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1 Roviditések jegyzéke

2D: kétdimenzids

3D: haromdimenzios

7-AAD: 7-aminoactinomycin D

ABCA1: ATP binding cassette subfamily A member 1

ABCBI1: ATP binding cassette subfamily B member 1

ABCC1: ATP binding cassette subfamily C member 1

ABCG2: ATP binding cassette subfamily G member 2

AC: adenocarcinoma (adenokarcindma)

ALK: anaplastic lymphoma kinase (anaplasztikus limféma kinaz)

ATP7A: ATPase 7A

APC: adenomatous polyposis coli

BRAF: rapidly accelerated fibrosarcoma kinase member B

CBA: cytometric bead array (citometrids gyongy essz¢)

¢DNS: complementary deoxyribonucleic acid (komplementer dezoxiribonukleinsav)
CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (citotoxikus T-limfocita antigén 4)
CTR1: copper transporter]1 (réz transzporter 1)

DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO: dimethyl sulfoxide (dimetil-szulfoxid)

EGFR: epidermal growth factor receptor (epidermalis ndvekedési faktor receptor)

EGFR TKI: Epidermal growth factor tyrosine kinase inhibitor (epidermalis novekedési
faktor receptor tirozin kinaz gatlo)

EML-4: echinoderm microtubule-associated protein-like 4

EMT: epithelial-mesenchymal transition (epithelidlis-mesenchymalis tranzicid)
FACS: fluorescence-activated cell sorting (fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas)
FBS: fetal bovine serum (borju szérum)

FDA: Food and Drug Administration (Elelmiszer- és Gyogyszerellenérzé Hatosag)
FGM-2: fibroblast growth medium-2 (fibroblaszt novekedési médium 2)

FZD: frizzled

GFP: green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens fehérje)

GSK-3p: glycogen synthase kinase 3 beta (glikogén szintetaz kinaz 3 béta)

GTP: guanosine triphosphate (guanozin-trifoszfat)



HER/ErbB: human epidermal growth factor receptor (human epidermialis novekedési faktor
receptor)

TIARC: International Agency for Research on Cancer

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

KRAS: kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LC: lung cancer (tiidérak)

LCC: large cell carcinoma (nagysejtes karcinoma)

LRP5/6: low-density lipoprotein receptor—related protein5/6

MAF: multidrug resistance activity factor (multidrog rezisztencia aktivitas faktor)
MDR: multidrug resistance (multidrog rezisztenica)

MFI: mean fluorescence intensity (atlagos fluoreszcencia intenzitas)
MAPK: mitogen-activated protein kinase (mitogén aktivalt protein kinaz)

NFxkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (nuklearis factor kappa
B)

NHLF: normal human lung fibroblasts (normal humaén tiidé fibroblaszt)
NSCLC: non-small cell lung cancer (nem kissejtes tiidorak)

OCT2: organic cationic tranporter 2 (organikus kation szallité 2)

PBS: phosphate buffered saline (foszfat puffer)

PCP: planar cell polarity (polaris sejt polaritas)

PD-1: programmed cell death-protein 1 (programozott sejthalal fehérje 1)
PD-L1: programmed cell death-ligand 1 (programozott sejthalal fehérje ligand 1)
PE: phycoerythrin (fikoeritrin)

PFS: progression-free survival (progressziomentes til¢lés)

PKC: protein kinase C (protein kindz C)

PPARYy: peroxisome proliferator-activated receptor gamma (peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor gamma)

qPCR: quantitative polymerase chain reaction (kvantitativ polimeraz lancreakcio)

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (Roswell Park Memorial
Institute 1640 médium)

S100A: S100 calcium binding protein A (S100 kalcium-kotd fehérje A)
SAEC: small airway epithelial cells (kisléguti epithél sejtek)

SAGM: small airway epithelial cell growth medium (kisléguti epithél sejt novekedési
médium)


https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwih7aX6iuDRAhXqHpoKHQC7AfwQFgg2MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.researchgate.net%2Fpost%2Fmean_fluorescence_intensity&usg=AFQjCNER2XzLBY-l9NDaMgry7FcnB8wboQ&bvm=bv.145063293,d.bGs

SCC: squamous cell carcinoma (laphdmkarcinoéma)

SCLC: small cell lung cancer (kissejtes tiidorak)

TGF-B: tumor growth factor B (tumor névekedési faktor béta)

TNF-a: tumour necrosis factor alpha (tumor nekrdzis faktor alfa)

VEGF-A: vascular endothelial growth factor A (vaszkularis endotelialis novekedési faktor A)

VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor A (vaszkularis endotelialis novekedési
faktor receptor)

WHO: World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)



2 Bevezetés

2.1 A tiidodaganatok kialakulasa

A tiidédaganatok a 1égzd feliilet epithélidlis sejtrétegébdl kialakuld rosszindulata
megbetegedések (1). A primer tiidddaganatok leggyakrabban a féhorgdket (centralis tumor),
valamint a horgdceskéket, illetve a tlidohodlyagocskakat boritdé hamrétegbdl indulnak ki
(periférialis tumor) (2). Hisztologiai osztalyozas alapjan két f6 csoportot kiillonbdztetiink meg,
a nem kissejtes (NSCLC) és kissejtes (SCLC) daganatok csoportjat. Az SCLC a tiidédaganatos
esetek 10-15%-at képezi, amely rendkiviil aggressziv sejttipusu daganat és szinte kizarolag csak
dohanyzok korében fordul eld (3). Az esetek dontd tobbségét (80-85%) azonban az NSCLC
csoportjaba tartozd daganatok teszik ki (4).

Az NSCLC-nek tovabbi harom altipusa van, az adenokarcinoma (AC), a squamozus-

(SCC) és a nagysejtes tiidokarcinoma (LCC).

Az NSCLC tulnyomo tobbségét az adenokarcindma (AC) szdvettani altipus teszi ki. Az
AC gyakorisaga folyamatosan novekedett az elmult években, €s jelenleg ez a leggyakrabban
el6forduldé NSCLC, kiilondsen ndk ¢és nem dohanyzok esetében. Heterogén megjelenési,
szamos szovettani altipusa ismert, mint pl.: acinaris, papillaris, mucint termel6 szolid forma.
Tobbségében periféridlis elhelyezkedésii és kordn képez attétet. A squamozus sejtes karcindma
(SCC) avagy laphamkarcindma kialakulasa szorosan 0sszefiigg a dohdnyzassal és tobbségében
centralis elhelyezkedést mutat. Az NSCLC harmadik és egyben legritkdbb el6forduldsu altipusa
a nagysejtes tiildorak (LCC), amely jellemzden alacsony differencialtsagu sejtekbdl allo gyors
novekedésli, aggressziv daganat (5). A tiidokarcinomak jellemzden a csontban, az agyban, a
majban ¢és a mellékvesékben képeznek attétet. Az elmult években az agyi metasztazisok egyre
gyakrabban fordulnak el6 EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) vagy ALK
(anaplasztikus limfoma kindz) mutacioval rendelkezé adenokarcindmas betegek korében, mig

a laphamkarcindma szdmos esetében lokalis kiterjedtség figyelhetd meg (6).

2.2 A tiidodaganatok stadiumai

Az TARC (International Agency for Research on Cancer) Globocan statisztikai rendszer 2012.
évi adatai alapjan a vildg vezetd megbetegedési és haldlozasi ardnyszamat a daganatos
megbetegedések okozzak, ebbdl is kiemelkedéen a tiidddaganatok. Sajnalatos tény, hogy
hazéank elsd helyen all ugy a tiidédaganat eléforduldsa, mint a haldlozas tekintetében mindkét
nemre Osszesitve (7). A hazai tiidérdk adatokbol jol latszik, hogy a tiidorakos megbetegedések

aranya folyamatos novekedést mutat a n6knél, valamint egyre gyakoribb a fiatal nok esetében.
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A felfedezett tiidoddaganatokat négy sulyossagi stddium alapjan osztalyozzak: 1. stidium esetén
a daganat csak a tiidé allomanyat érinti, tiidészdvet vagy pleura hatarolja, nyirokcsomodra nincs
atterjedés. II. stddium: a daganat beszlirddik a pleurdba, raterjed a fohorgére és a kozeli
nyirokcsomokra. III. stddium: a daganat lokalizacioja kiterjed a nyirokcsomokra, a
mellkasfalra, a rekeszizomra ¢és a szivburokra. A nyirokcsomok ¢érintettsége alapjan
megkiilonboztetiink Illa és IIb stadiumokat. Illa stddiumnal a daganat kialakulési helyéhez
kozeli nyirokcsomok érintettek, mig a I1Ib stadiumnal az attol tavolabbiak. A legdrasztikusabb
kimeneteli IV. stddium esetén a daganat mar mindkét tiidéfelet érinti és attétet képez a

tavolabbi szervekre is (8).

