR-27b-hez hasonl6an-
ugyan emelkedett szintet mutat az SCC mintakban, azonban nem a Wnt5a molekula

szabalyozésa alatt all.

Osszességében elmondhatd, hogy a tiidd dregedése soran a Wnt egyensuly megbomlik,
amellyel egyutt a VEGF-A szint is novekszik és hasonléan valtozik, mint a tiidében
zajlé karcinogenikus folyamatok soran [51]. Mind a kanonikus, mind a nem-kanonikus
Wnt molekulak eltéré molekularis mechanizmusokon keresztiil ugyan [111], de géatolni
tudjak a PPARgamma molekuléat, amely megemelkedett VEGF-A expressziohoz vezet.
Mindazonaltal, az SCC tumorokndl lathaté nem-kanonikus dtvonal, azon belil is a
Whntb5a hangsulyosabb jelenléte médositja a VEGF-A endotélsejtekre gyakorolt hatasat
és a miR-27b expressziot (20. abra), amely a tumor érhalézat elagazasi zavaraihoz
vezethet (33. abra).
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33. &bra: Wntb5a szerepe az AC és SCC tumorokban lezajlé érképzésben.

A fenti eredmények tlikrében arra kovetkeztethetiink, hogy a nem kissejtes tiidétumorok
esetén, ahol a normal szintnél magasabb a Wnt5a expresszio, nagyobb eséllyel alakul ki
vérzéses mellékhatas anti-angiogenikus terdpia kovetkezményeként, mivel az
érképzodés folyamatat, azon belul is az elagazddasok kialakuldsat gatldé molekuléris
kornyezetet alakit ki az emelkedett Wnt5a szint. Az érhaldzat eldgazodasanak gatlasa
fokozott nekrdzist is okozhat. Ez utobbi megallapitas viszont még tovabbi —zémmel
retrospektiv- vizsgélatok targyat képezi majd. Ennek f6 oka, hogy ugyan a rezekalt
tid6tumorokra jellemz6 a nekrézis [112], nem Kissejtes tiidérak altipusokra nem
torténtek vizsgalatok eddig. A szérum Whntba szint klinikai alkalmazasa diagnosztikai
tertleten és a terapia nyomon kdvetésében betdltott lehetséges szerepével kapcsolatban

jelenleg is folynak a kutatasaink.
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6. Uj eredmények, kovetkeztetések
Kutatomunkam soran a kovetkezd kérdésekre kerestem valaszt:

1. Az érképzés folyamatiban kiemelkedd szerepet jatszo VEGF-A molekula
megjelenése mikeént valtozik éregedés soran és a kiilonbozo tiidodaganatokban,

tovabba milyen szerepet jatszik a megvaltozott érhaldzat kialakulasaban?

Az 6regedés sordn megemelkedett VEGF-A és az endotélsejtek fokozott osztddasara
jellemz6 CD105 molekula is ndvekedett expressziot mutat. A jellemzdéen idéskorban
kialakuld6 nem Kissejtes tiid6érak 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 tiidékarcinomakban is
igazoltuk. Az emelkedett VEGF-A szint hatdsat in vitro 3D tidémodellen vizsgalva

= sz

2. Befolyésolja-e a kanonikus es nem-kanonikus Wnt molekulak hatésara
megvaltozott mikrokdrnyezet a PPARgamma expressziot? Amennyiben igen,

milyen molekuldk &llhatnak az eltérdé szabalyozas hdtterében?

Mind AC, mind SCC esetében csokkent PPARgamma és emelkedett VEGF-A szint
figyelhet6 meg, ami mindkét esetben az erképzés fokozodasat jelenti. Az anti-angiogen
kezelésre adott eltér6 terapids valaszt azonban nem elegendd csak ezzel a két
molekulaval magyarazni. A kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a PPARgamma
MRNS és fehérjeszintjének a csokkenése beta-katenin, illetve kanonikus Wnt jelatvitel
fiiggd folyamat, melynek kovetkeztében emelkedik a VEGF-A molekula expresszids
szintje, ami az AC mintakban megfigyelt molekularis mintazatot magyarazza. Az SCC
esetében mért csokkent PPARgamma és emelkedett VEGF-A szintet viszont nem,
ugyanis ennél a tumortipusnal a nem-kanonikus Wnt ttvonal van tulstlyban. Az eltér6
molekularis szabalyozas kérdésében az altalunk vizsgalt nem-kanonikus Wnt5a
molekula lehet a magyardzat. A PPARgamma nem-kanonikus Wnt kornyezetben
torténd gatlasaban a Wnt5a molekula és a miR-27b lehet a kulcs, ugyanis a Wnt5a

képes a miR-27b aktivalasara, amely a PPARgamma gatlasaért felel6s.
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3. A vizsgélt Wnt molekulak milyen hatéssal vannak az endotélsejtek élettani
folyamataira és szerepet jatszanak-e a tiidé érhdlozatanak alakuldsaban nem

kissejtes tiidékarcinomadk AC és SCC altipusainak esetében?

Az SCC altipusban taltermelt Wnt5a molekula egyéb szerepének vizsgalataban a
kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a Wntba az endotélsejtek VEGF-A hatasara
megndvekedett proliferacidjat nem modositja. A tumorigenezis folyamataban fontos
szerepet jatszo, a sejtek kozti integritasért felelds kadherin molekulak szintjét viszont
valtoztatni képes. Primer epitélsejtekben ,,kadherin-valtas”-hoz vezet, az E-kadherin
szintjét csokkenti, mig az N-kadherin mRNS szintjét noveli. 3D tiidomodellen végzett
Kisérleteink soran szintén N-kadherin mRNS szint novekedést mértink, mig a
modellben szereplé endotélsejteket szorosabban érintd VE-kadherin szintje szintén
emelkedett. A génexpresszios valtozasok mellett a funkcionalis vizsgalatok is igazoltak
azt a feltételezésiinket, hogy a Wntba modositani képes a VEGF-A indukalta
folyamatokat. Primer epitélsejtek esetében a migracios képességet fokozza, mig
endotélsejtek eseteben a VEGF-A indukalta migraciot csokkenti. Ez a megfigyelés az
endotélsejtek szerepét hangsulyozza, amely magyarazatot adhat az SCC altipusban

megfigyelt sérilékeny érfalaknal tapasztaltakra.

63



7. Referenciak

10.

11.

12.

Jemal A, Siegel R, Ward E, Hao Y, Xu J, Thun MJ. Cancer statistics, 2009. CA
Cancer J Clin. 59: 225-49. doi:10.3322/caac.20006

Koranyi Bulletin [Internet]. Available: http://www.koranyi.hu/index.php/koranyi-
bulletin-9936

Ettinger DS, Akerley W, Borghaei H, Chang AC, Cheney RT, Chirieac LR, et al.
Non-Small Cell Lung Cancer. J Natl Compr Canc Netw. 2012;10: 1236-1271.
Available: http://www.jnccn.org/content/10/10/1236.full

Tusnady G, Gaudi I, Rejto L, Késler M, Szentirmay Z. [Survival chances of
Hungarian cancer patients in the National Cancer Registry]. Magy Onkol.
2008;52: 339-49. doi:10.1556/MOnkol.52.2008.4.2

Jane-Wit D, Chun HJ. Mechanisms of Dysfunction in Senescent Pulmonary
Endothelium. Journals Gerontol Ser A Biol Sci Med Sci. 2012;67A: 236-241.
doi:10.1093/gerona/gir248

Zagryazhskaya A, Zhivotovsky B. miRNAs in lung cancer: A link to aging.
Ageing Res Rev. 2014;17: 54-67. doi:10.1016/j.arr.2014.02.009

Ramalingam SS, Dahlberg SE, Langer CJ, Gray R, Belani CP, Brahmer JR, et al.
Outcomes for elderly, advanced-stage non small-cell lung cancer patients treated
with bevacizumab in combination with carboplatin and paclitaxel: analysis of
Eastern Cooperative Oncology Group Trial 4599. J Clin Oncol. 2008;26: 60-5.
d0i:10.1200/JC0.2007.13.1144

Brambilla E, Travis WD, Colby T V, Corrin B, Shimosato Y. The new World
Health Organization classification of lung tumours. Eur Respir J. 2001;18: 1059—
68. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11829087

Paech DC, Weston AR, Pavlakis N, Gill A, Rajan N, Barraclough H, etal. A
systematic review of the interobserver variability for histology in the
differentiation between squamous and nonsquamous non-small cell lung cancer. J
Thorac Oncol. 2011;6: 55-63. d0i:10.1097/JT0O.0b013e3181fc0878

Oliver TG, Patel J, Akerley W. Squamous non-small cell lung cancer as a distinct
clinical entity. Am J Clin Oncol. 2015;38: 220-6.
d0i:10.1097/COC.0b013e3182a0e850

Detterbeck FC, Boffa DJ, Tanoue LT. The new lung cancer staging system.
Chest. 2009;136: 260—71. doi:10.1378/chest.08-0978

Cascales A, Martinetti F, Belemsagha D, Le Pechoux C. Challenges in the

treatment of early non-small cell lung cancer: what is the standard, what are the
challenges and what is the future for radiotherapy? [Internet]. Translational Lung

64



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Cancer Research. pp. 195-204. Available:
http://www.tlcr.org/article/view/2942/3464

Pignon J-P, Tribodet H, Scagliotti G V, Douillard J-Y, Shepherd FA, Stephens
RJ, et al. Lung adjuvant cisplatin evaluation: a pooled analysis by the LACE
Collaborative Group. J Clin Oncol. 2008;26: 3552-9.
d0i:10.1200/JC0.2007.13.9030

Chemotherapy in addition to supportive care improves survival in advanced non-
small-cell lung cancer: a systematic review and meta-analysis of individual
patient data from 16 randomized controlled trials. J Clin Oncol. 2008;26: 4617—
25. doi:10.1200/JC0.2008.17.7162

Vogelstein B, Papadopoulos N, Velculescu VE, Zhou S, Diaz LA, Kinzler KW.
Cancer genome landscapes. Science. 2013;339: 1546-58.
doi:10.1126/science.1235122

Cancer Genome Atlas Research Network TCGAR. Comprehensive genomic
characterization of squamous cell lung cancers. Nature. NIH Public Access;
2012;489: 519-25. doi:10.1038/nature11404

El-Telbany A, Ma PC. Cancer genes in lung cancer: racial disparities: are there
any? Genes Cancer. Impact Journals, LLC; 2012;3: 467-80.
doi:10.1177/1947601912465177

Sgambato A, Casaluce F, Maione P, Rossi A, Ciardiello F, Gridelli C. Cetuximab
in advanced non-small cell lung cancer (NSCLC): the showdown? J Thorac Dis.
AME Publications; 2014;6: 578-80. doi:10.3978/j.issn.2072-1439.2014.06.14

Paez JG, Janne PA, Lee JC, Tracy S, Greulich H, Gabriel S, et al. EGFR
mutations in lung cancer: correlation with clinical response to gefitinib therapy.
Science. 2004;304: 1497-500. doi:10.1126/science.1099314

Cooper WA, Lam DCL, O’Toole SA, Minna JD. Molecular biology of lung
cancer. J Thorac Dis. 2013;5 Suppl 5: S479-90. doi:10.3978/j.issn.2072-
1439.2013.08.03

Stinchcombe TE. Recent advances in the treatment of non-small cell and small
cell lung cancer. F1000Prime Rep. 2014;6: 117. doi:10.12703/P6-117

Liao RG, Watanabe H, Meyerson M, Hammerman PS. Targeted therapy for
squamous cell lung cancer. Lung Cancer Manag. 2012;1: 293-300.
d0i:10.2217/Imt.12.40

Hammerman PS, Sos ML, Ramos AH, Xu C, Dutt A, Zhou W, et al. Mutations in
the DDR2 Kinase Gene Identify a Novel Therapeutic Target in Squamous Cell
Lung Cancer. Cancer Discov. 2011;1: 78-89. doi:10.1158/2159-8274.CD-11-
0005

65



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Dutt A, Ramos AH, Hammerman PS, Mermel C, Cho J, Sharifnia T, et al.
Inhibitor-Sensitive FGFR1 Amplification in Human Non-Small Cell Lung
Cancer. You M, editor. PLoS One. Public Library of Science; 2011;6: e20351.
doi:10.1371/journal.pone.0020351

Kojima H, Shijubo N, Abe S. Thymidine phosphorylase and vascular endothelial
growth factor in patients with Stage | lung adenocarcinoma. Cancer. 2002;94:
1083-93. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11920479

Ribatti D, Vacca A, Nico B, Roncali L, Dammacco F. Postnatal vasculogenesis.
Mech Dev. 2001;100: 157-163. doi:10.1016/S0925-4773(00)00522-0

Zeng X, Wert SE, Federici R, Peters KG, Whitsett JA. VEGF enhances
pulmonary vasculogenesis and disrupts lung morphogenesis in vivo. Dev Dyn.
1998;211: 215-27. d0i:10.1002/(SICI)1097-0177(199803)211:3<215::AlD-
AJA3>3.0.CO;2-K

Hoeben A, Landuyt B, Highley MS, Wildiers H, Van Oosterom AT, De Bruijn
EA. Vascular endothelial growth factor and angiogenesis. Pharmacol Rev.
2004;56: 549-80. d0i:10.1124/pr.56.4.3

Takahashi S. Vascular endothelial growth factor (VEGF), VEGF receptors and
their inhibitors for antiangiogenic tumor therapy. Biol Pharm Bull. 2011;34:
1785-8. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22130231

Vempati P, Popel AS, Mac Gabhann F. Extracellular regulation of VEGF:
isoforms, proteolysis, and vascular patterning. Cytokine Growth Factor Rev.
2014;25: 1-19. doi:10.1016/j.cytogfr.2013.11.002

Grunstein J, Masbad JJ, Hickey R, Giordano F, Johnson RS. Isoforms of vascular
endothelial growth factor act in a coordinate fashion To recruit and expand tumor
vasculature. Mol Cell Biol. 2000;20: 7282-91. Available:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=86282&tool=pmcentr
ez&rendertype=abstract

Chouaib S, Messai Y, Couve S, Escudier B, Hasmim M, Noman MZ. Hypoxia
promotes tumor growth in linking angiogenesis to immune escape. Front
Immunol. 2012;3: 21. doi:10.3389/fimmu.2012.00021

Baeriswyl V, Christofori G. The angiogenic switch in carcinogenesis. Semin
Cancer Biol. 2009;19: 329-37. doi:10.1016/j.semcancer.2009.05.003

Nagy JA, Chang S-H, Dvorak AM, Dvorak HF. Why are tumour blood vessels
abnormal and why is it important to know? Br J Cancer. Cancer Research UK;
2009;100: 865-9. doi:10.1038/sj.bjc.6604929

Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic implications. N Engl J Med.
1971;285: 1182-6. doi:10.1056/NEJM197111182852108

66



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Kramer I, Lipp H-P. Bevacizumab, a humanized anti-angiogenic monoclonal
antibody for the treatment of colorectal cancer. J Clin Pharm Ther. Blackwell
Publishing Ltd; 2007;32: 1-14. d0i:10.1111/j.1365-2710.2007.00800.x

Piperdi B, Merla A, Perez-Soler R. Targeting angiogenesis in squamous non-
small cell lung cancer. Drugs. 2014;74: 403-13. doi:10.1007/s40265-014-0182-z

Gridelli C, Maione P, Rossi A, De Marinis F. The role of bevacizumab in the
treatment of non-small cell lung cancer: current indications and future
developments. Oncologist. 2007;12: 1183-93. doi:10.1634/theoncologist.12-10-
1183

Prager GW, Poettler M, Unseld M, Zielinski CC. Angiogenesis in cancer: Anti-
VEGF escape mechanisms. Transl lung cancer Res. 2012;1: 14-25.
d0i:10.3978/j.issn.2218-6751.2011.11.02

Dagnon K, Heudes D, Bernaudin J-F, Callard P. Computerized morphometric
analysis of microvasculature in non-small cell lung carcinoma. Microvasc Res.
2008;75: 112-8. doi:10.1016/j.mvr.2007.04.004

Yazdani S, Miki Y, Tamaki K, Ono K, Iwabuchi E, Abe K, et al. Proliferation
and maturation of intratumoral blood vessels in non-small cell lung cancer. Hum
Pathol. 2013;44: 1586-96. doi:10.1016/j.humpath.2013.01.004

Kamba T, McDonald DM. Mechanisms of adverse effects of anti-VEGF therapy
for cancer. Br J Cancer. 2007;96: 1788-95. d0i:10.1038/sj.bjc.6603813

Vasudev NS, Reynolds AR. Anti-angiogenic therapy for cancer: current progress,
unresolved questions and future directions. Angiogenesis. 2014;17: 471-94.
d0i:10.1007/s10456-014-9420-y

Issemann I, Green S. Activation of a member of the steroid hormone receptor
superfamily by peroxisome proliferators. Nature. 1990;347: 645-650.
d0i:10.1038/347645a0