A magas haldlozasi rata egyik 6 oka az, hogy az Gjonnan felfedezett tiidérakos esetek
kozel 50%-at mar végstadiumban (IV. stadium) diagnosztizaljak (9) (1. abra). A késoi
felismerés kovetkeztében a tiidorakos betegek 5 éves talélése csak 10-15%-ra tehet6 (10).

0,
Post mortem 1% 1. A 9%

1. Ad4%

IV. 44%

I.B7%

7' . A13%

11l. B 13%

ul.A ml.B =mI.A II.LB mlll.LA =m|ll.B =mIV. mPost mortem

1. abra: A tiidorak stadiumai a betegség felfedezésekor (a Koranyi Bulletin, 2019
adatai alapjan).



2.3 A tiidodaganatok mutacios hattere

Az elmult évtizedekben a molekuldris diagnosztikai modszerek fejlédésének
kdszonhetden az NSCLC alcsoportjai molekuléris szinten is tovabb osztalyozhatoak az aktivald
(,,driver”’) mutaciok azonositasa révén. Az eddigi hisztologiai besorolas mellett teret hodité uj,
molekuléris klasszifikacid a terapiavalasztas tekintetében is valtozast hozott (11). A
hagyomanyos kezelési eljarasok mellett 0j lehetdséget biztosit a molekularis célzott terapiak
alkalmazésa a tiidordk kezelésében (2. abra). A tumorsejtekre jellemz6 korlatlan osztodasi
képesség folyamatosan stimulalt proliferacios és tulélést tamogat6 jelatviteli mechanizmusok
révén valosul meg, amelyet a sejtfelszini receptorokhoz kétddé novekedési faktorok, valamint
a jelatvitelért felelds intracellularis tirozin-kindz doménekben fellépd aktivald mutéciok

idéznek elo (12).

H:N,  clI o N\W
Pt O\/\ ~N
7N\ g O _

2. abra: A ciszplatin és az erlotinib kémiai szerkezete.

2.3.1 KRAS mutacio

A KRAS (kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) a RAS proto-onkogén csaladba tartozik,
amely egy kisméretl GTPaz (guanozin-trifoszfataz) fehérjét kodol (13). Szdmos guanin-kotd
fehérjéhez hasonloan GDP-kotd (guanozin-difoszfat) inaktiv és GTP-kotd aktiv alakban
léteznek (14). A Ras-fehérjek aktivaciojat a novekedési faktorok receptoraikhoz valo kotddése
idézi el6. A RAS-GTP komplex szdmos downstream jelatviteli ttvonalat aktival, mint példaul
a Raf-MEK-Erk, PI3K-Akt-mTOR, RalGDS-RalA/B és a TIAM1-RACI1 utvonalakat (15).
KRAS onkogén mutacié leggyakrabban a tiidé adenokarcindmara jellemz6 (30%), a
planocellularis szovettani alcsoportban ritkdbb eldfordulast mutat (5%). Kaukazusi
betegpopulacidoban €s dohanyosok korében elterjedtebb (16). A KRAS gén mutécidja esetén

nem alkalmazhat6 az EGFR-ellenes terapia, mivel ezen muticiok az EGFR downstream



utvonalainak folyamatos aktivalashoz vezetnek, igy a KRAS onkogén mutacié az EGFR TKI
terapiara negativ prediktiv értékkel bir (17). NSCLC-ben a legtobb KRAS génmutacid egyetlen
aminosavcserével jar a 12-es kodonban (80%), kisebb mértékben a 13-as és 61-es kodonokban

(18).

2.3.2 EGFR mutécid

A tiidoérak kezelésében a citotoxikus terapia mellett igéretes célpontta valt az EGFR
medialta jelatviteli utvonal, amely a tiidOkarconigenezis folyamataban is szerepet jatszik. Az
EGFR a HER/ErbB sejtfelszini receptor tirozin-kindzok csalddjaba tartozik (19), amely egy
extracellularis ligand-k6td helybdl, egy transzmembran régiobdl és egy intracellularis
komponensbdl all, amely a tirozin-kindz domént tartalmazza (20). A ligand kapcsolddasa a
receptor homo-, vagy heterodimerizacidjdhoz vezet, amelynek kovetkezményében az
intracellularis tirozin-kindz domén autofoszforilalédik. Ez a folyamat szamos jelatviteli
utvonalat aktival, tobbek kozott a PI3K/AKT/mTOR, a RAS/RAF/MAPK és a JAK/STAT
utvonalakat, amelyek sejtosztodast, attétképzdodést, és sejttulélést indukalnak. Az EGFR
aktivald mutécioja a tirozin-kindz domén folyamatos aktivalasat eredményezi, amely serkenti
a tumorsejtek kontrollaltalan osztodasat és a tumor progresszidjat. Az EGFR gatlasara kis
molekulaju tirozin-kindz gatlok (erlotinib, gefitinib), valamint a receptor extracellularis
doménjét gatlo monoklondlis antitestek (cetuximab) allnak rendelkezésre (21). Az epithelidlis
eredetli daganatok koziil a nem kissejtes tiidddaganatokban az epidermidlis novekedési faktor
receptor overexpresszid gyakorisdga 40-80% (22). A szovettani altipusok koziil az EGFR
mutacioja leggyakrabban a tiid0 adenokarcindma altipusra jellemzd, valamint ndéknél,
nemdohanyz6 egyedekben és az azsiai populacioban (23). NSCLC-ben az EGFR mutécidk a
tirozin-kindz domén els6 négy exonjan (exon 18-21) fordulnak eld, leggyakrabban a 19-es exon
Ritkabb eléfordulast mutatnak a 20. exonon bekovetkezd frame duplikéciok és inszerciok (5-
10%). A masodlagos mutéci6 kialakulasaért két gyakori mutacio felelds: a 20-as exon T790M
mutécidja és a MET amplifikécio, elobbi az EGFR TKI kezelésre adott rezisztenciaval hozhatd

Osszefliggésbe (24).
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2.3.3 ALK génatrendezddés

2007-ben 1) fizids onkogén azonositasa keriilt napvildgra nem kissejtes tiidékarcindmas
betegek esetében (25). Az érintettek 2-7 %-ban a 2-es kromoszoma révid karjan torténd inverzid
az ALK génnek az EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-like 4) génnel valo
doménjét tartalmazza, amelyhez a fuzids partner kapcsolddasa ligand-fiiggetlen dimerizécidhoz
vezet. Ennek eredményeképpen az ALK tirozin-kindz domén aktivva valik, igy az onkogén
fehérje olyan jelatviteli ttvonalak aktivalasdhoz vezet (PI3K-AKT, MAPK-ERK), amelyek a
tiidékarcinogenezis folyamatdban is részt vesznek. Az NSCLC-n beliil is az adenokarcindéma
szovettani forméjaban fordul el leggyakrabban, nem dohanyz6 vagy konnyti dohanyos fiatal
betegekben. Az ALK atrendezddés, az EGFR és a KRAS mutéaciok ritkdn mutathatok ki

egylittesen, altalaban kolcsondsen kizarjak egymast (26).

2.3.4 B-Raf mutacio

Noha a KRAS mutaciok évtizedek 6ta ismeretesek voltak a human daganatok kapcsan, a
fedezték fel. A BRAF gén egy olyan szerin-treonin kinazt kodol, amely a RAS fehérjén
keresztiil a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) jelatviteli utvonal aktivaciojat valtja ki (27).
A BRAF mutacidk tobbsége a 15. exonon talalhat6, amelyek a 600-as kodonnal (V600OE) a
glutamin valinra torténd cseréjét eredményezik. A BRAF génjében bekdvetkezd mutacio
ligand-kotés hidnyaban is a MAPK jelatviteli Gtvonal folyamatos aktivitdsat eredményezi,
amely a tumorsejtek megndvekedett taléléséhez és fokozott osztodasdhoz vezet (28). Klinikai
vizsgalatok eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy az EGFR, KRAS és BRAF
onkogének szomatikus mutacidi kolcsonosen kizarjadk egymast (29), (30). Melanomaban
leggyakoribb az eléfordulasa (50-70%) (31), mig a tiidédaganatok 1-3%-ban van jelen (32),
tiidé adenokarcindmaban 2-4%-ban fordul eld, ahol az esetek kozel felében a gén V600E

mutacioja all fenn (33).
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2.4 A tiidodaganatok terapias lehetoségei
A tiidédaganatok kezelési lehetOségei napjainkra igen kiszélesedtek, ennek ellenére a
gyogyulasi és az életben maradasi esélyek nagyon csekélyek. A terapias eljarasok fliggenek a

betegség stadiumatol, a hisztoldgiai altipusatol, valamint a beteg fizikai allapotatol.

Kezdeti stadiumu (I-1I) és lokalisan eldrehaladott (IIIA) nem kissejtes tiidédaganatok
esetében a sebészi eltavolitas szolgal elsddleges kezelésként, amelynek eredményeit javitja a
kiegészitd kezelésként alkalmazott adjuvans ¢és neoadjuvans terapia. Habar a sebészi
beavatkozas a korai stadiummal diagnosztizalt betegeknek jo esélyt nyujt a gydgyulasra, sok
esetben azonban mégsem alkalmazhat6. Az eldrehaladott életkor, a rossz altalanos allapot vagy
sulyos kisérébetegségek esetén csak Ondllo sugdrkezelés javasolhatd, viszont csekélyebb
tulélési esélyt eredményez a sebészi eljarasokhoz képest. A végstadiumu (IV) betegek kezelési

lehetdségére a kemoterapia az egyetlen mod (34).

Az NSCLC els6 vonalbeli kemoterapias kezelési standardjat jelenleg is a platina alapu
kombinalt citotoxikus terapia nyujtja (35). A platina szdrmazékok koziil a ciszplatin (cisz-
diammin-dikloro-platina (II)) és a karboplatin terdpids alkalmazdsa a legelterjedtebb. A
ciszplatin citotoxikus hatasat elsddlegesen a DNS molekuldhoz ktddve fejti ki. A purin bazisok
N7 helyeihez torténd kotodés a DNS-lancok kozotti és beliili keresztkotések kialakulasat idézi
elo, amely gatolja a DNS replikaciot és transzkripciot. Ez a térszerkezetvaltozas végil a
sejtosztodas gatlasdhoz és apoptozishoz vezet (36). A ciszplatin felfedezése Michele Peyrone
nevéhez flizédik, aki 1844-ben els6ként szintetizalta a vegyliletet, bioldgiai hatasat késdbb
Barnett Rosenberg fedezte fel Escherichia coli-n végzett kisérletein 1965-ben (37).
Sejtosztodast gatld és tumor ellenes aktivitdsa hamar bebizonyosodott (38), igy az Amerikai
Elelmiszer- és Gyogyszerellenérzé Hatosag (U.S. Food and Drug Administration, FDA) mar
1978-ban engedélyezte rakellenes szerként torténd hasznalatat elsésorban here-, petefészek-, és
tiidérakok esetén (39). A Non-small Cell Lung Cancer Collaborative Group altal kiadott
tanulmany volt az els6, amelyben el6szor irtdk le, hogy a ciszplatin alapi kemoterapia
elérehaladott stadiumban 1évé NSCLC betegeknél a halélozési kockazatot 27%-kal csokkenti,
és szignifikans javulast mutat az egyéves tulélés, valamint a median talélés viszonylatdban a
tamogat6 ellatasban részesiild betegekhez képest (40).

A LACE (Lung Adjuvant Cisplatin Evaluation) metaanalizis szerint a Il-es és Ill-as
onkoldgiai stadiumban megoperalt NSCLC betegeknél a miitétet kovetd ciszplatin alapu

adjuvans terapia 5,3%-kal novelte az 6téves tulélést a kontroll csoporthoz képest (41).
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Terapias alkalmazasat azonban nagymértékben csokkentik citotoxikus mellékhatdsai, mint
példaul az oto-, neuro-, és nefrotoxicitas (42). A ciszplatin sejtekbe torténd bejutasa részben
passziv difftizioval valosul meg, de az elmult évek kutatdsai arra kovetkeztetnek, hogy ez a
folyamat aktiv transzport révén is megvalosulhat. Szamos membranfehérje kothetd a ciszplatin
plazmamembréanon, valamint a sejtbe vald transzportjdhoz, mint példdul a CTR1 (copper
transporter 1), a CTR2 (copper transporter 2), az OCT2 és OCT6 (organic cation transporter
2/6) transzporterek (43). A hatéanyag felvételét azonban elleniranyl membranfehérjék
akadalyozhatjak, amelyek elsédleges célja a citotoxikus szer kipumpalasa €s visszajuttatasa az
extracellularis térbe. A ciszplatin efflux folyamatdban ismert membranfehérjék kozé
sorolhatéak bizonyos ABC (ATP-binding cassette) tipusu fehérjék, az ABCG2 (ATP-binding
cassette sub-family G member 2), az ABCC2 és ABCC6, emellett az ATP7A és ATP7B
transzporterek (P-type copper-transporting ATPases) (44), (45). Ezen multidrog fehérjék
plazmamebranban zajld, aktiv, energiat igényld mitkddése a leggyakrabban eldfordul6 sejtes

rezisztencia mechanizmus, amely védelmet nyujt a tumorsejtek karosodasa ellen.
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2.4.1 Adenokarcinoma kezelése

A szamos szdvettani megjelenési forman talmenden ez az alcsoport genetikailag is igen
sokszinli. A génhibdk ¢és a hozzdjuk kapcsolodd jelatviteli utvonalak ismeretében az
adenokarcinoma altipus molekuléris szinten is tovabbosztalyozhat6. A mutacid analizis a
génhibdk gyakorisdganak sorrendjében: KRAS, EGFR, ALK, BRAF torténik (3. abra),

azonositasuk a célzott biologiai terapia alkalmazasanak alapjaul szolgal.

NSCLC
Adenokarcinéma

KRAS mutacio

PD-L1 festés ‘

EGFR mutacio
| ]
EGFR TKI

Erlotinib
+|

ALK TKI
Crizotinib

Gefitinib

e

PD-L1 festés

BRAF mutacié

ROS1 mutacié

3. abra: Az adenokarcinoma szévettani altipus mutdcio analizisének sorrendje.

2.4.1.1 KRAS mutacio kezelése

crer

¢s a gén mutacidja az NSCLC esetek 25-30%-ban eléfordul, a KRAS mutaciora jelenleg még
nincs célzott terapias kezelés (47). Eppen ezért szamos vizsgalat iranyul a KRAS mutacid
kezelési lehetdségeinek felderitésére. Az egyik lehetséges célpontnak a farneziltranszferaz

gatlasat tekintették, mivel a KRAS gén farnezildcidja sziikséges a sejtmembranhoz vald
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crer

hatékonysagot mutattak (48), addig a humén klinikai vizsgélatok sordn ez a hatds nem volt
megfigyelhetd (49). A jelatviteli utvonal KRAS alatti tagjainak, igy a BRAF, MEK-ERK,
PI3K-AKT gatlasara irdnyuld6 BATTLE-2 vizsgalat eredményei szintén alulmaradtak az
elvarttol (50). A KRAS fehérje direkt gatlasat sokaig nem tartottdk lehetségesnek, amelyet a
direkt mdédon tdmadhato kotéhelyek hianyanak tulajdonitottak (51), de az elmult évek soran
felfedezésre keriilt egy olyan alloszterikus kdtdhely, amely egy alloszterikus cisztein 12 (G12C)
mutaciospecifikus gatloszer kifejlesztését ¢és ezaltal a KRAS inaktiv formaban torténd
stabilizacigjat tette lehetéveé (52), (53). Ezen vegyliletek tovabbfejlesztése megteremtheti a
lehetdségét egy olyan hatdanyag eldallitasanak, amely a KRAS mutacidoban szenvedd betegek

kezelésére szolgalhat.