Michalik L, Desvergne B, Wahli W. Peroxisome-proliferator-activated receptors
and cancers: complex stories. Nat Rev Cancer. 2004;4: 61-70.
d0i:10.1038/nrc1254

Simon DM, Arikan MC, Srisuma S, Bhattacharya S, Tsai LW, Ingenito EP, et al.
Epithelial cell PPAR[gamma] contributes to normal lung maturation. FASEB J.
2006;20: 1507-9. doi:10.1096/fj.05-5410fje

Dreyer C, Krey G, Keller H, Givel F, Helftenbein G, Wahli W. Control of the
peroxisomal beta-oxidation pathway by a novel family of nuclear hormone
receptors. Cell. 1992;68: 879-87. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1312391

Kliewer SA, Forman BM, Blumberg B, Ong ES, Borgmeyer U, Mangelsdorf DJ,
et al. Differential expression and activation of a family of murine peroxisome

67



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

proliferator-activated receptors. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994;91: 7355-9.
Available:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=44398&tool=pmcentr
ez&rendertype=abstract

Wang D, Dubois RN. Peroxisome proliferator-activated receptors and
progression of colorectal cancer. PPAR Res. 2008;2008: 931074.
d0i:10.1155/2008/931074

Gan Q, Huang J, Zhou R, Niu J, Zhu X, Wang J, et al. PPAR{gamma}
accelerates cellular senescence by inducing p16INK4{alpha} expression in
human diploid fibroblasts. J Cell Sci. 2008;121: 2235-45.
d0i:10.1242/jcs.026633

Kovacs T, Csongei V, Feller D, Ernszt D, Smuk G, Sarosi V, et al. Alteration in
the Wnt microenvironment directly regulates molecular events leading to
pulmonary senescence. Aging Cell. 2014;13: 838-49. doi:10.1111/acel.12240

Ricote M, Glass CK. PPARs and molecular mechanisms of transrepression.
Biochim Biophys Acta - Mol Cell Biol Lipids. 2007;1771: 926-935.
doi:10.1016/j.bbalip.2007.02.013

Mueller E, Sarraf P, Tontonoz P, Evans RM, Martin KJ, Zhang M, et al.
Terminal differentiation of human breast cancer through PPAR gamma. Mol
Cell. 1998;1: 465-70. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9660931

Bren-Mattison Y, Van Putten V, Chan D, Winn R, Geraci MW, Nemenoff RA.
Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPAR(gamma)) inhibits
tumorigenesis by reversing the undifferentiated phenotype of metastatic non-
small-cell lung cancer cells (NSCLC). Oncogene. 2005;24: 1412-22.
doi:10.1038/sj.0nc.1208333

Wang AC, Dai X, Luu B, Conrad DJ. Peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma regulates airway epithelial cell activation. Am J Respir Cell Mol Biol.
2001;24: 688-93. d0i:10.1165/ajrcmb.24.6.4376

Larsen TM, Toubro S, Astrup A. PPARgamma agonists in the treatment of type
Il diabetes: is increased fatness commensurate with long-term efficacy? Int J
Obes. Nature Publishing Group; 2003;27: 147-161. doi:10.1038/sj.ij0.802223

Pelton P. GW-501516 GlaxoSmithKline/Ligand. Curr Opin Investig Drugs.
2006;7: 360-70. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16625823

Risérus U, Sprecher D, Johnson T, Olson E, Hirschberg S, Liu A, et al.

Activation of Peroxisome Proliferator—Activated Receptor (PPAR)S Promotes
Reversal of Multiple Metabolic Abnormalities, Reduces Oxidative Stress, and
Increases Fatty Acid Oxidation in Moderately Obese Men. Diabetes. 2008;57.

Sahebkar A, Chew GT, Watts GF. New peroxisome proliferator-activated
receptor agonists: potential treatments for atherogenic dyslipidemia and non-

68



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

alcoholic fatty liver disease. Expert Opin Pharmacother. 2014;15: 493-503.
d0i:10.1517/14656566.2014.876992

Peters JM, Cattley RC, Gonzalez FJ. Role of PPAR alpha in the mechanism of
action of the nongenotoxic carcinogen and peroxisome proliferator Wy-14,643.
Carcinogenesis. 1997;18: 2029-33. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9395198

Lefebvre AM, Chen I, Desreumaux P, Najib J, Fruchart JC, Geboes K, et al.
Activation of the peroxisome proliferator-activated receptor gamma promotes the
development of colon tumors in C57BL/6J-APCMin/+ mice. Nat Med. 1998;4:
1053-7. doi:10.1038/2036

Margeli A, Kouraklis G, Theocharis S. Peroxisome proliferator activated
receptor-gamma (PPAR-gamma) ligands and angiogenesis. Angiogenesis.
2003;6: 165-9. doi:10.1023/B:AGEN.0000021377.13669.c0

Peeters LLH, Vigne J-L, Tee MK, Zhao D, Waite LL, Taylor RN. PPAR gamma
represses VEGF expression in human endometrial cells: implications for uterine
angiogenesis. Angiogenesis. 2005;8: 373-9. doi:10.1007/s10456-005-9027-4

Chintalgattu V, Harris GS, Akula SM, Katwa LC. PPAR-gamma agonists induce
the expression of VEGF and its receptors in cultured cardiac myofibroblasts.
Cardiovasc Res. 2007;74: 140-50. doi:10.1016/j.cardiores.2007.01.010

Dijksterhuis JP, Petersen J, Schulte G. WNT/Frizzled signalling: receptor-ligand
selectivity with focus on FZD-G protein signalling and its physiological
relevance: IUPHAR Review 3. Br J Pharmacol. 2014;171: 1195-12009.
doi:10.1111/bph.12364

Stewart DJ. Wnt signaling pathway in non-small cell lung cancer. J Natl Cancer
Inst. 2014;106: djt356. doi:10.1093/jnci/djt356

Mazieres J, He B, You L, Xu Z, Jablons DM. Wnt signaling in lung cancer.
Cancer Lett. 2005;222: 1-10. doi:10.1016/j.canlet.2004.08.040

Rao TP, Kuhl M. An updated overview on Wnt signaling pathways: a prelude for
more. Circ Res. 2010;106: 1798-806. doi:10.1161/CIRCRESAHA.110.219840

Vaughan AE, Halbert CL, Wootton SK, Miller AD. Lung cancer in mice induced
by the jaagsiekte sheep retrovirus envelope protein is not maintained by rare
cancer stem cells, but tumorigenicity does correlate with Wnt pathway activation.
Mol Cancer Res. 2012;10: 86-95. d0i:10.1158/1541-7786.MCR-11-0285

Pacheco-Pinedo EC, Durham AC, Stewart KM, Goss AM, Lu MM, Demayo FJ,
et al. Wnt/B-catenin signaling accelerates mouse lung tumorigenesis by imposing
an embryonic distal progenitor phenotype on lung epithelium. J Clin Invest.
2011;121: 1935-45. d0i:10.1172/JC144871

69



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Bartis D, Csongei V, Weich A, Kiss E, Barko S, Kovacs T, et al. Down-
regulation of canonical and up-regulation of non-canonical Wnt signalling in the
carcinogenic process of squamous cell lung carcinoma. PLoS One. 2013;8:
e57393. doi:10.1371/journal.pone.0057393

Lorenowicz MJ, Korswagen HC. Sailing with the Wnt: charting the Wnt
processing and secretion route. Exp Cell Res. 2009;315: 2683-9.
doi:10.1016/j.yexcr.2009.06.015

Wang Y-L, Yao W-J, Guo L, Xi H-F, Li S-Y, Wang Z-M. Expression of flotillin-
2 in human non-small cell lung cancer and its correlation with tumor progression
and patient survival. Int J Clin Exp Pathol. 2015;8: 601-7. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25755751

Katoh M. WNT/PCP signaling pathway and human cancer (review). Oncol Rep.
2005;14: 1583-8. Available: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/16273260

Yang D-H, Yoon J-Y, Lee S-H, Bryja V, Andersson ER, Arenas E, et al. Wnt5a
is required for endothelial differentiation of embryonic stem cells and
vascularization via pathways involving both Wnt/beta-catenin and protein kinase
Calpha. Circ Res. 2009;104: 372-9. doi:10.1161/CIRCRESAHA.108.185405

Le Bras A, Vijayaraj P, Oettgen P. Molecular mechanisms of endothelial
differentiation. Vasc Med. 2010;15: 321-331. doi:10.1177/1358863X10371685

Goodwin AM, Sullivan KM, D’Amore PA. Cultured endothelial cells display
endogenous activation of the canonical Wnt signaling pathway and express
multiple ligands, receptors, and secreted modulators of Wnt signaling. Dev Dyn.
2006;235: 3110-20. doi:10.1002/dvdy.20939

Masckauchan TNH, Agalliu D, Vorontchikhina M, Ahn A, Parmalee NL, Li C-
M, et al. Wnt5a signaling induces proliferation and survival of endothelial cells
in vitro and expression of MMP-1 and Tie-2. Mol Biol Cell. 2006;17: 5163-72.
doi:10.1091/mbc.E06-04-0320

Cheng C, Yeh J, Fan T-P, Smith SK, Charnock-Jones DS. Wnt5a-mediated non-
canonical Wnt signalling regulates human endothelial cell proliferation and
migration. Biochem Biophys Res Commun. 2008;365: 285-290.
d0i:10.1016/j.bbrc.2007.10.166

Zhang X, Gaspard JP, Chung DC. Regulation of vascular endothelial growth
factor by the Wnt and K-ras pathways in colonic neoplasia. Cancer Res. 2001;61.:
6050-4. Available: http://cancerres.aacrjournals.org/content/61/16/6050.abstract

Ekstrom EJ, Bergenfelz C, von Bulow V, Serifler F, Carlemalm E, Jonsson G, et
al. WNT5A induces release of exosomes containing pro-angiogenic and
immunosuppressive factors from malignant melanoma cells. Mol Cancer.
2014;13: 88. d0i:10.1186/1476-4598-13-88

70



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Yao L, Sun B, Zhao X, Zhao X, Gu Q, Dong X, et al. Overexpression of Wnt5a
promotes angiogenesis in NSCLC. Biomed Res Int. 2014;2014: 832562.
d0i:10.1155/2014/832562

Huang C-L, Liu D, Nakano J, Ishikawa S, Kontani K, Yokomise H, et al. Wnt5a
expression is associated with the tumor proliferation and the stromal vascular
endothelial growth factor--an expression in non-small-cell lung cancer. J Clin
Oncol. 2005;23: 8765-73. doi:10.1200/JC0.2005.02.2871

Bovia F. Efficient transduction of primary human B lymphocytes and
nondividing myeloma B cells with HIV-1-derived lentiviral vectors. Blood.
2002;101: 1727-1733. d0i:10.1182/blood-2001-12-0249

Chen B, Dodge ME, Tang W, Lu J, Ma Z, Fan C-W, et al. Small molecule-
mediated disruption of Wnt-dependent signaling in tissue regeneration and
cancer. Nat Chem Biol. NIH Public Access; 2009;5: 100-7.
doi:10.1038/nchembio.137

Klein PS, Melton DA. A molecular mechanism for the effect of lithium on
development. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93: 8455-9. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8710892

Schindelin J, Arganda-Carreras I, Frise E, Kaynig V, Longair M, Pietzsch T, et
al. Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. Nat Methods.
2012;9: 676-82. doi:10.1038/nmeth.2019

Rivard A, Andrés V. Vascular smooth muscle cell proliferation in the
pathogenesis of atherosclerotic cardiovascular diseases. Histol Histopathol.
2000;15: 557-71. Available: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/10809377

Petruccelli G, Verratti V, Antosiewicz J, Cataldi A, Mazzatenta A, Di Giulio C.
Reduced pulmonary function is age-dependent in the rat lung in normoxia. Eur J
Med Res. 2010;15 Suppl 2: 108-11. Available:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4360264&tool=pmce
ntrez&rendertype=abstract

Slusarski DC, Pelegri F. Calcium signaling in vertebrate embryonic patterning
and morphogenesis. Dev Biol. NIH Public Access; 2007;307: 1-13.
d0i:10.1016/j.ydbio.2007.04.043

McGregor RA, Choi MS. microRNAs in the regulation of adipogenesis and
obesity. Curr Mol Med. 2011;11: 304-16. Available:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3267163&tool=pmce
ntrez&rendertype=abstract

Suérez Y, Sessa WC. MicroRNAs as novel regulators of angiogenesis. Circ Res.
2009;104: 442-54. doi:10.1161/CIRCRESAHA.108.191270

71



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Mongroo PS, Rustgi AK. The role of the miR-200 family in epithelial-
mesenchymal transition. Cancer Biol Ther. Landes Bioscience; 2010;10: 219-22.
Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20592490

Jennewein C, von Knethen A, Schmid T, Briine B. MicroRNA-27b contributes to
lipopolysaccharide-mediated peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARgamma) mRNA destabilization. J Biol Chem. 2010;285: 11846-53.
d0i:10.1074/jbc.M109.066399

Veliceasa D, Biyashev D, Qin G, Misener S, Mackie AR, Kishore R, et al.
Therapeutic manipulation of angiogenesis with miR-27b. Vasc Cell. 2015;7: 6.
d0i:10.1186/s13221-015-0031-1

McArthur K, Feng B, Wu Y, Chen S, Chakrabarti S. MicroRNA-200b regulates
vascular endothelial growth factor-mediated alterations in diabetic retinopathy.
Diabetes. 2011;60: 1314-23. doi:10.2337/db10-1557

Berx G, van Roy F. Involvement of members of the cadherin superfamily in
cancer. Cold Spring Harb Perspect Biol. Cold Spring Harbor Laboratory Press;
2009;1: a003129. doi:10.1101/cshperspect.a003129

Erusalimsky JD. Vascular endothelial senescence: from mechanisms to
pathophysiology. J Appl Physiol. 2009;106: 326-32.
doi:10.1152/japplphysiol.91353.2008

Berger NA, Savvides P, Koroukian SM, Kahana EF, Deimling GT, Rose JH, et
al. Cancer in the elderly. Trans Am Clin Climatol Assoc. 2006;117: 147-55;
discussion 155-6. Available:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1500929&tool=pmce
ntrez&rendertype=abstract

Schmidinger M, Bellmunt J. Plethora of agents, plethora of targets, plethora of
side effects in metastatic renal cell carcinoma. Cancer Treat Rev. 2010;36: 416—
24. doi:10.1016/j.ctrv.2010.01.003

Reck M, Barlesi F, Crino L, Henschke Cl, Isla D, Stiebeler S, et al. Predicting
and managing the risk of pulmonary haemorrhage in patients with NSCLC
treated with bevacizumab: a consensus report from a panel of experts. Ann
Oncol. 2012;23: 1111-20. doi:10.1093/annonc/mdr463

Berge EM, Doebele RC. Targeted therapies in non-small cell lung cancer:
emerging oncogene targets following the success of epidermal growth factor
receptor. Semin Oncol. 2014;41: 110-25. doi:10.1053/j.seminoncol.2013.12.006

Xin X, Yang S, Kowalski J, Gerritsen ME. Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma ligands are potent inhibitors of angiogenesis in vitro and in vivo.
J Biol Chem. 1999;274: 9116-21. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10085162

72



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Jiménez R, Sanchez M, Zarzuelo MJ, Romero M, Quintela AM, Lopez-
Sepulveda R, et al. Endothelium-dependent vasodilator effects of peroxisome
proliferator-activated receptor beta agonists via the phosphatidyl-inositol-3
kinase-Akt pathway. J Pharmacol Exp Ther. 2010;332: 554-61.
d0i:10.1124/jpet.109.159806

Keshamouni VG, Arenberg DA, Reddy RC, Newstead MJ, Anthwal S,
Standiford TJ. PPAR-gamma activation inhibits angiogenesis by blocking
ELR+CXC chemokine production in non-small cell lung cancer. Neoplasia.
2005;7: 294-301. d0i:10.1593/ne0.04601

Theocharis S, Kanelli H, Politi E, Margeli A, Karkandaris C, Philippides T, et al.
Expression of peroxisome proliferator activated receptor-gamma in non-small
cell lung carcinoma: correlation with histological type and grade. Lung Cancer.
2002;36: 249-55. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12009233

Giannotta M, Trani M, Dejana E. VE-Cadherin and Endothelial Adherens
Junctions: Active Guardians of Vascular Integrity. Dev Cell. 2013;26: 441-454.
d0i:10.1016/j.devcel.2013.08.020

Thulasingam S, Massilamany C, Gangaplara A, Dai H, Yarbaeva S,
Subramaniam S, et al. miR-27b*, an oxidative stress-responsive microRNA
modulates nuclear factor-kB pathway in RAW 264.7 cells. Mol Cell Biochem.
2011;352: 181-8. d0i:10.1007/s11010-011-0752-2

Graham JR, Williams CMM, Yang Z. MicroRNA-27b targets gremlin 1 to
modulate fibrotic responses in pulmonary cells. J Cell Biochem. 2014;115: 1539—
48. d0i:10.1002/jcb.24809

Hannafon BN, Carpenter KJ, Berry WL, Janknecht R, Dooley WC, Ding W-Q.
Exosome-mediated microRNA signaling from breast cancer cells is altered by the
anti-angiogenesis agent docosahexaenoic acid (DHA). Mol Cancer. 2015;14:

133. doi:10.1186/s12943-015-0400-7

Pongracz JE, Stockley RA. Wnt signalling in lung development and diseases.
Respir Res. 2006;7: 15. doi:10.1186/1465-9921-7-15

Gkogkou C, Frangia K, Saif MW, Trigidou R, Syrigos K. Necrosis and apoptotic

index as prognostic factors in non-small cell lung carcinoma: a review.
Springerplus. 2014;3: 120. doi:10.1186/2193-1801-3-120

73



8. Az értekezés alapjaul szolgald kdzlemények

1. J. Rapp, E. Kiss, M. Meggyes, E. Szabo-Meleg, D. Feller, G. Smuk, T. Laszlo,

V. Sarosi, T. F. Molnar, K. Kvell, and J. E. Pongracz, “Increased Wnt5a in

squamous cell lung carcinoma inhibits endothelial cell motility,” BMC Cancer,

vol. 16, no. 1, p. 915 (2016). IF: 3,265

D. Bartis, V. Csongei, A. Weich, E. Kiss, S. Barko, T. Kovacs, M. Avdicevic, V.
K. D’Souza, J. Rapp, K. Kvell, L. Jakab, M. Nyitrai, T. F. Molnar, D. R.
Thickett, T. Laszlo, and J. E. Pongracz, “Down-regulation of canonical and up-
regulation of non-canonical Wnt signalling in the carcinogenic process of
squamous cell lung carcinoma.,” PL0S One, vol. 8, no. 3, p. e57393 (2013). IF:
3,534. A dolgozatban a cikk eredményei részben kertltek felhasznalasra, ennek

megfelelden az impakt faktorok megallapitasanal 1,767 kerilt beszamitasra.