2.4.1.2 EGFR mutaci6 kezelése

Az EGFR mutécioval biro betegek elsdvonalbeli kezelésére az erlotinib szolgal a hazai
gyakorlatban. Az erlotinib egy sz4jon 4t adhatdé anilinokinazolinszarmazék, amely a tirozin-
kinaz kompetitiv gatlasa révén a sejtproliferacié gatlasahoz €és apoptozishoz vezet (54), (55).
Az erlotinib kezelés hatékonysaganak vizsgalatat korabbi sikertelen kemoterapids kezelés utan
a National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group BR.21 jelli nemzetkozi,
randomizalt, fazis Il vizsgalata igazolta, amely IIIB és IV. staddiumu betegek részvételével
tortént. Az erlotinibbel kezelt betegcsoport Gsszesitett valaszardnya szignifikdnsan nagyobb
volt a placebot kap6 betegcsoporthoz képest, novelve a talélési lehetdseéget kezdeti terapids
sikertelenség esetén (56). Az erlotinib kezelés hatékonysaganak vizsgéalatara platina alapu
kemoterapiads kezeléssel Osszevetve az OPTIMAL randomizalt, fazis III, nyilt vizsgalatban
keriilt sor, amelyben azsiai, EGFR aktivaldo mutaciot hordozo, IIIB és IV. stadiumi NSCLC-
ben szenvedd betegeket figyeltek meg, akik nem részesiiltek korabbi kezelésben. A
progressziomentes tilélés (PFS) tekintetében az erlotinib szignifikdnsan jobbnak bizonyult a
platina alapt kemoterapias kezeléssel szemben (57). Hasonl6 vizsgalat eurdpai etnikumban az
EURTAC nemzetkozi, prospektiv, multicentrikus, randomizalt, fazis III vizsgalat, amelyben az
erlotinib szignifikdnsan hosszabb PFS-t ¢és szignifikansan alacsonyabb progressziot
eredményezett a platina alapt kettds kemoterdpiaval szemben elsdvonalbeli kezelésben (58).
Az erlotinib hatasossagat elsévonalbeli kemoterdpiat kovetd fenntartd kezelésként nem

kissejtes tiidokarcinomaban a randomizalt, kettds-vak, placebos SATURN vizsgéalatban

15



értékelték. Bar az erlotinib az EGFR mutacioval rendelkezd betegcsoportban mutatott
rendkiviili hatékonysagot a PFS tekintetében, az EGFR-mutici6 negativ csoportban is

hatékonynak bizonyult (59).

2.4.1.3 ALK mutaci6 kezelése

Az ALK-pozitiv betegcsoport szamara mara mar szamos ALK-TKI alkalmazasa elérhetd
a klinikai gyakorlatban. A crizotinib volt az elsé molekularis célzott terapia, amelyet az FDA
2011-ben torzskdnyvezett kemoterdpia-rezisztens ALK-pozitiv NSCLC-ben szenvedd betegek
esetében (60). A crizotinib egy tobb tamadaspontl tirozin-kinaz inhibitor, amely az ALK
gatlasa mellett a MET és ROSI tirozin-kindzok gétlasara is képes. Klinikai fazis vizsgéalatok
eredményei 7-12 honap kozotti progresszid-mentes tilélést mutattak lokalisan elérehaladott
NSCLC-s betegcsoportban, de a tartds terapias valaszt kdvetden idovel gyogyszerrezisztencia
masodlagos mutécidja és a gén amplifikacidja all, de mas, az ALK-to] fliggetlen rezisztencia
mechanizmusokat is leirtak, amely alternativ jelatviteli utvonalak (EGFR, KIT)
aktivalodasahoz vezet (62). E rezisztencia mechanizmusok kivédésére szelektivebb és
hatasosabb ALK-TKI gatlokat fejlesztettek ki. A masodik generaciés ALK inhibitorok
(ceritinib, alectinib, brigatinib) torzskonyvezésével sikereket értek el a kezdeti crizotinib
kezelés ellenére progedialod, valamint a kezelésre nem reagdld betegcsoportokndl, mig a
harmadik generacios lorlatinib az eddigi ALK inhibitorokkal szemben fellépd, rezisztenciat

okozo6 mutéciok ellenére is hatasosnak bizonyult (63).

2.4.1.4 BRAF mutacio kezelése

crer

fejlesztését vonta maga utdn. A vemurafenib volt az els6 olyan BRAF gatloszer, amelyet
torzskonyveztek attétes BRAF VO60OE mutaciét mutaté melandma esetén. Ezt kdvetden 2013-
ban egy tjabb BRAF gatloszert, a dabrafenibet, valamint a MEK gétlasara szolgalo trametinib
hasznalatat torzskonyvezték a BRAF V600E muticiot hordoz6 melanéma kezelésére. A
melandma kezelésében elért sikerek reménykeltdek voltak a BRAF mutéciot hordoz6 NSCLC
esetén is. Eldrehaladott BRAF V600OE mutéacidra pozitiv metasztatikus NSCLC kezelésére a

dabrafenib trametinibbel valdo kombinacidja bizonyult a leghatékonyabbnak (64).
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2.4.2 Laphamsejtes tiidokarcinoma kezelése

Az adenokarcindma mellett a laphamsejtes karcinoma a leggyakoribb az NSCLC-ben, az
esetek 30%-at teszi ki (65). Az NSCLC kezelésében a célzott terapids szerek bevezetése
drasztikus valtozasokat eredményezett a tiidé adenokarcindmaban szenvedd, specifikus
mutacids hattérrel rendelkezd betegek esetében. E célzott szerek alkalmazéasa tobb esetben
kivalo hatékonysagot mutatott a kemoterdpiaval szemben. A laphdmsejtes karcinomak nem
mutatnak atfedést az adenokarcindmaban tapasztalt mutaciokkal (66), a genetikai eltérések
egyik csoportjat jellemzéen a membran receptorokat érintd elvaltozasok alkotjak: FGFRI
amplifikacio (22%), DDR2 mutacid (4%), MET amplifikacié (5%), MET mutacié (1%). A
masodik csoport a jelatviteli utvonalakban torténd valtozasokat dleli fel: PIK3CA amplifikécio
(33 %), PTEN mutécio (10%), LKB1 mutacid (5%), AKT1 mutacié (1%). Végiil a harmadik
csoportot a transzkripcids faktorokban megfigyelt eltérések alkotjak: TP53 (51 %), SOX2
(23%) (65). A hagyomanyos citotoxikus terapian tulmenden szamos vizsgalat igazolja az
immunterdpia egyre novekvd szerepét az SCC kezelésben. A PD-1 gatlé nivolumab
hatékonysagat igazolo klinikai vizsgalatok révén gyorsitott eljarasban térzskonyvezték a szert
elérehaladott SCC betegek esetében, akik a kordbbi platina alapt kezelést kovetden progressziv
allapotot mutattak. A betegség kezelésére egy madsik lehetdséget biztosit az angiogenezis
gatlasara szolgdld szerek alkalmazasa. Habar a VEGF-gatld bevacizumab hasznalata
semmiképpen nem javasolhato a betegség kezelésére, mivel az SCC-ban szenvedd betegeket
veszélyeztetheti a kezelés soran fellépd sulyos, egyes esetekben akar fatalis kimenetelii
tiidoévérzés (haemoptysis) (67), (68), a VEGFR2 gatldsat célz6 ramucirumab azonban
reménytkeltd lehet. A jovdbeli célpontok taborat az FGFR, IGF ¢és PI3K-AKT jelatviteli

utvonalak gétlasat szolgalo szerek képezik (69).

2.4.3 Nagysejtes tiidékarcindma kezelése

Az NSCLC esetek kisebb részét a nagysejtes tlidéddaganatok alcsoportjaba tartozo, rossz
differencialtsagu tiidokarcindémak alkotjak. Diagndzisa rendszerint kizarason alapul, mivel nem
mutatja sem a laphdmrak, sem az adenokarcindma, sem pedig a kissejtes tlidorak
jellegzetességeit (70). Rendszerint gyors iitem{i novekedést mutat, igy a betegek gyogyulasi
kilatasai sajnos csekélyek (71). A WHO (World Health Organization) szdvettani osztalyozasa
szerint 6t kiilon valtozata l1étezik, amelyek koziil a legfobb altipusok a nagysejtes neuroendokrin

karcinoma ¢és a basaloid karcindbma (72). Noha a molekularisan eltéré tulajdonsagok

17



megkiilonboztetik az LCC variansait az egyéb tiidorak altipusoktol, kezelése az NSCLC

kezelési iranyelve ala tartozik (73).

2.4.4 Immunterapia

A tiddrak kezelésében jelentOs sikert mutat szamos, negativ immunellenérzoépont ellen
iranyul6 antitest terapia, amelyek koziil a legigéretesebbnek az anti-PD-1, anti-PD-L1 ¢és anti-
CTLA-4 antitest terapia bizonyul. A PD-1 ttvonal mitkddését két specialis fehérje képezi: az
immunsejt felszinén kifejez6do, a programozott sejthalalban szerepet jatszo PD-1 (programme
cell death receptor-1) receptor és a tumorsejt felszinén kifejez6dé PD-L1 (programme cell
death-ligand 1) ligand. A tumorsejt felszinén talalhato PD-L1 ligandnak a T-sejt PD-1
receptordhoz val6 kotddése gatolja a T-sejtek aktivitasat, ezaltal csokkent T-sejt valaszhoz és a
daganat tovabbi progresszidjahoz vezet (74). A receptor-ligand kapcsolodasat gatld specifikus
ellenanyagok (nivolumab, pembrolizumab, BMS-936559) révén viszont a T-sejt hatékony
tumorellenes immunvalasza megmarad. Hasonloképpen, a T-sejt felszinén kifejez6dé CTLA-4
gatlasara szolgdld monoklondlis antitest (ipilimumab) eldsegiti a T-sejtek aktivaciojat,
inhibitorok terapids hatékonysaga elsésorban nem dohanyos, adenocarcinomés betegek
kezelésében mutatott jelentds sikereket, addig az immunterdpia dohanyos, laphamrakkal

diagnosztizalt betegek korében nyujt kedvezd terapias valaszt (76).
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3 A mikrokornyezet szerepe a tiidédaganatok kialakulasaban és
progressziéjaban

3.1 A Wnt jelatvitel

A Wnt fehérjecsalad tagjai ciszteinben gazdag, szekretalt gliko-lipoproteinek (77). A Wnt
fehérjék a Frizzled (Fzd) receptorokhoz és szdmos ko-receptorhoz, mint példaul lipoprotein
receptor—related protein (LRP)-5/6, Ryk, vagy Ror2 valé kotddés révén inditjak el az
intracellularis jelatviteli folyamatokat. Emberben 19 Wnt fehérje és 10 Frizzled receptor
ismeretes (78). A ligand-receptor kotddés révén két fo jeltovabbitasi rendszer aktivaldsa
szabalyozza a génatirddast (79) (4. abra). Az egyik az un. kanonikus jelatviteli Gitvonal, amely
B-katenin fiiggd. A kanonikus Wnt-ok hidnyaban a glikogén szintaz kindz -3 (GSK-3p) aktiv
marad és a P-katenin az Axin-APC-GSK-3p fehérje komplex révén szerin és treonin
aminosavakon foszforilalédik majd proteoszoémalis degradéacio eredményeképpen lebomlik. A
Wnt-ok jelenlétében azonban a Wnt-Fzd-LRP receptor komplex aktivalja az Gn. Dishevelled
(Dvl) citoplazmatikus jelatviteli fehérjét, amely a GSK-3 gatlasahoz vezet. A GSK-3f3 gatlasa
a B-katenin stabilizaci6jdhoz ¢és citoplazmatikus szintjének emelkedéséhez vezet. Ennek
kovetkeztében a szabad, citoszolikus P-katenin a sejtmagba transzlokaloédik ¢és aktiv
transzkripcids komplexet képez a TCF/LEF transzkripcids faktor csalad tagjaival (80). A masik,
az un. nem-kanonikus Gtvonal a B-katenintdl fiiggetleniil miikodik és tovabbi két jelatviteli tra
agazik. Attdl fiiggden, hogy milyen intracellularis medidtorok vesznek részt a jeltovabbitasban
megkiilonboztetiink a kalmodulin kinaz II és protein kindz C-n keresztiil aktivalodé Wnt/Ca2+
utvonalat, valamint a Jun N-termindlis kindz (JNK) altal aktivalt PCP (polar cell polarity)
utvonalakat (81). A jelatviteli utvonalak aktivalasa alapjan a Wnt molekuldkat csoportosithatjuk
kanonikus (Wntl, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, Wnt10b, Wnt16) és
nem-kanonikus (Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wntl1) Wnt-okra (82).

crer

polaritdsdban ¢és a sejtsors determindcidjdban az embrionalis fejlddés ¢€s a szovetek
homeosztazisa soran, de szdmos irodalom bizonyitja, hogy fontos szerepe van a
daganatképzddés folyamataiban is (83). Nem kissejtes tiidokarcindmak vizsgélata soran fény
deriilt arra, hogy kialakuldsa szorosan Osszefligg valamely Wnt molekula megndvekedett
mennyiségével, vagy a jelatviteli itvonal valamely inhibitoranak lecsokkenésével. Kazutsugu
¢s munkatarsai a Dvl-3 jelatviteli molekula taltermel6désérdl szamoltak be az NSCLC-k 75%-
aban, amely a Wnt Utvonal pozitiv regulatoraként kulcsfontossdgu szereppel bir a jelatvitel

aktivalodasaban (84). Tovabbi vizsgalatok a Wntl, Wnt2, Wnt3, Wnt5a, Wntl 1, B-katenin és
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a Frizzled-8 tulzott kifejezddését erdsitettek meg NSCLC esetén (80). A WntSa szélesebb
feladatkorének bizonyitékaként az EMT és ezaltal a metasztazisképzddés indukalasdban

betdltott szerepét is leirtak a B-katenin-fiiggd kanonikus Gtvonal aktivalodasa révén (85).

Az emlitett Wnt csalad tagjainak overexpresszidjaval ellentétben a tiidékarcindbma
negativ regulatoraként szamon tartott Wnt-7a kifejezddése a legtobb tiidorak sejtvonalban és
daganatban alulszabalyozott (86). A Wnt jelatviteli utvonal antagonistak, mint példaul a DKK-
3, a WIF és az sFRP csokkent mennyiségérdl szintén beszamoltak a kiilonbozo tiidédaganat

altipusok esetén (87).
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4. abra: A Wnt utvonalak jelatviteli folyamatainak osszefoglalasa.
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3.2 Gyulladasos citokinek

A citokinek olyan szekretdlt kemotaktikus fehérjék, amelyeknek a sejt-sejt kozotti
kommunikécioban és elsdsorban az immunvalasz szabalyozasadban van alapvetd szerepiik (88).
A citokinek csalddjaba tartoz¢ interleukin-6 (IL-6) egy kis molekulastlyu glikoprotein (89).
Elsdsorban makrofagokban, T-sejtekben, B-sejtekben, fibroblasztokban, valamint szamos
tumorsejtben termelddik. Szintézisét a prosztaglandin E2 (PGE2), a transzformal6 ndvekedési
faktor béta (TGF-B), az IL-1B ¢és lipopoliszacharidok stimulaljak. Sokrétii biologiai szerepet
01t6, un. pleiotrop hatasa révén elsdsorban immunologiai, hematopoetikus, gyulladasos és
onkogenetikus folyamatokban vesz részt. Szerepe van az effektor T-sejtek fejlédésében, az
aktivalt B-sejteknek antitesttermeld plazmasejtekké vald atalakulasaban, a CD8* T-sejtek
citotoxikus T-sejtekké vald differencialodasaban, a csontveldbe érve a megakariocitak érését és

a vérlemezkék kialakulasat indukalja (90).

Az IL-6 citokin csaladba tartozo molekuldk kozos jelatvivo elemként a glikoprotein 130
(gp130) transzmembran fehérjét hasznaljak és a majban akut fazis fehérjék termelését
indukéljak. Az IL-6 receptor elsésorban T-sejteken, aktivalt B-sejteken, monocitdkon és
hepatocitakon expresszalodik (91). Az IL-6 a sejtfelszinén talalhat6 IL-6 receptorhoz (IL-6R)
kotodik, amely egy ligandkotd a-alegységbdl (IL-Ra) és egy jelatvivo receptor alegységbol
(gp130) all. A ligand kotédése a gp130 jelatvivé ldanc homodimerizacidjat indukalja, igy az
aktivalt, jelatviteli folyamat meginditasara alkalmas receptorkomplexet két gp130, két a-lanc
¢s két citokin molekula hexamer egysége alkotja (90). A gpl130 aktivalodasa tovabbi
downstream jelatviteli utvonalak, igy példaul a Janus kinaz (JAK) és a JAK-SHP-2-mitogén-

MAPK utvonalak aktivalodasahoz vezet.