Osszesitett impakt faktor: 5,032

9. Kongresszusi eloadasok jegyzéke

1. Judit Rapp, Veronika Csongei, Tamas Kovacs, Monika Avdicevic, Edit Kiss,

3.

Krisztian Kvell, Judit E. Pongracz: Induction of in vivo vascularization of in
vitro engineered lung tissues — a novel therapeutic approach in lung
regeneration. 9th International Medical Postgraduate Conference, Hradec
Kralove, Czech Republic, 2012. November 22-24.

Rapp Judit, Csdngei Veronika, Kovacs Tamas, Avdicevic Monika, Kiss Edit,
Kvell Krisztian, Pongracz E. Judit: In vitro eldallitott tiidészovet érhalozatanak
kialakitasa in vivo kortlmények kdzott. 43. Membran- Transzport Konferencia,
Slimeg, 2013. Majus 21-24. (El6adasra kivalasztott poszter)

Veronika Sarosi, Judit Rapp, Tamas Kovécs, Diana Feller, Gabor Smuk, Judit
E. Pongracz: Regulation of angiogenesis by Wnt signaling in non-small cell lung
cancer. 9th International Conference of Anticancer Research, Greece, Porto
Carras, Sithonia, 2014. Oktober 6-10.

74



10. Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretném kifejezni kdszonetemet mindazoknak, akik segitették a dolgozatom

elkészitését az elmult évek soran.

Elsésorban témavezetOmnek, Prof. Dr. Pongracz Juditnak szeretnék kdoszonetet
mondani, hogy annak idején csatlakozhattam a Wnt jelatviteli kutatécsoportjahoz. Halas
vagyok, hogy mindvégig tadmogatott és szakmai tanacsaival, Utmutatésaival

segitségemre volt az elmult évek sorén.

Kdszonettel tartozom a Pécsi Tudomanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar
Gydbgyszerészi Biotechnoldgia Tanszék minden munkatarsanak, kuléndsképpen Feller

Dianak és Kiss Editnek, hogy munkatarsként és baratként segitettek az évek soran.

Kodszonettel tartozom Prof. Dr. Molnar F. Tamasnak, Dr. Sarosi Veronikanak, Dr.
Laszl6 Terézianak és Dr. Smuk Géabornak a klinikai mintagyiijtésben és a sziikséges
beteganyagok kivalasztasaban nyujtott segitségiikért, valamint a kapott eredmények

szakszeri értékeléséhez nyujtott hasznos tanacsaikért.

Koszonet illeti a Pécsi Tudoméanyegyetem Klinikai Kozpont Immunologiai és
Biotechnologia Intézetének minden dolgozojat, akik szakmai tapasztalatukkal segitettek

a tanulmanyaim soran.

Koszonetet szeretnék mondani Prof. Dr. Nyitrai Miklosnak, amiért lehetdséget
biztositott szamomra a konfokalis mikroszkop hasznalatahoz, valamint Dr. Szabd-
Meleg Edinanak, aki szakmai utmutatasaval nagyban elésegitette a mikroszkopos

kisérletek sikeres kivitelezését.

Végul, de nem utolsé sorban kilon koszonettel tartozom csalddomnak és paromnak,
akik mindvégig mellettem alltak, tamogattak a tanulmanyaim alatt és biztattak az elmult

évek soran.

75



11. Mellékletek

1. J. Rapp, E. Kiss, M. Meggyes, E. Szabo-Meleg, D. Feller, G. Smuk, T. Laszlo,
V. Sarosi, T. F. Molnar, K. Kvell, and J. E. Pongracz, “Increased Wnt5a in
squamous cell lung carcinoma inhibits endothelial cell motility,” BMC Cancer,
vol. 16, no. 1, p. 915 (2016).

2. D. Bartis, V. Csongei, A. Weich, E. Kiss, S. Barko, T. Kovacs, M. Avdicevic, V.
K. D’Souza, J. Rapp, K. Kvell, L. Jakab, M. Nyitrai, T. F. Molnar, D. R.
Thickett, T. Laszlo, and J. E. Pongracz, “Down-regulation of canonical and up-
regulation of non-canonical Wnt signalling in the carcinogenic process of

squamous cell lung carcinoma.,” PL0S One, vol. 8, no. 3, p. 57393 (2013).

76



Rapp et al. BMC Cancer (2016) 16:915

DOI 10.1186/512885-016-2943-4 B M C Ca n Ce r

Increased Wnt5a in squamous cell lung @
carcinoma inhibits endothelial cell motility
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Abstract

Background: Angiogenesis is important both in normal tissue function and disease and represents a key target in
lung cancer (LC) therapy. Unfortunately, the two main subtypes of non-small-cell lung cancers (NSCLC) namely,
adenocarcinoma (AC) and squamous cell carcinoma (SCQC) respond differently to anti-angiogenic e.g. anti-vascular
endothelial growth factor (VEGF)-A treatment with life-threatening side effects, often pulmonary hemorrhage in
SCC. The mechanisms behind such adverse reactions are still largely unknown, although peroxisome proliferator
activator receptor (PPAR) gamma as well as Wnt-s have been named as molecular regulators of the process. As the
Wnt microenvironments in NSCLC subtypes are drastically different, we hypothesized that the particularly high
levels of non-canonical Wnt5a in SCC might be responsible for alterations in blood vessel growth and result in
serious adverse reactions.

Methods: PPARgamma, VEGF-A, Wnt5a, miR-27b and miR-200b levels were determined in resected
adenocarcinoma and squamous cell carcinoma samples by gRT-PCR and TagMan microRNA assay. The role of
PPARgamma in VEGF-A expression, and the role of Wnts in overall regulation was investigated using PPARgamma
knock-out mice, cancer cell lines and fully human, in vitro 3 dimensional (3D), distal lung tissue aggregates.
PPARgamma mRNA and protein levels were tested by gRT-PCR and immunohistochemistry, respectively.
PPARgamma activity was measured by a PPRE reporter system. The tissue engineered lung tissues expressing basal
level and lentivirally delivered VEGF-A were treated with recombinant Wnts, chemical Wnt pathway modifiers, and
were subjected to PPARgamma agonist and antagonist treatment.

Results: PPARgamma down-regulation and VEGF-A up-regulation are characteristic to both AC and SCC. Increased
VEGF-A levels are under direct control of PPARgamma. PPARgamma levels and activity, however, are under Wnt
control. Imbalance of both canonical (in AC) and non-canonical (in SCC) Wnts leads to PPARgamma down-
regulation. While canonical Wnts down-regulate PPARgamma directly, non-canonical Wnt5a increases miR27b that
is known regulator of PPARgamma.

Conclusion: During carcinogenesis the Wnt microenvironment alters, which can downregulate PPARgamma
leading to increased VEGF-A expression. Differences in the Wnt microenvironment in AC and SCC of NSCLC lead to
PPARgamma decrease via mechanisms that differentially alter endothelial cell motility and branching which in turn
can influence therapeutic response.

Keywords: Lung cancer, NSCLC, Angiogenesis, Wnt, PPARgamma
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Background

Lung cancer (LC) with disappointing survival statis-
tics is a leading cause of morbidity in both genders
worldwide [1, 2]. The two main types of LC-s are
small cell lung cancer (SCLC) and non-small cell
lung cancer (NSCLC) where the latter can be further
classified into adeno- (AC), squamous cell- (SCC),
large cell (LCC) and various mixed types carcinomas
accounting all together for approximately 85% of all
LC cases [3]. As the majority of patients are diag-
nosed at an advanced stage of the disease, the out-
come is poor and the overall 5-year survival rarely
exceeds 15% [4]. Naturally, earlier recognition would
improve the outcome, but currently only a few treat-
ment options are available to lung cancer sufferers
[5] and the more specific treatments are largely
based on identified driver mutations [6]. Unfortu-
nately, only a small percentage of NSCLC patients
have such characteristic mutations therefore the ma-
jority cannot benefit from targeted therapy [7]. Rec-
ognition that new blood vessel formation is important
to tumor growth lead to development of angiogenesis
inhibitors [8] to block tumor growth and disease pro-
gression. The first monoclonal antibody -bevacizu-
mab- was approved against the human vascular
endothelial growth factor A (VEGEF-A) a key regulator
of angiogenesis [9]. As VEGF-A promotes endothelial
cell survival, migration, proliferation and vascular per-
meability it appeared an ideal target to “starve” the
tumor and lead to tumor regression. Although VEGEF-
A is the main signaling molecule in pathological
angiogenesis and is upregulated in many tumors [10]
including in NSCLC-s [11] success of anti-angiogenic
therapy in human cancers remained far from
impressive.

Despite some positive results using bevacizumab
mostly in combination therapy [12], patients mainly with
squamous histology were excluded from treatment as in-
creased risk of fatal side effects were observed [13]. The
reasons for limited responsiveness or increased
hemorrhage are still unknown, but several ideas have
come to light. For example, the two types of NSCLC-s
not only differ in genomic mutations [14], but AC and
SCC also possess different intra-tumoral blood vessel
formations. Kojima et al. have reported that microvessel
density is higher in AC than SCC [15], while Yazdani et
al. have hypothesized that intratumoral vessels are less
covered by pericytes in SCC than AC, leading to more
vulnerable and fragile vascular wall with increased ne-
crosis in newly formed vessels in SCC [16]. As alterna-
tive signaling pathways, such as basic fibroblast growth
factor (bFGF), platelet derived growth factor (PDGF) as
well as miRNAs, especially the pro-angiogenic miR-27b
and the miR-200 family [17, 18] also play a significant
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role in the regulation of angiogenesis; solely blocking
VEGEF-A simply cannot provide a therapeutic solution in
NSCLCs [19]. Additionally, the underlying signaling
mechanisms have not been fully elucidated that would
also be essential to stratify the patient population sub-
jected to anti-angiogenic therapies.

One of the controversial regulators of VEGEF-A is
peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARgamma) that has been reported to inhibit endo-
thelial cell function [20] and vasodilatation [21]. Ac-
cording to the growing literature, PPARgamma can
either activate or inhibit VEGF-A mediated endothe-
lial cell response [22] depending on the modulatory
effect of the surrounding molecular microenvironment
[23]. Investigation of molecular interactions revealed
that PPARgamma expression in the presence of PDGF
results in good prognosis, whereas bFGF diminishes
the positive role of PPARgamma in tumor recurrence
[24]. PPARgamma regulates endoglin (CD105) [25]
that is a VEGF-A induced endothelial cell prolifera-
tion marker [26] but is also responsible for the vascu-
lar tone [27]. As PPARgamma regulates nitric oxide
synthase activity [28] it is also an important protein
in vasorelaxation [29].

Interestingly, both PPARgamma [30, 31] and VEGF-A
have been reported to be under Wnt control [32]. The
Wnt family of secreted glyco-lipo-proteins control a
wide variety of cellular processes including cell fate spe-
cification, cell proliferation, cell polarity and cell migra-
tion and are therefore important in both fetal
development and carcinogenesis [33, 34]. Depending on
the initial trigger one of the three main Wnt pathways
are activated. Two non-canonical pathways including the
Ca®* and the planar cell polarity (PCP) pathways or the
beta-catenin dependent canonical pathway [35]. Activa-
tion or mutation of molecules regulating Wnt signaling
have been reported in many cancer types although mu-
tations in NSCLC-s are rare [36]. As canonical and non-
canonical Wnt pathways are differentially active in AC
and SCC [37], we considered the possibility that differ-
ences in the Wnt microenvironment may be partly re-
sponsible for variations in the tumor angiogenic
processes and therapeutic response. Especially, as Wnt-s,
particularly the non-canonical Wnt5a, also regulate
endothelial cell division, survival and migration [38]
strengthening the hypothesis that angiogenesis is under
Wnt control [32].

In the present study, we focused our attention on
Wnt5a and PPARgamma to have a better insight into
the regulation of angiogenesis in AC and SCC. Wnt5a
was specifically selected as its up-regulation is charac-
teristic to SCC tumors distinguishing the tumor
microenvironment of SCC from AC [37]. We theo-
rized that upregulation of non-canonical Wnt-s in
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SCC might also be responsible for alterations in blood
vessel formation leading to more severe side effects
to anti-VEGF therapies.

Methods

Ethical statement

All collected samples were treated anonymously. All pa-
tients were diagnosed with NSCLC, 23 of adenocarcin-
oma and 16 of squamous cell carcinoma. Patient
characteristics are shown in Additional file 1: Table S1.

Animals

Lungs were used from wild-type, PPARgamma-+/-
heterozygous and PPARgamma-/- KO mice of
C57BL/6 ] genetic background. The design to gener-
ate viable PPARgamma null mice was described previ-
ously [39]. Briefly, PPARgamma+/- / Sox2Cre + male
mice were crossed with PPARgammafl/fl female mice
to generate heterozygous PPARgammafl/- / Sox2Cre-
and homozygous PPAR gammaAfl/- / Sox2Cre + mice,
wherein the floxed allele was recombined resulting in
a null allele. Genotypes were determined by PCR
using primers for Cre transgene, PPARgamma up-
stream loxP site and for the null allele. Mice were
housed under minimal disease (MD) conditions.
PPARgamma KO or heterozygous mice and their con-
trols were kept in the Laboratory Animal Core Facil-
ity of the University of Debrecen that is registered to
breed genetically-modified mouse strains (reg. no.:
TMF/82-10/2015). 3-3 animals from the control and
the PPARgamma KO group were sacrificed at the age
of 3.5 months.

Cell lines and primary cells

Human hTERT-immortalized primary human foreskin
fibroblast cell line (F11, System bioscience Mountain
View, CA, USA) and human lung adenocarcinoma A549
(American Type Culture Collection, Rockville, MD) cell
line were used for the experiments. VEGF-A overex-
pressing F11 cell line was generated in our laboratory
using lentiviral transfection (see below). Normal primary
human small airway epithelial cells (SAEC), normal
human lung fibroblast (NHLF) and human micro-
vascular lung endothelial cells (HMVEC-L) were pur-
chased from Lonza (Basel, Switzerland), isolated from
anonymous donors of different ages and sex. F11 cells
were used in experiments between passage numbers 2
to 5 and the cells were negative for cytokeratin. A549
cells were used between passage number 8 to 10 and
epithelial characteristics were proved by cytokeratin
positivity. All the cell cultures were regularly tested
for mycoplasma infection [40].
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Cell cultures

F11 and normal human lung fibroblast (NHLF) cells
were cultured at 37 °C, 5% CO, in Fibroblast Growth
Medium-2 (FGM-2) (Lonza, Basel, Switzerland). Small
airway epithelial cell (SAEC) and human lung micro-
vascular endothelial cell (HMVEC-L) cells were main-
tained at the same condition using small airway growth
medium (SAGM) and endothelial growth medium
(EGM-2 MV), according to the manufacturer’s recom-
mendation (Lonza, Basel, Switzerland).