A gyulladasi folyamatok és az immunvalasz szabalyozasan kiviil az IL-6 fontos szerepet
jatszik a daganatok kialakuldsaban is. Szamos esetben a tumor mikrokdrnyezetében magas IL-
6 szint figyelhetd meg, ahol a karcinogenezis folyamatat szabalyozza, elsegitve a tumorsejtek
(92). Chin Hao Chang ¢s munkatarsai leirtak, hogy elérehaladott NSCLC-ben szenvedd betegek
vérplazmajaban a megemelkedett IL-6 szint prognosztikus markerként szolgdl a talélést
illetéen, valamint hogy a magas IL-6 szint csokkent kemoterapias valasszal parosul (93). Az
IL-6 emeli a tiid6 tumorsejteknek a kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciajat, valamint
fokozza ABCG2 multidrog rezisztencia fehérje és a Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xl antiapoptotikus
fehérjék expresszios szintjét az ATM/NF-kB utvonal aktivaldsa révén (94). Kunioku és

munkatarsai leirtdk, hogy patkany tumorsejtekben az IL-6 csokkenti a sejtek szenzitivitasat

21



kemoterapids szerekre, mint példaul paclitaxelre és ciszplatinra a PI3K/AKT ¢és STAT3

utvonalak aktivalasa révén (95).

A kemoterapids kezelés a tumorsejtek elpusztitdsan tal indukalhat olyan jelatviteli
utvonalakat, amelyek kedveznek a gyulladési folyamatok beinditasanak és igy hozzéjarulnak a
daganat tovabbterjedéséhez. A ciszplatin a gyulladdsos folyamatokat az NF-xB utvonalon
keresztiil aktivalja. Az NF-kB szabalyozza a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszé gének,
mint példaul az IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o atirdsat, amelyek a karcinogenezis szamos
folyamataval 0sszefiiggésbe hozhatoéak. Mig az IL-1, IL-6 és a TNF-a els6sorban a tumorsejtek
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folyamatat segiti eld (96).

3.3 ABC transzporter fehérjék

A daganatellenes szerekkel szembeni rezisztencia gyakori oka a kezelés
sikertelenségének. A legtobb esetben a gydgyszer rezisztencia a kezelés folyamata soran alakul
ki (,,szerzett” rezisztencia), de eldfordulhat a daganatsejtek mar eleve meglévé (,,intrinsic”)
rezisztenciaja is (97). A kezelésnek ellenallo daganatsejtek tilélése szamos mechanizmus révén
valdsulhat meg: egyik oka a gyogyszer altal kivaltott anyagcsere valtozdsok, amelyek a
gyogyszermolekula inaktivalodasat eredményezhetik. Fokozodhat a gyogyszer okozta DNS
karosodasok javitasa, valamint gatlddhatnak az apoptotikus jelatviteli utvonalak. Ide sorolhato
a gyogyszer tamadaspontjanak mennyiségi €s mindségi megvaltozasa, valamint a csokkend
cellularis gyogyszerfelvétel és egyuttal a gyogyszer aktiv kipumpéléasa a sejtbdl, amelyet széles,
szamos esetben atfedd szubszratspektrummal rendelkezd, energiafiiggd drogtranszporterek
fokozott kifejezddése segit eld (98). Ez utdbbi sejtes rezisztencia legfobb okozdja az ABC
transzporterek csaladjaba tartozé fehérjék, amelyek mind a prokaridta, mind az eukariota
sejtekben megtalalhatéak. Funkciojukat tekintve lehetnek importerek, valamint exporterek.
Mig a prokariotak esetében importerként és exporterként is mitkddhetnek, eukaridtdkban
kizarolag exporter funkciot latnak el (99). A funkcioképes ABC fehérjék kozos szerkezeti
vonasa, hogy két, a szubsztratok megkdtéséért felelds transzmembran domént (Transmembrane
Domain = TMD) és két, az ATP megkdtéséért és hidroliziséért felelds nukleotid-kdtd domént
(Nucleotide Binding Domain = NBD) tartalmaznak (100). Aminosav szekvencia vizsgalatok
révén felismerték, hogy ezen transzporterek ATP-kotd doménjeinek elsddleges szerkezete

erdsen konzervalt szekvencia motivumokbdl felépiild6 ATP-kotd kazettakbol (ABC-binding
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casette = ABC) all (101). Az ABC transzporterek miitkodésének szerkezeti alapjaul az a-
hélixekbdl allo transzmembran domének szolgalnak. Feltételezhetéen az ezen doménekben
bekovetkez6 konformacios valtozasok feleldsek a transzporterek nyitott, illetve zart allapotéaért.
Aktiv, iranyitott transzport funkciojukhoz az ATP hidrolizisébdl nyerik az energiat. Az ATP a
citoplazmaban elhelyezkedd nukleotid-koté doménhez kapesolodik, ahol az ATP hidrolizisébol
energia szabadul fel. Ez az energia kdzvetleniil az NBD-hez kapcsolddé transzmembran domén
komforméciovaltozasara és ezaltal a szubsztrat transzportjara forditdédik (102). Az ABC
transzporterek sejten beliili elhelyezkedése valtozatos lehet, de altalanossagban elmondhato,
hogy a sejtek plazmamembranjaban talalhato, ugyanakkor az endoplazmatikus retikulumban
(103), a Golgi-késziilékben (104), a lizoszémaban (105), a peroxiszémaban (106) és a
mitokondriumban is eléfordulhatnak (107). Szamos ABC fehérje fejezddik ki az egyes tiidose;jt
tipusokon is. Az ABCB1 (MDR1/P-gp) a bronchialis hamsejtek, a tiiddendothélium, valamint
az I. tipusu alveolaris sejtek apikalis membranjaban fejezddik ki, ezzel szemben az ABCCI
(MRPI) a bronchialis hamsejtek bazolateralis oldalan helyezkedik el. A II. tipust alveolaris
hamsejtekre az ABC fehérjék ,,A” alcsaladjaba tartoz6 ABCA1 és ABCA3 kifejezddése
jellemzd. Bazolateralis expresszio figyelhetd meg az ABCG2 (BCRP) esetén is (108).
Emberben 49 ABC fehérjét kodold gént azonositottak, amelyek mutacioéi szamos 6roklodo

betegség hatterében allnak. Ezek kozé tartozik a Tangier-betegség, amely az ABCA1 gén
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eredményeképpen 1ép fel (109), (110). A kiilonféle ABC transzporterek a tiidé normal
mitkddésében fontos szerepet jatszanak a koleszterin és a foszfolipidek szallitdsanak
anyagok eltavolitasaban (108), (111). A malignus tumorok gyodgyszeres kezelése soran az
alkalmazott terdpia eredménytelenségének egyik f6 oka a tumorsejtek ABC fehérjéinek
fokozott kifejezddése és mitkodése, amelyek képesek a daganatellenes szereket kipumpdlni a
sejtbol, ezaltal kialakitani a kezeléssel szembeni in. multidrog rezisztencia jelenségét. Eddigi
ismereteink szerint az ABCB1, az ABCC1 és az ABCG2 transzport fehérjékrdl bizonyitottak,
hogy kiilondsen fontos szerepiik van a klintkumban megjelend multidrog rezisztencia kapcsan
(112). A ciszplatinnal szemben kialakuld rezisztencia egyik lehetséges mechanizmusa a
platinaszarmazék megndvekedett efflux transzportja, amelyet szdmos ABC transzport fehérje
tulzott miikodése 1déz eld. TiidOkarcindma sejtvonalon végzett vizsgalatok kimutattak, hogy az

ABCCI1 mRNS szintjének fokozott jelenléte Gsszefliggésben all a ciszplatinnal szembeni
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rezisztenciaval. Tovabbi tanulmanyok az ABCC2 szerepét igazoljak a ciszplatin efflux
transzportjaban (113). Az ABCCS5 expresszio ndvekedése human embrionalis vesesejtvonalban
okozott rezisztencidt ciszplatinnal szemben (114). Eldrehaladott NSCLC esetében azt is
megfigyelték, hogy az ABCG2 prediktiv faktorként szolgal standard platina alapu
kemoterapiaban (115). A fent emlitett, ABC fehérjékhez kotheté multidrog rezisztencia
azonban hatékonyan gatolhatd tirozin-kindz inhibitorokkal. A célzott terdpias szerek kozé
tartozd erlotinib ABCB1, valamint ABCG2 transzporterekkel valo interakcidjat, szubsztrat
tulajdonsagat szamos tanulmanyban leirtak (116), (117). Megfigyelték, hogy az erlotinib képes
az ABCBI1 ¢és az ABCG2 (118), illetve az ABCC10 (119) transzport fehérjék mukodését

cres

¢s ezaltal az MDR fenotipus visszaforditasat eredményezi (120).
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4 Célkituzések

Doktori kutatomunkdm a tiidédaganatok, azon beliil is a nem kissejtes tiidddaganatok
molekularis hatterének vizsgalatara irdnyul gyogyszeres kezelés hatdsara, kiilon tekintettel a
ciszplatin és az erlotinib hatdsanak vizsgéalatara az adenocarcinoma szovettani altipus
a gyulladésos citokinek és a drogtranszporter fehérjék kifejezédésére gyakorolt hatdsanak

alaposabb megismerésére terjedtek ki.

Kutatdbmunkam soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Szolgdlhat-e a betegekbol nyert tiidédaganatos szévetminta laboratoriumi
feldolgozasaval torténé in vitro 3D tumormodell feldllitisa az egyes tiidodaganat
tipusok reprezentalasara és alkalmas-e a klinikai terdpia soran alkalmazott

hatoanyagok vizsgalatara?

2. Befolyasolja-e a kezelés sorrendje a tumorsejtek kezelésre adott valaszat és a gyulladdasi

citokinek expressziojat?

3. Megvaltoztatja-e az IL-6 jelenléte a tumorsejtek kezelésre adott valaszat?

4. Ezen beliil vizsgaltuk annak a kérdését, hogy van-e Osszefiiggés a tumorsejtek

életképessége és a drogtranszporter fehérjék szintje kozott?

crer

5. Szerepet jatszik-e az IL-6, valamint az IL-8 a tumorsejtek migraciojanak

szabalyozasaban és ezaltal a metasztazisképzésben?
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S Anyagok és modszerek

5.1 Betegmintak

A human tiidékarcindéma mintak a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Sebészeti Klinikajarol

érkeztek és az egyetemi Etikai Bizottsag jovahagyasaval keriiltek kutatocsoportunkhoz (etikai

engedély szama: 2014-RIKEB-5329-EKK). Minden beteg beleegyezd nyilatkozattal adta

irasba, hogy mintdikat és klinikai adataikat kizarélag kutatasi célokra hasznalhatjuk fel.

Mutéci6é analizis alapjan Osszesen 21 mintat valasztottunk ki vizsgalatainkra, amelyek

mindegyike adenokarcidma szdvettani tipusu volt, amely diagnodzist patologus allitott fel (PTE-

AOK, Pathologiai Intézet). A betegmintak adatait az 1. tablazatban foglaltuk dssze.

1. tablazat: A kisérletekben felhasznalt betegmintakhoz tartozo adatok.

EGFR/KRAS vad
(n=7) Mintaszam Mintatipus Nem | Eletkor T N M
1 szolid tumor ng 73 T2 N1 Mx
2 pleurdlis folyadék | férfi 60 T2 N2 M1
3 szolid tumor férfi 65 T1 N1 Mx
4 pleurdlis folyadék né 65 T4 N2 M1
5 pleurdlis folyadék | férfi 58 T2 N3 M1
6 pleurdlis folyadék né 82 T4 N2 M1
7 szolid tumor né 46 T2 NO M1
KRAS mutans
(n=8) Mintaszam Mintatipus Nem | Eletkor T N M
8 szolid tumor né 93 T2 N1 Mx
9 szolid tumor né 46 T2 NO Mx
10 szolid tumor férfi 65 T2b N2 MO
11 szolid tumor né 62 T3 N2 Mx
12 szolid tumor ng 51 T2 NO Mx
13 szolid tumor né 57 T1 N2 Mx
14 szolid tumor férfi 72 T2 N2 Mx
15 szolid tumor férfi 62 T1 N1b Mx
EGFR mutans
(n=6) Mintaszam Mintatipus Nem |Eletkor| T N M
16 szolid tumor férfi 68 T2b N1 Mx
17 pleurdlis folyadék | férfi 59 T3 Nx M1
18 szolid tumor férfi 69 T1 N1 Mx
19 pleurdlis folyadék né 53 T2 N3 M1
20 pleurdlis folyadék | férfi 81 T4 N2 M1
21 szolid tumor né 53 pT2a pN2 Mx
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5.2 Primer tiid6 tumorsejtek izolalasa szovetmintabol

A szolid tumor szdvetekbdl egy-sejt szuszpenziot Tumor Dissociation Kit (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) és GentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) felhasznalasaval készitettiink. A klinikai miitét soran kimetszett
tumorszovetet egy specialis szovettarolo folyadékba (MACS® Tissue Storage Solution
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)) helyeztiik, majd ezt kovetden szikével kisebb
részekre daraboltuk. A gyart6 altal eldirt enzim-mixbe helyeztiik a szovetdarabokat és egy 6ra
id6tartamra a disszociatorba helyeztiik. Ezt kovetden 70 um-os sziirén 20 ml RPMI médiummal
mostuk a sejteket €s 300 g-n 7 percig centrifugaltuk. Sziikség esetén a mintdban maradt
vorosvértesteket 500-1000 pl Red Blood Cell Lysis Solution felhasznélasaval tavolitottuk el,
majd 20 ml RPMI médiummal 300 g-n 7 percig centrifugaltuk. A sejteket DMEM
tapfolyadékban felszuszpendaltuk, Cryo-SFM sejtfagyaszt6 médiumban lefagyasztottuk
(PromoCell, Heidelberg, Germany) és -80°C-on taroltuk.

5.3 Primer tiido tumorsejtek izolalasa pleuralis folyadékbal

A mellhartya rétegei kozott felhalmoz6do daganatos eredetli folyadékgytilem (pleuralis
folyadék) leszivasat kovetden a folyadékot 250 ml kiipos végii centrifuga csObe helyeztiik és
1500 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A feliilisz6ét ledntve a sejtpelletet 70 pm-os szlirén
atsztrtiik, majd Ficoll gradiens folé rétegeztiik €¢s 2000 rpm-en 20 percig centrifugaltuk. Az
interfazisban kapott sejteket Osszegytijtottiik és 1000 rpm-en 5 perc centrifugalassal kétszer
mostuk at streil PBS-ben.

5.4 Sejttenyésztés

A 2D és 3D sejttenyészetekhez KRAS mutdns humén tiidé adenokarcinoma sejtvonalat
(A549; American Type Cell Culture Collection, Rockville, USA), epridermalis névekedési
faktor receptor (EGFR) mutans human tiidé adenokarcindma sejtvonalat (PC-9; Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) és primer normdl human tiidé fibroblaszt (NHLF; Lonza, Basel, Switzerland)
sejteket hasznaltunk. Az A549-es sejtvonalat komplett DMEM médiumban tenyésztettiik (10%
borju szérum, 1% L-glutamin, 2% penicillin/sztreptomicin, 1% HEPES, 1% nem-esszencialis
aminosavak, 1% PBS/B-mercaptoethanol). Az EGFR mutans PC-9 sejtvonal tenyésztése RPMI
1640 médiumban tortént (10% borja szérum, 1 % L-glutamin és 2% penicillin/sztreptomicin).
A primer normal human tiido fibroblaszt tenyésztési koriilményei a gyarto altal eldirt protokoll

alapjan torténtek (Lonza, Basel, Switzerland). A sejteket paras kdrnyezetben, 37°C-on 5% CO»-
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tartalmu inkubatorban tenyésztettiik. Az €16 sejtek mennyiségének meghatarozasat tripankék

festéssel vizsgaltuk Biirker-kamraban.

5.5 Transzgenikus sejtvonalak

A Wntll-overexpresszald6 A549 transzgenikus sejtvonal eldallitdsa lentiviralis
transzgenezissel tortént laboratériumunkban. A lentivirdlis vektor készitése az alabbi
publikacidoban leirtak szerint tortént (121). Roviden, masodik generacios HIV-1 alapu
lentiviralis vektort allitottunk eld kdédolva a Wnt-11 transzgént. A transzfektalas a viralis
feliiluszoval, a stabil transzfektansok detektaldsa aramlasi citometrian alapuld sejtszortolassal

tortént.