Materials

Beta-catenin activator LiCl was obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) and wused in
10 mM concentration [41]. Purified, recombinant hu-
man Wnt5a and Wntll (Chinese Hamster Ovary Cell
Line, CHO-derived GIn38-Lys380) protein was pur-
chased from R&D Systems (Minneapolis, USA) and
used at a concentration of 1 pg/ml [37]. PPARgamma
agonist rosiglitazone (RSG) and antagonist GW9662
were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
and used at 10 puM concentrations each [42, 43]. Dur-
ing the experiments, A549 and F11 cells were treated
with 10 mM LiCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA), 10 pM RSG and 10 uM GW9662 (Sigma-Al-
drich, St. Louis, Missouri, USA) for 48 h.

Three dimensional lung tissues [44]

To create a fully human 3D lung tissue model, SAEC,
NHLF and HMVEC-L cells were used. All cells were
cultured at 37 °C and 5% CO, in primary cell cultur-
ing media. After the cells reached 80% confluence, all
cell types were subcultured and mixed [30% SAEC,
30% HMVEC-L and 40% NHLF] then dispensed onto
a low-attachment 96-well U-bottom plate (Corning,
New York, USA). Cells were centrifuged at 600 g for
10min and maintained at 37 °C and 5% CO, in mixed
SAGM:EGM-2:FGM-2 media during the experiments.
In the various experiments, aggregates were treated
with 1 pg/ml recombinant human Wnt5a and Wntll
(R&D Systems, Minneapolis, USA) for 72 h.

Recombinant Lenti (L) viral constructs and hF11
transfection of VEGF-A-GFP construct

VEGEF-A sequence was amplified by PCR reaction using
forward (5')- GGA TTC CTG ACG GAC AGA CAG
ACA GAC-3’ and reverse (3')- GTC GAC TCA CCG
CCT CGG CTT GTC ACA-3’ primer sequences and
cloned into Lenti pWPTS vectors. Lentiviral vectors
were prepared by co-transfection of three plasmid con-
structs (envelope construct pMD.G, packaging construct
R8.91 and transfer construct pWPTS) into 293 T cells
using the calcium-phosphate method as described previ-
ously [45]. The HIV-1 derived lentiviral system was
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kindly provided by Prof. Didier Trono (CMU, Geneva,
Switzerland).

Cells were maintained in FGM-2 medium and ex-
posed to lentivirus containing media for 1 h, and then
cells were washed and incubated in FGM-2 culturing
media. VEGF-A overexpressing F11 cells were then
harvested and spheroids were produced as described
above. SAEC-F11 VEGF"®"- HMVEC-L and SAEC-
F11-HMVEC-L aggregates were cultured for an add-
itional 72 h before RNA isolation or immunfluores-
cent analysis. Aggregates were exposed to
recombinant human Wnt5a and recombinant human
Wntll (Chinese Hamster Ovary Cell Line, CHO-
derived GIn38-Lys380) (R&D Systems, Minneapolis,
USA) for 72 h.

Flow cytometry

3D SAEC-F11 VEGE™®"- HMVEC-L and SAEC-F11-
HMVEC-L lung aggregates were cultured for 72 h in
the presence or absence of rhWnt5a. Aggregates were
then dissociated with Accumax™ (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) solution and washed in PBS once. Single
cell suspensions were incubated with Allophycocyanin
(APC) conjugated anti-human CD105 (Clone 43A3,
BioLegend, San Diego, USA) and Brilliant Violet 421
conjugated anti-human CD31 (Clone VM59, BioLe-
gend, San Diego, USA) for 30min at room
temperature in dark. Native lung AC and SCC sam-
ples were dissociated by enzymatic digestion (Accu-
max Solution, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) and the
single cell suspensions were washed in PBS once,
then cells were incubated with APC Cy7 conjugated
anti-human CD31 (Clone VM59, BiolLegend, San
Diego, USA) and APC conjugated CD105 (Clone
43A3, BioLegend, San Diego, USA) antibodies. Cells
then were washed in PBS, fixed with 1% PFA and
stored at 4 °C in dark until FACS analysis. Labeled
cells were analyzed using FACS Canto II flow cyt-
ometer (BD Immunocytometry Systems, Erembode-
gen, Belgium) with BD FACS DIVA software V6 and
data were analyzed by FCS Express V3 software.

3D sprouting

3D SAEC-F11 VEGF"®" HMVEC-L and SAEC-F11-
HMVEC-L lung aggregates were embedded in 1.5 mg/
ml collagen type I solution (BD Biosciences, San Jose,
USA) and were cultured for 72 h. Images were taken
using Zeiss LSM710 confocal microscope. To identify
the migrating cell type; epithelial and endothelial cells
were previously cultured with the vital dyes DiD and Dil
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), respectively,
while fibroblast cells remained unstained. Sprouting area
containing endothelial cells was determined by Fiji [46],
based on the sprout outgrowth.
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PPRE reporter assay

A549 cells were transfected with PPRE-luciferase re-
porter and PPRE control-luciferase reporter vectors
using Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). 6*10° cells were transfected with
100 ng of plasmid DNA mixed with 0.3 pl Lipofecta-
mine 3000 and 0.2 pl P3000 reagent (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). After overnight incubation,
cells were treated with LiCl at 10 mM concentration
for 24 h. Luciferase reporter, containing PPRE respon-
sive element can be activated by PPAR activation,
which catalyzes luciferin oxyluciferin transformation
into luminescent signal. PPAR activation was mea-
sured using BrightGlo luciferase assay (Promega,
Madison, USA) and detected by Synergy HT plate
reader (BioTek, Winooski, USA). Changes in PPAR
activation were compared to PPRE control plasmid.
RNA isolation was performed after 24 h treatment.
Gene expression was compared to non-treated cell
cultures. Immunfluorescent staining was performed
using purified anti-human VEGF-A antibody (1:100,
Clone 26503, R&D Systems, Minneapolis, USA) as
primary antibody, visualized by Alexa Fluor 488 con-
jugated anti-mouse secondary IgG antibody (1:200,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Nuclei
were stained by TO-PRO3 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) and pseudo-colored for blue. Pictures
were taken by Zeiss LSM 710.

PPARgamma agonist and antagonist treatment

F11 cell line was cultured in 24-well plate and was
treated with 10 uM rosiglitazone (RSG) and 10 pM
GW9662 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) for 48 h in the
presence or absence of rhWnt5a (R&D Systems, Minne-
apolis, USA). VEGF-A mRNA level was determined
using real-time quantitative PCR, while miR-27b expres-
sion was measured by Tagqman MicroRNA Assay
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

HMVEC-L transwell migration assay

HMVEC-L cells were seeded onto the Transwell in-
sert (8 pm pore size, 6.5 mm diameter) (Corning Co-
star, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) at the density of
2*10% To assess the effect of VEGF-A and Wnt5a,
HMVEC-L were cultured in the presence or absence
of elevated level of VEGF-A and recombinant human
Wnt5a. To gain VEGF-A excess, F11-VEGFM" cells
were seeded into the well. F11-VEGF™™? cells were
used as controls. After 24 h, the inserts were stained
with Hematoxylin-eosin (detailed protocol below) and
pictures were taken using Nikon Eclipse Ti-U inverted
microscope (Tokyo, Japan).
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RNA isolation
Total RNA from cell cultures was extracted with MN
NucleoSpin RNA isolation kit according to the manufac-
turer’s protocol (Macherey-Nagel, Diiren, Germany).
The concentration of RNA samples was measured using
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Total RNA from human lung tissues were obtained
using TRIzol reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA). 1 pg RNA were digested with
DNase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Real-time quantitative PCR

cDNA was synthesized with high capacity RNA to
c¢DNA kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
using 1 pg of total RNA according to manufacturer’s
recommendation. Reverse transcription was performed
with random hexamer primers. For gene expression
analysis, quantitative RT-PCR was performed using
SensiFAST SYBR Green reagent (BioLine, London,
UK). Amplifications were run on ABI StepOnePlus
system. Gene expressions were analyzed with StepOne
software and normalized to beta-actin housekeeping
gene. The primer sequences are shown in Table 1.
PCR conditions were set as follows: one cycle 95 °C
for 2min, 40 cycles at 95 °C for 5 s and 60 °C for
30 s. Changes in gene expression were calculated ac-
cording to the 2°99“* method.

TagMan microRNA assay

Reverse transcription reaction was set up with ABI Tagq-
Man microRNA assay kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) using 100 ng of total RNA according to
manufacturer’s recommendations. Each reaction con-
tains specific miR-27b, miR-200b and U6 primers. PCR
reaction was performed using TagMan MicroRNA Assay
(20x), TagMan Universal Master Mix (2x) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) and product from re-
verse transcriptase reaction. TagMan PCR reaction was
performed using ABI StepOnePlus system and data were
analyzed with StepOne software. PCR conditions set as
follows: one cycle 95 °C for 10min, 40 cycles at 95 °C for

Table 1 Quantitative real-time PCR primers
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15 s and 60 °C for 60 s. MicroRNA expression was nor-
malized to U6 expression.

Sections

Mice were anaesthetized with sodium pentobarbital in-
traperitoneally and lungs were filled up with 1:1 ratio of
PBS:cryostate embedding media (TissueTek, Alphen aan
den Rijn, Netherland), and frozen down at -80 °C. Hu-
man samples were collected in PBS containing 1% of
FBS and then were filled up with PBS:cryostate embed-
ding media and kept at —80 °C until processing. The 3D
lung aggregates were carefully removed from the 96-well
plates and embedded into TissueTek embedding media
and immediately frozen down at —80 °C. For histological
staining 8 um thick cryostat sections were cut and fixed
in 4% PFA for 20min.

Hematoxylin eosin staining

Eight micrometers thick cryostat sections or Transwell
inserts (Corning, New York, USA) were cut and stained
in Mayer’s hematoxylin solution (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) for 10min. Sections were washed in running
tap water for 10min, then differentiated with 0.25%
acetic acid (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) for 1min.
After the differentiation step, slides were washed with
tap water and stained in eosin solution for 2min, then
washed. Sections were mounted using Vectashield
mounting medium (Vector Laboratories, Burlingame,
USA). Images were taken using Nikon Eclipse Ti-U
inverted microscope (Tokyo, Japan).

Antibodies, fluorescent and immunohistochemical
staining

Paraffin embedded lung AC and SCC samples were
stained with a routine IHC staining procedure using Vi-
sion Biosystems bondTM automated immunostainer
(Leica, Wetzlar, Germany). Primary antibody of rat
monoclonal anti-human Wnt5a (Clone 442625, R&D
Systems, Minneapolis, USA) was used in 1:100 dilution.
Cryostat sections were fixed. Fixed slides were rehy-
drated and blocked for 20min in 5% BSA (Sigma

Primers Forward Reverse

beta-actin GCGCGGCTACAGCTTCA CTTAATGTCACGCACGATTTCC
PPARgamma GCTTTTGGCATACTCTGTGATCTC GGTGGCCATCCGCATCT
VEGF-A GGGCAGAATCATCACGAAGT TGGTGATGTTGGACTCCTCA
CD105 CTCTCCAGGCATCCAAGCAA CAGGCTGGAATTGTAGGCCA
D31 GCTGACCCTTCTGCTCTGTT ATCTGGTGCTGAGGCTTGAC
HIF-1alpha GCCAGACGATCATGCAGCTA ATCCATTGATTGCCCCAGC
IL-1beta TCAGCCAATCTTCATTGCTCAA TGGCGAGCTCAGGTACTTCTG
Wnt5a CAAAGCAACTCCTGGGCTTA CCTGCTCCTGACCGTCC
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Aldrich, St. Louis, USA) in PBS. For mouse sections,
Alexa Fluor 594 conjugated monoclonal anti-mouse
CD31 (1:100, Clone MEC13.3, BioLegend, San Diego,
USA), Alexa Fluor 488 conjugated monoclonal anti-
mouse CD105 (1:100, Clone M]J7/18, BioLegend, San
Diego, USA), purified monoclonal anti-mouse VEGF-A
(1:100, Clone 1 F07-2C01, BioLegend, San Diego, USA)
and purified monoclonal anti-mouse Wnt5a (1:50, Clone
442625, R&D Systems, Minneapolis, USA) primary anti-
bodies were applied. For 3D lung tissue samples, the sec-
tions were stained with purified monoclonal anti-human
CD31 antibody (1:100, Clone WM59, BioLegend, San
Diego, USA). To detect VEGF-A expression in A549 and
F11 cell line, purified monoclonal anti-human VEGEF-A
antibody (1:100, Clone 26503, R&D Systems, Minneap-
olis, USA) was used. The secondary antibodies were
Alexa Fluor 488 or 555 conjugated anti-mouse IgG anti-
bodies (1:200, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA),
respectively. The nuclei were counterstained with TO-
PRO-3 (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) and showed in blue as pseudo-color blue. Pictures
were captured using Zeiss LSM 710 microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany) equipped with analysis software.
Images and fluorescent intensity were measured with Fiji
software [46]. Intensity of two groups was analyzed with
the independent samples -test.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS version 20
software. Data are presented as mean + standard error of
mean (SEM), and statistical analysis was performed
using the independent samples ¢-test and one-way
ANOVA with Bonferroni correction. p < 0.05 was con-
sidered as significant.

Results

PPARgamma regulates VEGF-A expression

To clarify the role of PPARgamma in regulation of
VEGEF-A expression, lungs of PPARgamma knock-out
mice were studied. Fluorescent immunohistochemistry
of VEGEF-A protein revealed a significantly higher ex-
pression of the VEGF-A protein in the lungs of PPAR-
gamma KO mice than in their wild-type litter mates
(Fig. 1a), indicating that PPARgamma inactivation is re-
quired for VEGF-A production. Emphasizing the initial
observation, significantly (p <0.05) increased VEGEF-A
expression was detected in primary clinical samples
(Additional file 2: Table S1) of both AC and SCC
(Fig. 1b), while PPARgamma levels were reduced (p <
0.05 and p < 0.01, respectively) in both tumor types com-
pared to normal, non-diseased, primary lung controls.
Additionally, comparative analysis of primary AC and
SCC samples highlighted existing differences in the two
NSCLC subtypes. While lower PPARgamma mRNA
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levels characterized significantly higher VEGF-A expres-
sion in AC, higher PPARgamma and lower VEGF-A
mRNA described SCC (Fig. 1b).

To prove that canonical Wnt signaling induced down-
regulation of PPARgamma triggers VEGF-A expression,
A549 lung adenocarcinoma cell line was treated with the
chemical activator of the canonical Wnt signaling path-
way, the beta-catenin activator LiCl [41]. Inhibition of
PPAR reporter activity (Fig. 2a) by LiCl (10 mM) lead to
increased VEGF-A mRNA (Fig. 2b) and protein expres-
sion (Fig. 2c). Inhibition of PPARgamma by LiCl did not
affect PPARgamma mRNA expression suggesting that
PPARgamma activity is the key factor in VEGF-A
regulation.

To support this observation and as the reporter system
is not specific to PPARgamma, we used direct PPAR-
gamma agonist and antagonist treatment of human
fibroblast cells to determine the role of PPARgamma in
VEGE-A regulation. Inhibition of PPARgamma upon
GW9662 antagonist treatment increased VEGF-A levels,
while the presence of a PPARgamma agonist resulted in
decreased VEGF-A mRNA and protein levels (Fig. 2d
and e) supporting the theory that VEGF-A upregulation
in AC and SCC lung cancers are a direct consequence of
PPARgamma reduction.