5.6 Invitro haromdimenzios (3D) tiidé modell (122) (Szabadalom: P0900819)

A 3D ko-kultarakhoz human adenokarcindma sejtvonalakat, a betegmintakbol szarmazo
primer tiidé tumorsejteket, valamint primer human tiidé fibroblasztokat hasznaltunk. A
tumorsejtek/sejtvonalak és a primer humén tiid6 fibroblasztok 1:1 ardnyu sejtszuszpenzids
keverékét nem kitapado sejtekre szolgalo, U-alja 96-1yuku lemezre (Corning, New York, USA)
mértiik, ezt kovetéen 10 percig centrifugaltuk 600 rcf sebességgel. Az aggregatumokat
RPMI:FGM, valamint DMEM:FGM tényesztd médiumok 1:1 aranya keverékében
tenyésztettiik. 24 6ras inkubalast (37°C, 5% CO») kdvetden az 6sszeallt aggregdtumokat tovabbi

kisérleteinkre hasznaltuk fel.

5.7 Rekombinans fehérjék és hatoanyagok

crer
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(Selleckchem, Houston, USA) torzsoldatokbdl kiindulva végeztiik el. A tisztitott, rekombinans
IL-6 és IL-8 fehérjéket (R&D Systems, Minneapolis, USA) 1% BSA PBS-ben oldottuk be, 100
mRNS ¢és fehérje szinten torténd kifejez0désének gatlasara siRNS indukalt géncsendesitést
alkalmaztunk. A 100 nmol kontroll siRNS, valamint a 100 nmol Cy3-mal jel6lt Wntl1
specifikus siRNS oligonukleotid szekvenciak transzfektalasahoz Lipofectamine 2000 reagenst

alkalmaztunk (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA).
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5.8 Sejt életképességi vizsgalat

A sejtek hatéanyag kezelés utani életképességének meghatdrozasara CellTiter-Glo®
lumineszcens viabilitdsi esszét (Promega, Madison, USA) alkalmaztunk. A modszer egy
luciferaz alapu ATP essz¢, amely a sejtek lizaldsa soran felszabadulo ATP mennyiséget méri,
amely egyenesen aranyos a metabolikusan aktiv, €10 sejtek szamaval. A luciferaz reakcio soran
az ATP Kkatalizdlja a luciferin oxiluciferinné torténd 4talakuldsat, amely a reakcid

eredményeként a lumineszcens jelet adja.

Vizsgélataink soran A549 ¢és PC-9 tiidé adenokarcindma sejtvonalakat tenyésztettiink
monokulturdban 96-lyukt lemezen 8x10* sejtdenzitassal, komplett tapkdzegben. A 3D ko-
kultarakhoz a primer tumorsejtek/sejtvonalak és a primer humdan tiid6 fibroblasztok 1:1
aranyban Osszeallitott aggregadtumait hasznaltuk. 24 or4s inkubdlast kovetden a médiumot
tartalmi médiummal kezeltik meg 48 ords iddintervallumban. A kezelés végén 100 pl
médiumot a mintadkon hagyva 100 pl frissen feloldott CellTiter-Glo® reagenst pipettaztunk a
lyukakba. A lemezeket 2-5 percig razattuk, majd 10-25 perc szobahOmérsékleten torténd
inkubalast kovetéen mértiik a mintdk lumineszcencidjat fehér, 96-lyukt lemezen. A méréseket

EnSpire® Multimode plate-olvason végeztiik (PerkinElmer, Waltham, USA).

5.9 RNS izolalas

A mintakat 350 pul RA1 lizis pufferben homogenizaltuk, majd a nukleinsav izolalashoz
NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) izol4cios kit-et hasznaltunk a gyart6
leirasa szerint. A genomialis DNS szennyezddés eltavolitdsa oszlopon, RNaz-mentes DNazzal
Nanodrop UV-VIS spektrofotométer segitségével hataroztuk meg (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA).

5.10 cDNS szintézis
A c¢DNS szintézist High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, USA) segitségével végeztiik el, reakcionként 1 pg RNS mintat, valamint

a kit random hexamer primerjeit felhaszndlva a gyarto altal eldirt protokoll szerint.
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5.11 Valés idejii kvantitativ PCR (qPCR)

A c¢DNS szintézist kovetden génexpresszios vizsgalatokat végeztiink kvantitativ, valos-
idejli polimerdz lancreakcid segitségével. A reakcidhoz HighROX SensiFast SYBR Green
Master Mix-et (BioLine, London, UK) és génspecifikus primereket (2. tablazat) hasznaltunk.
Az amplifikaciot StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA) késziiléken végeztiik, ahol a PCR reakci6 koriilményei a kdvetkezdk voltak: 95°C 2 perc,
40 cikluson keresztiil 95°C 5 masodperc és 60°C 30 masodperc. A mérési adatokat StepOne
szoftverrel analizaltuk, haztartasi génként human B-aktint hasznaltunk. Az eredményeket a 2
ddCt modszerrel allapitottuk meg az alabbi képlet alapjan: dCt= Ct(célgén) - Ct(haztartasi gén).
A génexpresszid relativ kvantifikdcidjat pedig a kovetkezd formula alapjan szamitottuk ki:
RQ=2%CT ahol a ddCT szamitasa a kovetkezé képlet alapjan tortént: dCt(kezelt minta)-

dCt(kontroll minta).

Célgén Forward primer Reverz primer
B -aktin 5-GCGCGGCTACAGCTTCA-3’ 5-CTTAATGTCACGCACGATTTCC-3’
ABCC1 5-GCTGGAGTGTGTGGGCAACT-3’ 5-CTGAGGCTGTGCCTGGAGAT-3’
ABCC5 5’-GGAAGCACCTGCCAGAATTAAG-3" | 5’-GTACCTCATCTCTGCGTTCTCAAA-3’
ABCG2 5-AACCTGGTCTCAACGCCATC-3 5-GTCGCGGTGCTCCATTTATC-3’
IL-6 5-AGGGCTCTTCGGCAAATGTA-3" | 5-GAAGGAATGCCCATTAACAACAA-3’
IL-8 5’-CAGTTTTGCCAAGGAGTGCTA-3’ 5-AACTTCTCCACAACCCTCTGC-3’
E-kadherin 5-GACCGGTGCAATCTTCAAA-3’ 5-TTGACGCCGAGAGCTACAC-3’
N-kadherin 5’-AGCTTCTCACGGCATACACC-3’ 5-GTGCATGAAGGACAGCCTCT-3’
S100A4 5"TGGAGAAGGCCCTG-3' 5-CCCTCTTTGCCCGAGTACTTG-3'
Wnt5a 5~TGGCTTTGGCCATATTTTTC-3' 5-CCGATGTACTGCATGTGGTC-3'
Wntl1 5-CGTTGGATGTCTTGTTGCAC-3' 5-TGACCTCAAGACCCGATACC-3'

2. tablazat: A génspecifikus primerparok szekvencia adatai.
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5.12 Citokin mérés

A hatéanyag kezelés hatdsara felszabadul6 citokinek mennyiségi vizsgalatat aramlasi
citometrids gyongy array (Cytometric Bead Array (CBA), Human IL-6/ IL-8 Flex Set Assays,
BD Biosciences, San Jose, USA) segitségével végeztilk. A vizsgalatokat a betegmintak
laboratériumi feldolgozasabol szdrmazo daganatsejtek, valamint PC-9 tiid6 adenokarcindéma
sejtvonalak felhasznalasaval készitett 3D szdvettenyészeteken végeztiik el a gyari protokoll
el6irasait kovetve (BD). Roviden dsszefoglalva a kovetkezd eljarast alkalmaztuk: 50 pl higitott
feliiluszot 50 pl befogd antitest-gyongy keverékhez adtunk, majd szobahdmérsékleten, sdtétben
1 6ran keresztiil inkubaltuk. 50 pl phycoerythrinnel (PE) jelolt detektalo antitest hozzaadéasa
utan szobahOmérsékleten, sotétben tovabbi 2 6ran keresztiil inkubaltuk. Ezutan a mintakat 1 ml
mosoé pufferrel mostuk 5 perc 2000 g-n térténd centrifugélassal, végiil 300 ul mosoé pufferben
ellatott BD FACSCanto II tipust aramlési citométerrel (BD Immunocytometry Systems,
Erembodegen, Belgium) tortént és az adatokat FCS Express V3 szoftverrel értékeltiik ki.

5.13 Drogtranszporter fehérjék aktivitasanak mérése

A multidrog rezisztencia fehérjék funkciondlis aktivitdsdnak mérését eFluxx-ID® Green
multidrug resistance assay kit (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) felhasznalasaval
végeztik el a gyartdi eldirast kovetve. Az esszéhez PC-9 tiidé adenokarcindma sejtvonalak
felhasznalasaval készitett 3D szovettenyészeteket steril 1x PBS-ben atmostuk, majd 1ml
Accumax™