Wnt5a induces miR-27b a regulator of both PPARgamma
expression and blood vessel branching

As only the beta-catenin dependent canonical Wnt sig-
naling has been reported repeatedly to down-regulate
PPARs [30, 44] and consequently up-regulate VEGF-A
[47], it was not clear how SCC samples with high levels
of non-canonical Wnt ligands (Fig. 3a and b) can trigger
the same mechanism? In the literature PPARgamma has
been described to have a highly conserved binding site
in its 3'UTR that is a direct target of miR-27b [48].
Binding of miR-27b to its target sequence can suppress
PPARgamma expression [49] and augment VEGF-A in-
duced angiogenesis [50]. Importantly, both miR-27b as
well as another miRNA, miR-200b can inhibit blood ves-
sel branching during angiogenesis [51, 52]. Based on the
above studies we theorized that differences in formation
of blood vessel networks in AC and SCC are due to vari-
ations in microRNAs and VEGE-A levels. To investigate,
both miR-27b and miR-200b levels were measured in
primary human AC and SCC samples. Significantly
higher expression levels were determined for both
miRNA in primary SCC tissues compared to AC (Fig. 3c)
indicating existence of miRNA dependent differential
regulation of angiogenesis in the two NSCLC subtypes.
To test whether the different molecular microenviron-
ment characterized by increased Wnt5a levels in SCC
would explain variations in miRNA expression, 3D lung
aggregate cultures were exposed to non-canonical Wnt-
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s; thWnt5a and rhWntll. Wnt5a and Wntll were se-
lected in the experiments as they were both reported to
have higher levels in SCC than in AC [37]. Interestingly,
while rhWnt11 had no effect on either miRNAs (Fig. 3d),
miR-27b expression was significantly increased by
rhWnt5a treatment (Fig. 3d), while miR-200b levels were

unaffected. Remarkably, rhWnt5a could not up-regulate
miR-27b in the presence of a PPARgamma agonist, only
if the antagonist was present (Fig. 3e). The actual VEGF-
A expression was, however, lower (Fig. 3e) than induced
by the PPARgamma antagonist on its own. Additionally,
while rhWnt5a treatment on its own did not increase
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was considered as significant, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

Fig. 2 VEGF-A expression following modification of PPARgamma activity in A549 lung adenocarcinoma cell line tranfected with PPRE control or
reporter plasmid. a, Mimicking beta-catenin dependent canonical Wnt pathway activation using 10 mM LiCl led to significant decrease in PPRE
reporter activity. b, 10 mM LiCl treatment induced VEGF-A mRNA expression compared to PPRE control cells and also ¢, 10 mM LiCl increased
VEGF-A protein levels. Error bars, SEM. One-way ANOVA, post hoc Bonferroni; n = 4. Scale bars, 20 um. d, VEGF-A mRNA expression decreased after
10 uM PPARgamma agonist treatment (RSG), while 10 um PPARgamma specific antagonist (GW9662) increased VEGF-A transcript levels.
Independent samples t-test, n = 3. e, VEGF-A protein level shows similar pattern after 10 um RSG and 10 um GW9662 treatment. Fluorescence in-
tensity are representations of three different experiments as mean + SEM. One-way ANOVA, post hoc Bonferroni; n = 3. Scale bars, 20 um. P < 0.05

VEGE-A levels at the time point analyzed (48 h treat-
ment, data not shown) implicating a paralle] mechanism
that is required for PPARgamma inhibition even in the
presence of the non-canonical Wnt pathway dominated
microenvironment.

Wnt5 regulates VEGF-A induced endothelial cell motility

As VEGF-A has previously been determined to stimu-
late endothelial cell proliferation and migration [53],
expression of endoglin (Eng or CD105) a transmem-
brane auxillary receptor for transforming growth
factor-beta  (TGF-beta) that is predominantly
expressed on proliferating endothelial cells was also
tested [54]. Analysis of primary SCC and AC tissue
samples revealed that the endothelial cell proliferation
marker Eng (CD105) was significantly lower in SCC
compared to AC (Fig. 4a and b). Although VEGF-A
was significantly higher than normal in both cancer
subtypes, VEGF-A levels in SCC were lower than in
AC (Fig. 1b). To be able to study the molecular ef-
fects of high VEGF-A levels on endothelial cells, in
vitro studies were performed using a three dimen-
sional (3D) human lung aggregate model tissue con-
sisting of primary human small airway epithelial cells
(SAEC), microvascular lung endothelial cells
(HMVEC-L), and human fibroblasts (NHLF and F11)
(Additional file 2: Figure S1). The 3D aggregate cul-
ture conditions provided close to natural, yet defined,
cellular environment for molecular studies. qRT-PCR
analysis of the lung model tissue aggregates revealed
highly similar expression levels of angiogenic stimula-
tors including VEGF-A, IL-1beta and HIF-lalpha to
primary human lungs (Additional file 3: Figure S2) in-
dicating that the model is suitable to study pro- and/
or anti-angiogenic mechanisms. To recreate the
VEGE-A high tumor-like microenvironment VEGE-
A'®® was cloned into human fibroblast cells (Add-
itional file 4: Figure S3). The effects of VEGF-A were
investigated by comparing aggregates with VEGF-
A™™ and VEGE-A over-expressing (VEGE-AME") fi-
broblasts (Additional file 5: Figure S4). Flow cytomet-
ric analysis revealed that high levels of VEGF-A lead
to elevated Eng (CD105) expression on CD31" endo-
thelial cells (Fig. 4c, Additional file 6: Figure S5). To

test whether Wnt5a can modulate VEGE-AME" micro-
environment, 3D lung tissue aggregates containing
VEGE-A™"™2 and VEGF-A"8" fibroblasts were ex-
posed to rhWnt5a. Flow cytometric analysis revealed
that rhWnt5a did not block proliferation marker Eng
(CD105) expression (Fig. 4c, Additional file 6: Figure
S5) indicating that Eng (CD105) is not under Wnt5a
control.

This result was surprising. Because the endothelial
cell proliferation marker Eng (CD105) expression was
lower in SCC compared to AC, and VEGF-A levels
were similarly elevated in both cancer types, endothe-
lial cell proliferation would be expected. To investi-
gate, lung tissues of control and PPARgamma KO
mice were stained for CD105. Significantly lower
levels of CD105 was detected in PPARgamma KO an-
imals than in their wild type controls (Additional file
7: Figure S6) indicating that PPARgamma associated
events are responsible for the reduction but not
Wnt5a. As Wntba levels are not affected in lungs of
the PPARgamma KO animals (Additional file 8: Fig-
ure S7), our findings further suggest that CD105 ex-
pression is not under Wnt5a control. To clarify the
role of Wnt5a, cellular motility was investigated in
the model cultures. All these findings led us to the
hypothesis that endothelial activity cannot be the only
answer to the different therapeutic response. As SCC
possesses more vulnerable capillaries [16] and lower
microvessel density [15], it might be an indication of
an altered endothelial behavior, especially in migration
and motility.

In the VEGF-AM&" microenvironment endothelial cells
migrated towards the source of VEGF-A, the VEGEF-
AME™ fibroblasts (Fig. 4d and Additional file 5: Figure
S4). As fibroblasts naturally provide the core of the 3D
lung tissue aggregate co-cultures, endothelial cells con-
centrated in the center of the tissue aggregate. In the ag-
gregate tissues with normal VEGF-A levels the
endothelial cells remained evenly distributed (Fig. 4d).
To investigate whether Wnt5a affects endothelial cell
motility, aggregate cultures were treated with rhWnt5a.
This inhibited endothelial cell migration towards VEGF-
AMeM fibroblasts, and endothelial cells remained scat-
tered amongst other cell types in the aggregate lung
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cultures. a, Wnt5a mRNA is significantly upregulated in SCC compared to both normal lung and AC specimens. Error bars, SEM. One-way ANOVA,
post hoc Bonferroni; n=11 and n =12 per groups. b, Immunohistochemical staining of Wnt5a in primary resected AC and SCC samples, n =3 per
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Fig. 4 The effect of Wnt5a on VEGF-A induced endothelial cell activation and motility. a, CD105 mRNA expression is significantly higher in primary AC
compared to SCC samples. Error bars, SEM. One-way ANOVA, post hoc Bonferroni; n= 11 and n =12 per groups. b, Flow cytometric analysis of CD105
protein expression in CD31 positive endothelial cells in primary AC and SCC samples. n =6 per groups. ¢, Flow cytometric analysis of CD105 levels in
normal and high VEGF-A microenvironment in 3D lung aggregate tissues has also shown an increase of activation marker CD105 in VEGF-A"" tissues.
The double positive (CD105/CD31) cell population was considered as activated endothelial cells. Independent samples t-test, n=6. 1 ug/ml rhWnt5a
treatment had no effect on the VEGF-A induced endothelial cell activation measured by the double positive (CD105/CD31) cell population identified
by flow cytometric analysis. Independent samples t-test, n = 6. d, Localization of endothelial cells was identified by immunoflurescent staining of CD31
and analyzed by confocal microscopy in 3D lung tissue aggregates. In VEGF-A""™! microenvironment endothelial cells remained diffuse in the tissue.
Under VEGF-A excess endothelial cell migrated towards the source (VEGF-A"" fibroblasts) of the signal in the center of the aggregate tissue. 1 pg/ml
rhWnt5a treatment of VEGF-A"I" tissue aggregates inhibited endothelial cell accumulation in the center of the aggregate. Bar chart represents the
quantification of endothelial cell distribution. Relative area of CD31+ endothelial cells are compared to total field. Percentages were calculated as
relative area of endothelial cells/area of total field *100. Error bars; SEM. Independent samples t-test n = 3. Representative images of three independent
experiments are shown. Scale bars, 50 um. e, HMVEC-L transwell migration assay. Endothelial cells migrate significantly faster towards VEGF-A™"
fibroblast, while 1 pg/ml rhWnt5a can reverse the effect of elevated VEGF-A level. Scale bar 100 um. One-way ANOVA, n= 3. P < 0.05 was considered

as significant, * p < 0.05, ** p <001, *** p < 0.001

tissue. The inhibitory effect of Wnt5a on endothelial cell
motility was tested using migration assays in transwell
chambers. HMVEC-L cells migrated significantly faster
towards VEGE-A"8" fibroblasts, while addition of re-
combinant human Wnt5a significantly inhibited VEGE-
A induced endothelial cell migration (Fig. 4e).

Discussion
While cancer progression is frequently attributed to
increased angiogenesis, molecular regulation that can
lead to significant differences in anti-angiogenic ther-
apy responses have not been reported. As AC and
SCC have characteristic molecular differences in their
Wnt microenvironment [37] and differential treatment
responses to anti-angiogenic therapy [13] including
increased necrosis and pulmonary hemorrhage in
SCC, comparative studies of the two NSCLC subtypes
provided a promising platform for molecular studies
of blood vessel formation. Recent evidence suggested
that adverse reactions in SCC patients might be due
to malfunction of endothelial repair processes [55],
tumor type specific erosion of blood vessels [56] or
involvement of major vascular structures in SCC [57].
Our studies provided an additional dimension to the
potential mechanism by making extensive use of pri-
mary human lung tissues both of normal lung and
resected lung AC and SCC tumors, knock-out mice
as well as an in vitro 3D human lung tissues model
assembled to assess the role of Wntba in angiogen-
esis. Based on our study, we postulate that decreased
expression of PPARgamma is primarily responsible for
induction of increased VEGEF-A levels detected both
in AC and SCC. However, the molecular mechanism
that leads to PPARgamma down-regulation is different
in AC and SCC, and it is this molecular mechanism
rather than tumor localization that leads to more ser-
ious adverse reactions in SCC patients.

This conclusion is based on several pieces of evidence
presented here. Down-regulation of PPARgamma was

demonstrated to be essential for up-regulation of the
angiogenesis stimulator factor VEGF-A using PPAR-
gamma KO animals, cell lines and a fully human in
vitro lung tissue aggregate system where the PPRE re-
porter system, application of PPARgamma agonist and
antagonist supported direct regulatory interactions be-
tween the two molecules. Consequently, the signifi-
cantly reduced PPARgamma and increased VEGEF-A
levels in both primary AC and SCC explained in-
creased vascularization in both tumors. Differential
therapeutic response, however, could not be explained
by the very similar molecular microenvironments of
the two tumor subtypes.

For better understanding of the process of PPAR-
gamma down-regulation we considered that down-
regulation of PPARgamma transcription is a beta-
catenin-dependent and therefore canonical Wnt path-
way dependent process [44]. As lung ACs are charac-
terized by increased canonical and therefore beta-
catenin dependent Wnt signal activity [58] such mo-
lecular basis can explain PPARgamma reduction in
AC [44]. The similarly high VEGF-A and reduced
PPARgamma levels in SCC samples seem counter-
intuitive as in SCC the non-canonical, beta-catenin
independent Wnts play the dominant role [59]. Our
initial data, however, provide some explanations.
Wnt5a is the characteristically highly expressed Wnt
in cancers with squamous histology and increased
Wnt5a levels are also a trademark of lung SCC. Inter-
estingly, Wnt5a can up-regulate miR-27b which
miRNA has been reported to bind to the highly con-
served binding site in the 3'UTR of PPARgamma [48]
and suppress its expression [49]. Consequently, up-
regulation of VEGF-A [50] can use this particular
route (Fig. 5). Wnt5a did not induce VEGF-A directly
at the time-points measured in this study, indicating
that other mechanisms are also needed to achieve in-
hibition of PPARgamma. Inhibition of PPARgamma in
the presence of Wnt5a, however, modified VEGF-A
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Fig. 5 Summary of the role of Wnt dependent regulation of PPARgamma in tumor angiogenesis

levels supporting our theory that Wnt5a plays a mod-
ulatory role in the angiogenic process. Certainly, there
are limitations to the study as not all VEGF-A iso-
forms [60] nor pericytes were investigated in the
above experiments therefore the full effect of Wnt5a
on the angiogenic process could not be assessed.
However, since Cox-2 (an enzyme responsible for
pericyte recruitment) is inhibited by PPARgamma [61,
62], we can hypothesize that lower PPARgamma levels
and/or activity could reduce pericyte coverage. As
SCC has higher PPARgamma levels than AC, perhaps
high Wnt5a can not only reduce endothelial cell but also
pericyte mobility resulting in immature vessel formation
that makes SCC more prone to hemorrhage. Further stud-
ies are needed to investigate the above hypothesis.

Despite the limitations, further scrutiny of the data
highlighted additional differences between AC and
SCC at the level of blood vessel branching. Inhibitors
of branching and tube formation like miR-200b [63]
and miR-27b [51] are both increased in SCC com-
pared to AC potentiating differences in the actual
blood vessel formation and pattern in tumors of squa-
mous histology. Such differences could lead to alter-
ations in therapeutic response. As only miR-27b is
regulated by Wntba, further studies are needed to
find the molecules that control miR-200b. Addition-
ally, miR-27b can also block the Wnt5a target NE-
kappaB [64] and the TGF-beta target, Gremlin-1 [65].
As VEGF-A is also upregulated following by NEF-
kappaB activation [66] and Gremlin-1 acts as a pro-
angiogenic factor via binding to VEGFR2 [67] the
lower VEGF-A levels in SCC might explain such

differences and demonstrate a very complex regula-
tory process of angiogenesis that requires follow-up
investigations to provide explanations to more severe
adverse therapeutic reactions in SCC.

Conclusion

Finally, it may be possible in the future to use serum
levels of Wnt5a, miR-27b, PPARgamma levels and/or
activity of the tumor tissue as prognostic markers to
identify groups of patients that are at higher risk of
developing hemorrhage if treated with anti-
angiogenic therapies.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Characteristics of patients. The table
contains number, histological types, sex, age and pathological TNM status
of all patients. (DOCX 14 kb)

Additional file 2: Figure S1. 3D human lung tissue aggregates to study
angiogenesis. To investigate the molecular background of angiogenesis, a
three dimensional human lung tissue model was set up using three
characteristic cell types of the lung. Namely, primary normal small airway
epithelial cells (SAEC), normal human lung fibroblast (NHLF) or VEGF-A-GFP
overexpressing human fibroblast (F11) and human microvascular
endothelial cells lung subtype (HMVEC-L). GFP aided the visualization of
VEGF-A overexpressing fibroblasts in the core of the lung model. Actin was
labeled by Alexa Fluor 568 conjugated phalloidin (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) to detect all cells in the tissue. Scale bar, 200 pum. (TIF 1897 kb)

Additional file 3: Figure S2. Analysis of expression of angiogenic genes
in 3D lung aggregates and normal human lung. Comparing the in vitro
model to normal human lung tissue revealed that co-culture expresses
VEGF-A, IL-1beta and HIF-Talpha angiogenic factors at the same level.
gRT-PCR data are normalized to beta-actin housekeeping gene. Error bars,
SEM. Independent samples t-test, n = 3. P < 0.05 was considered as
significant, ns: not significant. (TIF 90 kb)
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Additional file 4: Figure S3. Overexpression of VEGF-A in F11 cell line.
Human VEGF-A-IRES-GFP was cloned into human F11 cell line. Overexpression
of hVEGF-A protein was analyzed by fluorescent staining using anti-human
VEGF-A as primary antibody. The secondary antibody was Northern Light
anti-mouse NL-557. As VEGF-A is a secreted, soluble factor, cells were treated
with brefeldin-A at 10 pg/ml for 4 h to inhibit protein transport. Accumulation
of the protein was detected after brefeldin-A treatment. Images were captured
using Olympus IXB1 fluorescence microscopy equipped with CCD camera.
Scale bars, 50 um. (TIF 3030 kb)

Additional file 5 Figure S4. Area of sprout outgrowth from 3D lung
aggregates in normal and high VEGF-A microenvironment. Endothelial
cells are evenly distributed in VEGF-A""™ microenvironment, while in
VEGF-A"9" microenvironment the endothelial cells remained close to the
VEGF-A source. Data are representation of three independent experi-
ments. Independent samples t-test. Scale bars, 200 um. (TIF 1597 kb)

Additional file 6: Figure S5. Flow cytometric analysis of VEGF-A
overexpressing 3D lung aggregates in the absence or presence of
rhWnt5a. Representative dot plots of flow cytometric analysis of five
independent experiments. 3D tissue cultures were created using normal
VEGF-A and VEGF-A"9" fibroblasts, respectively. Then the cultures were
incubated in the presence or absence of rhWnt5a, dissociated and
stained with anti-CD105 and anti-CD31 antibodies and analyzed in a flow
cytometer. (TIF 469 kb)

Additional file 7: Figure S6. Endoglin (CD105) expression of CD31+
endothelial cells in the lung of WT and PPARgamma KO mice.
Immunfluorescence staining of wild type and PPARgamma KO mice
showed decreased level of CD105 protein expression in PPARgamma KO
lung tissues. Intensity data are representation of three individual
experiments. Scale bars 50 pum. Staining intensity was quantified and
presented in a bar chart. Error bars, SEM. Independent samples t-test,
n=3.P<0.05 was considered as significant, P < 0.001. (TIF 3853 kb)

Additional file 8: Figure S7. Wnt5a expression in the lung of WT and
PPARgamma KO mice. No differences were detected in Wnt5a protein
expression in wild type and PPARgamma KO mice. (Scale bars 50 pm).
The stainings of lung tissue sections are representatives of three
individual experiments. Fluorescence intensity was quantified and
presented in a bar chart. Error bars, SEM. Independent samples t-test,
n=3.P <005 was considered as significant, ns: not significant. (TIF 769 kb)
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Abstract

The majority of lung cancers (LC) belong to the non-small cell lung carcinoma (NSCLC) type. The two main NSCLC sub-types,
namely adenocarcinoma (AC) and squamous cell carcinoma (SCC), respond differently to therapy. Whereas the link between
cigarette smoke and lung cancer risk is well established, the relevance of non-canonical Wnt pathway up-regulation
detected in SCC remains poorly understood. The present study was undertaken to investigate further the molecular events
in canonical and non-canonical Wnt signalling during SCC development. A total of 20 SCC and AC samples with matched
non-cancerous controls were obtained after surgery. TagMan array analysis confirmed up-regulation of non-canonical
Wnt5a and Wnt11 and identified down-regulation of canonical Wnt signalling in SCC samples. The molecular changes were
tested in primary small airway epithelial cells (SAEC) and various lung cancer cell lines (e.g. A549, H157, etc). Our studies
identified Wnt11 and Wnt5a as regulators of cadherin expression and potentiated relocation of B-catenin to the nucleus as
an important step in decreased cellular adhesion. The presented data identifies additional details in the regulation of SCC
that can aid identification of therapeutic drug targets in the future.
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Introduction Wnt Signalling

Whnt signalling regulates a variety of developmental processes
including cell fate specification, proliferation, polarity and
migration (reviewed in [2]). Wnt molecules trigger gene transcrip-
tion via at least three signalling pathways: the canonical or B-
atenin dependent, and two non-canonical pathways. When Wnts
bind to their trans-membrane receptors, Frizzleds (Fzd) and co-
receptors, LRP5/6, signal transduction begins on the canonical
pathway. Once stabilized, non-degraded [-catenin molecules
move to the nucleus where they activate TCF-LEF-dependent
gene transcription. In the absence of Wnt signals, the cytoplasmic
B-catenin is subjected to phosphorylation in the APC-Axin-
GSK3B-complex [2] then to subsequent proteasomal degradation.
Upon non-canonical Wnt signals, the JNK/API dependent,
planar cell polarity (PCP) and the PKC/CAMKII/NFAT de-
pendent Ca®* pathways are activated.

Lung cancer (LC) is the leading cause of cancer death world-
wide [1]. About 80% of LCs belongs to the NSCLC: type which is
erroneously considered as a single entity. The two main NSCLC
sub-types, namely AC that arises mostly in the peripheral airways
or the bronchio-alveolar region of the parenchyma, and SCC that
develops mainly in the proximal airways and affects mostly
cigarette smokers, differs not only in aggressiveness but re-
sponsiveness to chemotherapy, also. To make the overall picture
more complicated, there are an emerging number of combined
NSCLCs where malignant tumours are representing themselves as
adeno-squamous or mixed type LC. Not surprisingly, the
molecular background of AC and SCC development has been
a focus of intense investigation. In various studies Wnt signalling
has emerged as one of the potential regulators of the carcinogenic
process.
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Wnt Signalling in LC

Analysis of gene expression data has revealed that Wnt pathway
activity can be strongly down-regulated in small cell lung cancer
(SCLC) through over-expression of inhibitory genes. Proof of
deregulation of specific Wnt molecules leading to oncogenic
signalling has also emerged. Frequent loss of Wnt7a mRINA was
demonstrated in some studies in LC cell lines and primary
tumours [3], and elevated levels of Wntl and Wnt2 [4,5] have also
been reported in NSCLC. NSCLC cells transformed with Wnt7a
showed inhibition of anchorage independent growth [6] support-
ing the theory that decreased Wnt7a levels are part of the
pathogenic profile of NSCLC. Furthermore, over-expression of
dishevelled (Dvl), a signal transducer from Wnt receptors, Fzd-s,
has been reported in 75% of NSCLC cases [7]. Down-regulation
of Wnt pathway antagonists like Dkk3 [8], WIF [9,10] and sFRP
[11] has also been described. When NSCLC is concerned, the
well-known epithelial-mesenchymal transformation (EMT) is
a characteristic feature [12] and is generally linked to increased
B-catenin dependent signalling [13]. Although B-catenin muta-
tions in LC-s are relatively rare [14-16], up-regulation of
uncomplexed PB-catenin without genetic alteration to P-catenin
itself was shown in a high proportion of human NSCLC primary
tumours and tumour cell lines [17]. Recently, comparative
microarray and pathway analysis of both AC and SCC samples
[18,19] have identified activation of the non-canonical Wnt
signalling pathway as a main regulator of SCC development.

In the present study, the role of Wnt signalling was investigated
further using primary tumours and non-cancerous lung tissues,
human AC and SCC lung cancer cell lines as well as commercially
available, primary small airway epithelium

(SAEC).

non-cancerous,

Materials and Methods

Ethics Statement

Lung tissue samples were collected during lung resections at the
Department of Surgery, University of Pecs, Hungary. The project
was approved by the Ethical Committee of the University of Pecs.
Patients had given written consent to provide samples for research
purposes. All collected samples were treated anonymously.

Cell Lines

Human lung cancer cell lines A549 (AC), and H157 (SCC) were
obtained from the American Type Culture Collection (Rockville,
MD). Transgenic cell line Wntl1-A549 was created in our
laboratory using lentiviral transgenesis [20].

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 1. List of gene specific primers.

Gene Accession number Forward primer Reverse primer Product
B-actin(1) NM_001101 5'-CTGTGCTATCCCTGTACGCCTCTG-3' 5'-GTGATCTCCTTCTGCATCCTGTCG-3' 541 bp
B-actin(2) NM_001101 5'-GCGCGGCTACAGCTTCA-3’ 5'-CTTAATGTCACGCACGATTTCC-3' 55 bp
E-cad NM_004360 5'-GACCGGTGCAATCTTCAAA-3' 5'-TTGACGCCGAGAGCTACAC-3' 93 bp
N-cad NM_002961 5'-AGCTTCTCACGGCATACACC-3' 5'-GTGCATGAAGGACAGCCTCT-3’ 133 bp
S100A4 NM_002961 5'-TGGAGAAGGCCCTG-3' 5'-CCCTCTTTGCCCGAGTACTTG-3' 58 bp
aSMA NM_001613.2 5'-CCGACCGAATGCAGAAGGA-3’ 5'-ACAGAGTATTTGCGCTCCGAA-3’ 88 bp
VIM NM_003380 5'-ATTCCACTTTGCGTTCAAGG-3’ 5'-CTTCAGAGAGAGGAAGCCGA-3’ 97 bp
Wnt5a NM_003392 5'-TGGCTTTGGCCATA Cc-3’ 5'-CCGATGTACTGCATGTGGTC-3' 199 bp
Wnt11 NM_004626 5'-CGTTGGATGTCTTGTTGCAC-3’ 5'-TGACCTCAAGACCCGATACC-3’ 209 bp
doi:10.1371/journal.pone.0057393.t001

Primary Cells and Tissues

Normal small airway epithelial cells (SAEC) were commercially
available (Lonza) and were isolated from lungs of multiple random
donors of different sexes and ages by Lonza.

Tumour types were determined in the Department of Pathol-
ogy, University of Pecs, Hungary. A total of 20 squamous and
adeno lung carcinoma samples with matched normal lung samples
were obtained after surgery based on the availability of frozen
tissue for molecular analysis. Samples were also formalin fixed and
paraffin-embedded to be sectioned at 5 pm and stained with
hematoxylin and eosin (HE) for light microscopy. Following
analysis, samples were grouped as SCC vs AC according to the
World Health Organisation (WHO) classification [21] by a ded-
icated lung pathologist.

Cell Cultures

SAEC cultures were maintained at 37°C and 5% CO, content
in a humidified atmosphere. For initial expansion primary SAEC-s
were seeded onto 6-well plates (100 000 cells/well) and cultured in
Small Airway Growth Medium (SAGM) (Lonza). For treatment
SAEC-s were cultured in 24-well plates in SAGM. All other cell
types (A549, H157, Wntl1-A549) were cultured in DMEM or
RPMI supplemented with 10% FCS and were maintained at 37°C
in 5% COg content in a humidified atmosphere.

Recombinant Proteins, siRNA and Chemicals

Purified, recombinant Wntll was purchased from R&D
Systems and used at two different concentrations (0.1 and
1.0 ug/ml) for treatment of cell cultures. siWntll and control
siRNA were obtained from Invitrogen to knock down Wntll
expression. 100 nmol negative control and Wntl1-specific Cy3
labelled siRNA oligos were transfected into target cells using
Lipofectamine 2000 transfection reagent following the manufac-
turer’s instructions (Invitrogen). Uptake of the labelled oligonu-
cleotides was tested using fluorescence microscopy. Cells were
lysed 36 hours after transfection for RNA isolation and cDNA
synthesis. qRT-PCR was used to determine Wntl1 mRNA levels
in transfected samples. B-catenin inhibitor IWR-1 was purchased
from Sigma, dissolved in DMSO and used at the final
concentration of 1.0 pg/ml.

Immunohistochemistry and Immunofluorescent Staining

Sections of primary lung tissues were permeabilized in PBS
buffer containing 0.1% saponine and 5% bovine serum albumin
for 30 minutes then incubated in primary anti-Wntl1 (AbCam),
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Figure 1. Level of Wnt signalling molecules in AC and SCC. Pooled cDNA of 12 AC, 8 SSC samples were targeted to gene expression analysis
using a commercially available Tagman array. Four housekeeping genes were used (18S, GAPDH, HPRT1, GUSB). A: Expression profile of AC. Pooled
cDNA of autologous normal tissue samples of the same AC patients served as reference. Note the increased level of the canonical Wnt-7b, and the
receptor Fzd-3. (For the list of all gene expression changes see Table S1). B: Gene expression levels of SCC. Pooled cDNA of autologous normal tissue
samples of the same SCC patients served as reference. Note the upregulation of the non-canonical Wnt5a and the canonical pathway inhibitor Dkk-1,
along with increased level of Fzd-10 gene expression. (For the list of all gene expression changes see Table S2). C: Gene expression of SCC compared
to AC. Note the increased level of non-canonical Wnts (Wnt5a and Wnt11), several receptors (Fzd-7, -9, -10), a canonical pathway inhibitor (Dkk-1) and
an inhibitory receptor (Krm2). (For the list of all gene expression changes see Table S3). D and E: Immunohistochemical staining of primary control
(Panel D) and AC (Panel E) tissues for Wnt11. Note the higher Wnt11 expression in the tumours emphasizing the relative nature of the initially
identified differences at mRNA level. Images shown are representatives of three independent stainings. F: Wnt11 gene transcription was also
measured in an AC (A549) and an SCC (H157) cancer cell line. Note the higher Wnt11 levels in the observed cancer cell lines compared to the normal,
non-cancerous pulmonary epithelium (SAEC). The AC cell line showed a more pronounced increase in Wnt11 expression than the SCC cell line. (The
results are representative of three independent experiments where the non-cancerous control (SAEC) was derived from three individual donors of
different ages).

doi:10.1371/journal.pone.0057393.g001

then in anti-rabbit-HRP secondary antibodies for 1 hour each.
To ensure the comparability of expression levels, all images
were captured with the same exposition settings. For B-catenin
staining of SAEC, normal A549, Wnt11-A549 and H157 cells:
10000 cells/cm? were seeded and cultured for 24 h on 4-well
culture slides (BD-Falcon). The monolayer cell cultures were

PLOS ONE | www.plosone.org

fixed with 4% formaldehyde and permeabilized with PBS
containing 0.1% Triton-X and 5% BSA. Murine anti-B-catenin
IgG; mAb (Santa Cruz) (1:50) and donkey anti-murine IgG
secondary antibody conjugated to NorthernLight 557 (R&D
Systems) (1:200) were used for immunofluorescent labelling;
nuclei were counterstained with DAPI. Images were acquired
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Figure 2. Effects of Wnt11 and Wnt5a in tumour development. A: Effects of Wnt11 overexpression and suppression in A549 AC cell line. Gene
expression of A549-GFP and A549 treated with control siRNA served as reference, respectively. Note the decreased expression of E-cadherin in
Wnt11-A549 (p<<0.011), and the increased E-cadherin level following siWnt11 treatment (p<<0.006). B: Recombinant Wnt11 treatment of SAEC
cultures. Gene expression of untreated control cells was used as reference. Note the concentration dependent “cadherin switch” upon rWnt11
treatment. (Data are representative of five independent experiments where SAEC was used of five individual donors of different ages and sexes). C:
Expression of E- and N-cadherin in primary adenocarcinoma lung tissue sample compared to its healthy autologous control pair. Data are
representative of the analysis of three independent tissue pairs. D: Recombinant Wnt5a treatment of SAEC cultures. Gene expression of untreated
control cells was used as reference. Note the concentration dependent “cadherin switch” upon rWnt5a treatment. (The presented data are
representative of five independent experiments where SAEC was used as control of five individual donors of different ages and sexes). E: Invasion
assay. The A549 AC cell line that expresses high levels of Wnt11 is more invasive than the H157 SCC cell line with lower expression of Wnt11
(p<<0.008). F: Invasion assay. Primary non-cancerous SAEC were treated with 1 ug/ml rWnt11 and rWnt5a for three days prior to the assay. Only the
rWnt5a treated SAEC migrated faster than the non-treated control cells. (The results are representative of three independent experiments where
SAEC was used from three individual donors of different ages).

doi:10.1371/journal.pone.0057393.g002

using an Olympus IX-81 light and fluorescent or a confocal cancerous controls) using NucleoSpin RNAII kit (Macherey-

microscope, then densitometry was performed. Nagel) with on-column DNase digestion. cDNA was prepared

from RNA samples with MMuLV reverse transcriptase kit
RNA Isolation, Preparation of cDNA, TagMan Array and (Thermo Scientific). Real-time quantitative RT-PCR examina-
quantitative RT-PCR tions were carried out using ABsolute QPCR SYBR Green Low

ROX master mix (ABGene) and an Applied Biosystems 7500
thermal cycler system. The sequences and data of primers are
listed in Table 1.

Total RNA was prepared from cell cultures and primary lung
resections (SCC and AC samples and their respective non-
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Figure 3. Effects of p-catenin inhibition on cadherin gene expression. Suppression of canonical Wnt signalling in SAEC using 1 ug/ml IWR-1
inhibitor or DMSO as diluent control. Gene expression of non-treated SAEC was used as reference. Note the increased E-cadherin and decreased N-
cadherin mRNA expressions. (The results are representative of three independent experiments where SAEC was used from three individual donors of

different ages).
doi:10.1371/journal.pone.0057393.g003

Quantitative real-time RT-PCR data were analyzed by delta Ct
(dCt) and Relative Quantity (RQ) methods as suggested by
Applied Biosystems using the 7500 System SDS Software. Briefly,
Ct values were determined for each sample using an automatic
threshold level determined by the 7500 System SDS Software.
Delta Ct (dCt) values were determined according to the following
formula: dCt(target gene)= Ct(target gene) — Ct(housekeeping
gene). Changes in gene expression are shown as RQ values
calculated using the formula below: RQ =279 where ddCt
values were calculated as ddCt=dCt(sample) — dCt(reference
sample).

TaqMan®Array Human WNT Pathway 96-well Plate
(4414100)~the gold standard of specificity and sensitivity in
real-time PCR was purchased from Applied Biosystems. The
array also contained 4 housekeeping genes including 18S, B-
actin  (ACTB), Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT).

Matrigel Invasion Assay

A549, H157, SAEC, rWntba (0.1 and 1.0 pg/ml) and rWntll
(0.1 and 1.0 pg/ml)-treated SAEC were used in the invasion
assays. SAEC were pre-treated with rWntba and rWntl1 for 72
hours before tested in the invasion assay. Cells were cultured in
DMEM/RPMI/SAGM, respectively supplemented with 10%
FCS and were maintained at 37°C in 5% CO, content in
a humidified atmosphere. Invasion assays were carried out in 24-
well Matrigel invasion chambers (BD BioCoat Matrigel) with 8.0-
um filter membranes. After rehydration of the chambers,
membranes were transferred to the wells containing 750 pl of
DMEM/RPMI/SAGM supplemented with 10% FCS as a che-
moattractant. Cells (5x10% in 500 ul of FCS- or growth-factor-
free DMEM/RPMI/SAGM were added into each of the
chambers. After 24 hours incubation the non-invading cells on
the upper side of the chamber membranes were removed. The
invading cells to the opposite side of the chamber membranes were
fixed in 4% paraformaldehyde and were stained using hematox-
ilin-eosin. The total number of invading cells was determined by
counting the number of cells that migrated to the lower surface of
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the filters. Five separate microscopic fields were counted on each
membrane.

Statistical Analysis

Where it is applicable, data are presented as mean +/—
standard deviation (SD), and the effects between various exper-
imental groups were compared with the Student t-test. p<<0.05
was considered as significant.

Results

Wnt Signalling Molecules are Differentially Expressed in
AC and SCC

Using a commercially available Wnt Taqman array system,
differences between canonical and non-canonical Wnt pathway
activities were studied in ACG and SCC samples, respectively.
Sample pairs included pooled cDNA of primary AC (12) or SCC
(8) samples and their respective tissue autologous, non-cancerous
controls. The read-outs were matched to all four housekeeping
genes of the array to focus on the largest of differences in gene
expression.

Increased transcription of the canonical Wnt-7b ligand and
a Wnt receptor Fzd-3 was detected in pulmonary AC-s along with
drastic down-regulation of canonical pathway inhibitors
(Figure 1A). In contrast, activation of the non-canonical Wntba
and canonical pathway inhibitor Dkk-1 along with up-regulation
of Fzd-10 gene transcripts were measured in SCC samples
(Figure 1B).

When gene expression profiles of non-cancerous control tissues
of the two different tumour types were compared, no characteristic
genes or molecular patterns were identified as potential initiators
of AC or SCC development (data not shown).

However, comparative analysis of AC and SCC tumour samples
emphasized additional differences between the two NSCLC
subtypes. Much higher levels of an additional non-canonical
Wnt, Wntll, several receptors (Fzd-7, -9, Fzd-10) as well as
increased levels of canonical pathway inhibitor Dkk-1 and
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Figure 4. Localization of p-catenin. A: Immunofluorescent staining of SAEC. B: Immunofluorescent staining of normal A549. C:
Immunofluorescent staining of Wnt11 overexpressing A549. D: Immunofluorescent staining of H157 monolayer cell cultures. (60x image, red: f-
catenin, blue: DAPI). Note the dramatic increase in nuclear localization and the decrease in cellular membrane localization of A549 AC, Wnt11-A549
and H157 SCC cell lines compared to the normal pulmonary epithelium (SAEC). Data presented are representative of three independent experiments.
E: Densitometry of immunofluorescent images of SAEC, A549, Wnt-11-A549 and H157 cells. Note the increased nuclear localization of B-catenin
particularly in the Wnt11-A549 cell line. (M: cellular membrane, CS: cytosol, N: nucleus).

doi:10.1371/journal.pone.0057393.9g004

inhibitory receptor Kremen (Krm2) were detected (Figure 1C) in
SCC.

Although up-regulation of the non-canonical Wnt pathway has
been identified in previous studies as a general trend in gene
expression alterations during SCC development, the precise role
for specific molecules in the carcinogenic process has rarely been
defined. One of the enigmatic molecules in the carcinogenic
process of SCC is Wntll. As Wntl1l up-regulation in SCC was
detected only as relative to AC, we theorized that Wntl1 might
have some general role in tumorigenesis. To investigate whether
Wntll protein is present in ACs, AC samples were tested for
Wntll protein expression. Primary non-cancerous control
(Figure 1D) and AC (Figure 1E) tissues were stained for Wntl1
using immunohistochemistry. Wntl1 was detected in both normal
and cancerous samples, although at higher levels in the tumours.
The results emphasized that Wntl1 is necessary for the normal
homeostasis of the tissue and its increased expression in the
tumour correlates with the carcinogenic process. The relative
nature of Wntll expression was further confirmed, when Wntl 1
gene transcription was measured in an AG (A549) and an SCC
(H157) cancer cell line. While Wntl1 levels were higher in both
A549 and H157 than in normal, non-cancerous SAEC, several
fold increase was detectable in Wntl1l mRNA expression in the
AC (Figure 1F) than in the SCC cell line.

To find out more about the role of Wntll and potentially
Wntda in the carcinogenic process, further studies were per-
formed.

Wnt11 and Wnt5a in NSCLC

To examine the role of non-canonical Wnts in LC development,
first Wntll levels were modified in the A549 cell line using
lentiviral transgenesis for overexpression and commercially avail-
able siWntl1 for transient suppression of Wntl1 (Figure S1).

As in a limited number of previous studies Wntll has been
implicated as a regulator of EMT (Zhang, JBC, 2012), several
EMT molecular markers including S100, aSMA, and VIM were
measured. Only E- and N-cadherin mRNA levels changed
significantly in Wntll overexpressing-A549 cells (Figure 2A),
drastically decreasing E- and increasing N-cadherin expression. In
contrast, transient inhibition of Wntl!l translation using siWntl 1
could only increase E-cadherin mRNA transcription while N-
cadherin levels remained unchanged implicating E-cadherin as
a Wntll target (Figure 2A). To test whether Wntl1 has a similar
effect in primary pulmonary epithelium, SAEC-s presenting mixed
epithelial phenotypes (Figure S2) were treated with different
concentrations (0.1 and 1.0 ug/ml) of purified recombinant
Wntll. The experiments provided further evidence that Wntll
regulates cadherin levels (Figure 2B) as E-cadherin expression
decreased, while N-cadherin mRINA levels increased in Wntl1
treated SAEC-s in a concentration dependent manner. To
investigate E- and N-cadherin expression in AC-s where Wntl1
protein levels are higher than in their non-cancerous autologous
controls (Figure 1D and E), qQRT-PCR analysis was performed. In
the Wntll enriched environment of AC-s, both E- and N-
cadherin levels were higher than in the non-cancerous control
tissues (Figure 2C) indicating Wntll as a regulator of cadherin
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Figure 5. Predicted molecular pathway interactions during SCC development.
doi:10.1371/journal.pone.0057393.g005
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expression and emphasizing the regulatory role of additional
factors present in the molecular microenvironment of the tissue.
Based on the literature [22] Wnt5a and Wntl1 can support or
even replace one another i viwo while controlling tissue de-
velopment and functions, therefore the effect of Wntba was also
tested on E- and N-cadherin expression. Similarly to rWntl1,
rWntda (0.1 and 1.0 pg/ml) was able to down-regulate E- and up-
regulate N-cadherin expression in primary SAEC (Figure 2D).

To investigate whether added Wntl1 or Wntda can modulate
E- and N-cadherin expression in LC cell lines, both A549 and
H157 cell lines were exposed to rWntda and Wntll at the
concentration of 0.1 and 1.0 pg/ml. Added rWntda to AC cell line
was able to further decrease E-cadherin, and had no significant
effect on N-cadherin, while rWnt5a had no significant effect on
either genes in the H157 cell line. Added rWntll in the H157
SCC cell line increased N-cadherin expression and had no effect
on the already non-detectable E-cadherin levels (Figure S3).

As current literature concerning the role of Wntba and Wntl 1
in cadherin regulation [23,24] and therefore in cellular motility is
contradicting, an invasion assay was performed, where non-
treated primary SAEC, rWntba and rWntl1 treated SAEC as well
as A549 AC and H157 SCC cells were tested (Figure 2E, 2F). In
the invasion assay the A549 cell line that expresses Wntl1 at high
levels moved much faster than the H157 cell line that highly
expresses Wntda (Figure 2E). In contrast, rWntba treated non-
cancerous SAEC were more invasive than the rWntll treated
SAEC which were not moving faster than the controls (Figure 2F),
indicating that primary, non-cancerous cells might require
additional signals or longer exposure to Wntll to achieve
increased motility.

Inhibition of Canonical Wnt Signalling and B-catenin
Localization

In the TagMan array of SCC samples, apart from up-regulation
of non-canonical Wnt-s, suppression of canonical Wnt signalling
was also detected that might have an important role in modulating
the tissue’s microenvironment.

As the Wntll promoter contains two conserved Tcf/LEF
binding sites and two conserved GATA sites, canonical Wnt
signals and GATA family members can regulate Wntll
transcription directly. In contrast, the Wntda promoter region
harbours numerous c¢is-acting elements including several GC boxes
and Spl, AP1, and AP2 binding motifs [25]. To test how B-catenin
activity affects Wntll and Wnt5a expression as well as cadherin
mRNA levels, cells were treated with a B-catenin inhibitor, IWR-1
(1.0 pg/ml) for 24 hours. Inhibition of B-catenin function resulted
in increased expression of E- and reduced N-cadherin expression
(Figure 3), while both Wntl1 and Wnt)a transcription was slightly
reduced (data not shown).

Additionally, B-catenin is not only important in the regulation of
gene transcription but also in cellular adhesion. B-catenin
associates with the cytoplasmic domain of cadherin and directly
links to the actin cytoskeleton through o-catenin in a dynamic
cadherin adhesion complex. Localization of P-catenin protein
therefore was investigated in primary, non-cancerous SAEC
(Figure 4A), A549 AC cell line (Figure 4B), Wntl1-A549
(Figure 4C) and an SCC cell line, H157 (Figure 4D). Cells were
stained for B-catenin using protein specific antibody and the
nucleus with DAPI, then staining intensity was scanned in a cross-
section of the cells (Figure 4E). In the normal pulmonary
epithelium, SAEC, B-catenin staining was strong in the cellular
membrane and not in the nucleus indicating that B-catenin acts
primarily in cellular adhesion and much less of the protein is
involved in forming a transcription complex. In contrast, dramatic
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increase was detected in nuclear localization of PB-catenin in
Wntl1-A549 AC and in the H157 SCC cell lines while no
significant amount of B-catenin was detected in their cellular
membranes indicating severely weakened cellular adhesion.

Discussion

Malfunction of genes and pathways controlling developmental
processes have long been studied in association with cancers.
Malfunction of Wnt related events have frequently been singled
out as one of the causes of carcinogenesis. While Wnts seem to be
important in the carcinogenic process of LC-s also, the complex
molecular background of mixed LC types has been notoriously
difficult to decipher.

Recent studies, including our TagMan analysis, confirmed
a differential molecular background to NSCLC sub-types AC-s
and SCC-s involving up-regulation of canonical signalling in AC-s
[26] and increased non-canonical Wnt signalling in SCC-s. While
these results should be sufficient enough to identify additional
therapeutic targets that could aid development of effective
therapies, the underlying molecular complexity of AC and SCC
works against this goal. In the present study we aimed to provide
further details to the molecular background of pulmonary
carcinogenesis and to connect individually observed molecular
alterations during the process.

Similarly to previous studies, our experiments detected a marked
increase in Wntda levels in SCC. As Wntda is a regulator of
fibroblast proliferation and resistance to apoptosis [27] increased
tissue mass of tumours with high Wntba levels is understandable.
Interestingly, the role of Wntda in carcinogenesis is still
ambiguous, as it can exhibit tumour suppressor activities in some
cancers, like thyroid, brain, breast and colorectal, but is aberrantly
up-regulated and associated with tumour progression in cancers of
the lung, stomach and prostate. Increased Wntba levels in SCC
samples might also be significant as an inducer of LC, as cigarette
smoke extracts [28] trigger Wntba expression in various types of
exposed tissues including macrophages and cells of epithelial
origin. Comparative analysis of gene expression in AC and SCC
tumour tissues has additionally identified Wntl1 and its receptor
Fzd-7 [29] as potential regulators of SCC development. However,
while the increase in Wnt5a levels was specific to SCC, the Wntl1
increase was only relative to AC. Similarly to SCC, AC-s had also
shown up-regulated Wntl1 levels indicating a general role for
Wntll in the carcinogenic process. Our studies using primary
pulmonary epithelial tissues as well as cell lines identified Wnt5a
and Wntll as regulators of cadherin expression, most likely the
“cadherin switch” that is a characteristic marker of tumour
progression. Our studies also confirmed that the effects of both
Wnt5a and Wntl1 are concentration dependent and presumably
modified by additional microenvironmental signals. Perhaps even
a combination of Wnt5a/Wntll in SCC and Wnt7b/Wntl1 in
AC. The additional signals could also include for example different
levels of Wntll receptor Fzd-7 in NSCLC sub-types that was
detected in the AC and SCC samples (unpublished observations),
as well as activators of e.g. the SP1, AP1 or AP2 transcription
factors that could modify Wnt)a transcription. As Wntda can also
activate gene transcription via AP1, SCC tumour development
might be associated with an auto-regulatory loop of Wntda.
According to the literature, Wntba dependent E-cadherin down-
regulation, however, is independent of the canonical Wnt pathway
in melanoma type skin cancer and favours the PKC dependent up-
regulation of a transcriptional repressor, Snail [30]. Addition to
modification of cadherin expression, both Wntba and Wntll
adjusted B-catenin localization, redirecting B-catenin from cellular
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adhesion foci to the nucleus. The fact that Wntll can loosen
cellular adhesion is not a novel concept. Previous studies have
found that Wntll can promote ubiquitination and therefore
degradation of the focal adhesion protein paxillin supporting
turnover of focal adhesions which process is required for cell
migration [31].

As an additional factor, a general down-regulation of canonical
Wnt signalling was also detected in SCC. To investigate the
potential significance of canonical Wnt pathway suppression, B-
catenin was chemically inhibited in cell lines and in primary
pulmonary epithelial cells, then Wnt5a and Wntl1, E-and N-
cadherin expression was studied. While Wntl1 and Wnt5a levels
were slightly suppressed upon B-catenin inhibition, E-cadherin was
up- and N-cadherin was down-regulated. While the outcomes of
the above experiments are in agreement with previous description
of non-canonical Wnt signalling regulation, it doesn’t provide
explanation for our results of primary tissues where up-regulation
of non-canonical Wnts with parallel down-regulation of the
canonical Wnt pathway was detected. Although further studies
are essential, our observations in primary tumours are not unique
in lung SCC, as a similar molecular pattern was detected in non-
melanoma type, squamous cell skin cancer [32] also.

While the main molecular trends in AC and especially in SCC
development are apparent, gene expression changes that are
currently unexplained might hold the key to effective therapeutic
design. Unfortunately, detailed analysis of all identified molecular
alterations has gone way beyond the scope of the present study one
can still hypothesise about important future directions of the
investigation. In contrast to SCC for example, development of AC
is orchestrated by de-regulation of canonical Wnt pathway
suppressors and up-regulation of Wnt7b, a lung epithelium-linked
Wnt [33,34]. It has also been determined that Wnt7b promoter
activity 1s regulated by a homeo-domain transcription factor,
TTF1 (Thyroid Transcription Factor 1) [33], responsible for
alveolar epithelial development, indicating that mutation or
malfunction of TTF1 might be responsible for AC-type carcino-
genesis. Emphasizing the complex regulation of LC development,
increased mRNA expression of Fzd-3, a natural receptor for
Wntda [35] was also detected in AC-s, rather than in SCC
although the significance of this finding is unclear. Meanwhile,
Fzd-10, a receptor for Wnt7a [36-38] as well as Wnt7b [38]
showed an increase in SCC. Whether Fzd-10 up-regulation is
a sign of compensatory attempt for inhibited canonical Wnt
signalling is awaiting further experimentation. Additionally, high
levels of Wnt6 were also detected in SCC samples. Based on
studies in human gastric cancer (GC) cells, WNT6 was able to
increase resistance to apoptotic cell death induced by chemother-
apeutic agents and enhance resistance of GC cells to anthracycline
drugs [39]. Whether Wnt6 is involved in regulation of drug
resistance in LC remains to be seen. Based on the summary of
present findings one potential target in lung SCC therapy could
mvolve APl induced gene transcription using the dominant
negative c-jun as transcriptional repressor as in the transgenic
TAM67 (dominant-negative c-Jun) mouse model both skin [40]
and lung cancer tumour progression was successfully inhibited as
a result of interference with Wntda signalling [41].

In summary (Figure 5) we theorize that cigarette smoke triggers
up-regulation of Wntda that initiates proliferation and aids
suppression of canonical Wnt signalling that leads to decreased
participation of B-catenin in cellular adhesion. Increased Wntl 1
ratio decreases cellular adhesion even further by suppressing E-
cadherin expression, by reducing B-catenin molecules in anchor-
age function and by inducing degradation of the focal adhesion
protein paxillin.
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Although further studies are clearly required, by highlighting
the overlapping function of molecular pathways of LC-s, our work
has provided additional facts to aid better understanding of the
molecular background of NSCLC sub-types which might help
development of curative therapies in the future.

Supporting Information

Figure S1 Wntll overexpression and suppression in
A549 cells. A549 pulmonary adenocarcinoma cells were
transfected with a lentiviral bicistonic construct encoding full-
lenght Wntl1-IRES-GFP. Control A549 cells were transfected
with GFP only. A: Quantitative RT-PCR measurement of Wntl1
mRNA levels in A549 and Wntl1-A549 cells. B: Detection of
Wntl 1 protein by Western blotting. A549 cells were lysed in SDS
sample buffer containing 10% 2-ME and heated for 5 minutes at
95C. Then SDS-PAGE was performed and proteins were blotted
onto nitrocellulose membrane. Membrane was blocked in TBS
containing 2% BSA and 0.1% Tween 20. Rabbit anti-Wntl1 pAb
(Abcam) and mouse anti-B-actin mAb (Sigma) primary antibodies
were used. HRP labelled antibodies specific for rabbit and mouse
IgG, respectively, were used as secondary reagents. Blots were
visualized using the chemiluminescent Supersignal Kit (Pierce). G:
transfection efficiency of cy3 labelled siRNA-s was monitored
using fluorescence microscopy. D: Quantitative RT-PCR mea-
surement of Wntll mRNA levels in control and siWntl1-A549
cells.

(TIF)

Figure S2 Expression profile of various epithelial
markers in SAECs. mRNA levels of SAEC were measured
with qRT-PCR for the following types of epithelial markers of
commercially obtained SAEC: AQP3: Aquaporin 3 (NM_004925,
AGCCCCTTCAGGATTTCCA-GACC-
CAAATTCCGGTTCCA, 86 bp); AQP4: Aquaporin 4
(NM_004028, GCGAGGACAGCTCCTATGAT-
ACTGGTGCCAGCATGAATC, 110 bp); AQP5: Aquaporin 5
(NM_001651.2, CCCTGCGGTGGTCATGA-ATGGGCCC-
TACCCAGAAAAC, 60 bp); MUC-1: Mucin 1, cell surface
associated (NM_001204286.1,
CTCATTGCCTTGGCTGTCTGT-GATGTC-
CAGCTGCCCGTAGT, 57 bp); FOX]J1: Forkhead box protein

J1 (NM_001454, CGAGGCACTTTGATGAAGC-
CAACTTCTGCTACTTCCGCC, 110 bp); CC10: Clara cell
10 (NM_003357 .4, CGAGGCACTTTGATGAAGC-

CAACTTCTGCTACTTCCGCC, 135 bp). Relative B-actin
was used as the normalizer gene (SD from duplicate readings).
The results indicated a mixed phenotype of SAECs. The present
figure is a representative of three separate tests.

(TIF)

Figure S3 rWnt treatment of A549 and H157 cell lines.
A: rWntda treatment of the A549 AC cell line. Note the decreased
expression of E-cadherin and the slight increase in N-cadherin
expression. B: rtWntl1 treatment of the H157 SCC cell line. Note
the lack of E-cadherin and increased N-cadherin expression. C:
rWntda treatment of the H157 SCC cell line. Note the lack of E-
cadherin and increased N-cadherin expression.

(TIF)

Table S1 Comparative analysis of primary lung adenocarcino-
ma (AC) samples to their tissue autologous controls.

(DOCX)

Table S2 Comparative analysis of primary lung squamous cell
carcinoma (SCC) samples to their tissue autologous controls.

(DOCX)
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Table 83 Comparative analysis of primary lung squamous cell
carcinoma to adenocarcinoma samples.

(DOCX)

References

1.

2.

20.

21.

Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P (2005) Global cancer statistics, 2002
Cancer J Clin 55: 74-108.

Pongracz JE, Stockley RA (2006) Wnt signaling in lung development and
diseases. Respiratory Res 7: 15.

. Calvo R, West J, Franklin W, Erickson P, Bemis L, et al. (2000) Altered HOX

and WNT7A expression in human lung cancer. Proc Natl Acad Sci USA 97:
12776-12781.

. He B, You L, Uematsu K, Xu Z, Lee AY, et al. (2004) A monoclonal antibody

against Wnt-1 induces apoptosis in human cancer cells. Neoplasia 6: 7-14.

. You L, He B, Xu Z, Uematsu K, Mazieres J, et al. (2004) Inhibition of Wnt-2-

mediated signaling induces programmed cell death in non-small-cell lung cancer

cell. Oncogene 23: 6170-6174.

. Winn RA, Marek L, Han SY, Rodriguez K, Rodriguez N, et al. (2005)

Restoration of Wnt-7a expression reverses non-small cell lung cancer cellular

transformation through frizzled-9-mediated growth inhibition and promotion of

cell differentiation. J Biol Chem 280: 19625-19634.

. Uematsu K, He B, You L, Xu Z, McCormick F, et al. (2003) Activation of the

Wnt pathway in non small cell lung cancer: evidence of dishevelled
overexpression. Oncogene 22: 7218-7221.

. Nozaki I, Tsuji T, Iijima O, Ohmura Y, Andou A, et al. (2001) Reduced

expression of REIC/DKk-3 gene in non-small cell lung cancer. Int J Oncol 19:
117-121.

. Wissmann C, Wild PJ, Kaiser S, Roepcke S, Stochr R, et al. (2003) WIFI,

a component of the Wnt pathway, is down-regulated in prostate, breast, lung,

and bladder cancer. J Pathol 201: 204-212.

. Mazieres J, He B, You L, Xu Z, Lee AY, et al. (2004) Wnt inhibitory factor-1 is

silenced by promoter hypermethylation in human lung cancer. Cancer Res 64:
4717-4720.

. Lee AY, He B, You L, Dadfarmay S, Xu Z, et al. (2004) Expression of the

secreted frizzled-related protein gene family is downregulated in human
mesothelioma. Oncogene 23: 6672-6676.

. Taki M, Kamata N, Yokoyama K, Fujimoto R, Tsutsumi S, et al. (2003) Down-

regulation of Wnt-4 and up-regulation of Wnt-5a expression by epithelial-
mesenchymal transition in human squamous carcinoma cells. Cancer Sci 94:

593-597.

. Brabletz T, Hlubek F, Spaderna S, Schmalhofer O, Hiendlmeyer E, et al. (2005)

Invasion and metastasis in colorectal cancer: epithelial-mesenchymal transition,
mesenchymal-epithelial transition, stem cells and beta-catenin. Cells Tissues
Organs 179: 56-65.

Sunaga N, Kohno T, Kolligs FT, Fearon ER, Saito R, et al. (2001) Constitutive
activation of the Wnt signaling pathway by CTNNBI (beta-catenin) mutations in
a subset of human lung adenocarcinoma. Genes Chromosomes Cancer 30: 316

321.

. Ueda M, Gemmill RM, West J, Winn R, Sugita M, et al. (2001) Mutations of the

beta- and gamma-catenin genes are uncommon in human lung, breast, kidney,
cervical and ovarian carcinomas. Br J Cancer 85: 64—68.

. Blanco D, Vicent S, Elizegi E, Pino I, Fraga MF, et al. (2004) Altered expression

of adhesion molecules and epithelial-mesenchymal transition in silica-induced
rat lung carcinogenesis. Lab Invest 84: 999-1012.

. Akiri G, Cherian MM, Vijayakumar S, Liu G, Bafico A, et al. (2009) Wnt

pathway aberrations including autocrine Wnt activation occur at high frequency
in human non-small-cell lung carcinoma. Oncogene 28: 2163-2172.

. Hu Y, Galkin AV, Wu C, Reddy V, Su AI (2011) CAFET algorithm reveals

Wnt/PCP signature in lung squamous cell carcinoma. PLoS One 6: ¢25807.

. Lockwood WW, Chari R, Coe BP, Thu KL, Garnis C, et al. (2010) Integrative

genomic analyses identify BRF2 as a novel lineage-specific oncogene in lung
squamous cell carcinoma. PLoS Med 7: ¢1000315.

Bovia F, Salmon P, Matthes T, Kvell K, Nguyen TH, et al. (2003) Efficient
transduction of primary human B lymphocytes and nondividing myeloma B cells
with HIV-1-derived lentiviral vectors. Blood 101: 1727-1733.

Brambilla E, Travis WD, Colby TV, Corrin B, Shimosato Y (2001) The new
World Health Organization classification of lung tumours. Eur Respir J 18:
1059-1068.

PLOS ONE | www.plosone.org

10

Whnt Signalling in Squamous Cell Lung Carcinoma

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: JEP DB DRT. Performed the
experiments: DB VC AW EK SB TK MA VKS JR KK L] MN TFM TL.
Analyzed the data: DB VC TL TFM MN DRT JEP. Contributed
reagents/materials/analysis tools: JEP DRT TFM MN. Wrote the paper:
DB VC JEP.

22.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

36.

37.

38.

40.

41.

Brandon C, Eisenberg LM, Eisenberg CA (2000) WNTsignaling modulates the
diversification of hematopoietic cells. Blood 96: 4132—4141.

. Medrek C, Landberg G, Andersson T, Leandersson K (2009) Wnt-5a-

CKI{alpha} signaling promotes {beta}-catenin/E-cadherin complex formation
and intercellular adhesion in human breast epithelial cells. J Biol Chem 284:

10968-10979.

. Arnsdorf EJ, Tummala P, Jacobs CR (2009) Non-canonical Wnt signaling and

N-cadherin related beta-catenin signaling play a role in mechanically induced
osteogenic cell fate. PloS One 4: ¢5388.

5. Danielson KG, Cohen IR, Huebner K, Nicholls JM, Iozzo RV (1995)

Characterization of the complete genomic structure of the human WNT-5A
gene, functional analysis of its promoter, chromosomal mapping, and expression
in early human embryogenesis. ] Biol Chem 270: 31225-31234.

. Nguyen DX, Chiang AC, Zhang XH-F, Kim JY, Kris MG, et al. (2009) WNT/

TCF signaling through LEFland HOXB9 mediates lung adenocarcinoma
metastasis. Cell 138: 1-12.

. Vuga L], Ben-Yehudah A, Kovkarova-Naumovski E, Oriss T, Gibson KF, et al.

(2009) WNT5A is a regulator of fibroblast proliferation and resistance to
apoptosis. Am J Respir Cell Mol Biol 41: 583-589.

Hussain M, Rao M, Humphries AE, Hong JA, Liu F, et al. (2009) Tobacco
Smoke Induces Polycomb-Mediated Repression of Dickkopf-1 in Lung Cancer
Cells. Cancer Res 69: 3570.

Kim GH, Her JH, Han JK (2008) Ryk cooperates with Frizzled 7 to promote
Wntl I-mediated endocytosis and is essential for Xenopus laevis convergent
extension movements. J Cell Biol 182: 1073-1082.

Dissanayake SK, Wade M, Johnson CE, O’Connell MP, Leotlela PD, et al.
(2007) The Wnt5A/protein kinase C pathway mediates motility in melanoma
cells via the inhibition of metastasis suppressors and initiation of an epithelial to
mesenchymal transition. ] Biol Chem 282: 17259-17271.

Tioka H, Iemura S, Natsume T, Kinoshita N (2007) Wnt signalling regulates
paxillin ubiquitination essential for mesodermal cell motility. Nat Cell Biol 9:
813-821.

Pourreyron C, Reilly L, Proby C, Panteleyev A, Fleming C, et al. (2012) Wntba
is strongly expressed at the leading edge in non-melanoma skin cancer, forming
active gradients, while canonical Wnt signalling is repressed. PLoS One 7:
e31827.

Weidenfeld J, Shu W, Zhang I, Millar SE, Morrisey EE (2002) The Wnt7b
promoter is regulated by TTF-1, GATA6, and Foxa2 in lung epithelium. J Biol
Chem 277: 21061-21070.

Shu W, Jiang YQ, Lu MM, Morrisey EE (2002) Wnt7b regulates mesenchymal
proliferation and vascular development in the lung. Development 129: 4831
4842.

. Kawasaki A, Torii K, Yamashita Y, Nishizawa K, Kanckura K, et al. (2007)

Wntba promotes adhesion of human dermal fibroblasts by triggering
a phosphatidylinositol-3 kinase/Akt signal. Cell Signal 19: 2498-2506.
Carmon KS, Loose DS (2008) Secreted frizzled-related protein 4 regulates two
Wnt7a signaling pathways and inhibits proliferation in endometrial cancer cells.
Mol Cancer Res 6: 1017-1028.

Kawakami Y, Wada N, Nishimatsu S, Nohno T (2000) Involvement of frizzled-
10 in Wnt-7a signaling during chick limb development. Dev Growth Differ 42:
561-569.

Wang Z, Shu W, Lu MM, Morrisey EE (2005) Wnt7b activates canonical
signaling in epithelial and vascular smooth muscle cells through interactions with

Fzdl, Fzd10, and LRP5. Mol Cell Biol 25: 5022-5030.

. Yuan G, Regel I, Lian F, Friedrich T, Hitkova I, et al. (2013) WN'T6 is a novel

target gene of caveolin-1 promoting chemoresistance to epirubicin in human
gastric cancer cells. Oncogene 32: 375-387.

Kang MI, Baker AR, Dextras CR, Cabarcas SM, Young MR, et al. (2012)
Targeting of Noncanonical Wntba Signaling by AP-1 Blocker Dominant-
Negative Jun When It Inhibits Skin Carcinogenesis. Genes Cancer 3: 37-50.
Tichelaar JW, Yan Y, Tan Q, Wang Y, Estensen RD, et al. (2010) A dominant-
negative c-jun mutant inhibits lung carcinogenesis in mice. Cancer Prev Res 3:

1148-1156.

March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e57393



	Rövidítések jegyzéke
	1.  Bevezetés
	1.1 Nem kissejtes tüdőkarcinóma
	1.2 Vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF)
	1.3 Peroxiszóma proliferátor aktivált receptor (PPAR)

	1.1
	1.2
	1.3
	1.3.1 PPAR-ok szerepe a terápiában és a tumorképződésben
	1.3.2 PPAR-ok és angiogenezis
	1.4 Wnt jelávitel

	1.4
	1.4.1 Kanonikus én nem-kanonikus jelátvitel
	1.4.2 Wnt5a szerepe az angiogenezisben

	2.  Célkitűzések
	3.  Anyagok és módszerek
	1
	2
	3
	3.1 Etikai engedély
	3.2 Primer sejtek és sejtvonalak
	3.3 Kísérleti állatok
	3.4 3 dimenziós (3D) tüdőmodell [51](Szabadalom: P0900819)
	3.5 VEGF-A rekombináns lentivirális konstrukció létrehozása és hF11 sejtvonal transzfektálása
	3.6 Rekombináns fehérjék és egyéb kezeléshez használt anyagok
	3.7 RNS izolálás, cDNS készítés
	3.8 Valós idejű kvantitatív PCR (qPCR)
	3.9 Taqman array plate
	3.10 TaqMan microRNA assay
	3.11 Beágyazás és metszetkészítés
	3.12 Immunfluoreszcens festés
	3.13 Hematoxilin-eozin festés
	3.14 PPRE riporter assay
	3.15 PPARgamma agonista és antagonista kezelés
	3.16 HMVEC-L migrációs kísérlet
	3.17 Áramlási citometriás mérés
	3.18 Statisztikai analízis

	4.  Eredmények
	4
	4.1 VEGF-A expresszió az öregedő tüdőben
	4.2 PPARgamma és VEGF-A génexpresszió humán AC és SCC mintákból
	4.3  Wnt jelátviteli molekulák a primer nem kissejtes tüdőkarcinómákban
	4.4  A kanonikus Wnt jelátviteli útvonal szerepe a PPARgamma aktivációjában
	4.5 In vitro 3D tüdőmodell
	4.6 mikroRNS-ek szerepe az angiogenezisben
	4.7 A Wnt5a hatása az endotélsejtek proliferációjára
	4.8 Wnt5a és kadherinek
	4.9  A Wnt5a szerepe a sejtmigrációban

	5.  Összefoglalás
	6.  Új eredmények, következtetések
	7.  Referenciák
	8.  Az értekezés alapjául szolgáló közlemények
	9. Kongresszusi előadások jegyzéke
	10.  Köszönetnyilvánítás
	11.  Mellékletek
	Abstract
	Background
	Methods
	Results
	Conclusion

	Background
	Methods
	Ethical statement
	Animals
	Cell lines and primary cells
	Cell cultures
	Materials
	Three dimensional lung tissues [44]
	Recombinant Lenti (L) viral constructs and hF11 transfection of VEGF-A-GFP construct
	Flow cytometry
	3D sprouting
	PPRE reporter assay
	PPARgamma agonist and antagonist treatment
	HMVEC-L transwell migration assay
	RNA isolation
	Real-time quantitative PCR
	TaqMan microRNA assay
	Sections
	Hematoxylin eosin staining
	Antibodies, fluorescent and immunohistochemical staining
	Statistical analysis

	Results
	PPARgamma regulates VEGF-A expression
	Wnt5a induces miR-27b a regulator of both PPARgamma expression and blood vessel branching
	Wnt5 regulates VEGF-A induced endothelial cell motility

	Discussion
	Conclusion
	Additional files
	Acknowledgments
	Funding
	Availability of data and materials
	Authors’ contributions
	Competing interests
	Consent for publication
	Ethics approval and consent to participate
	Author details
	References

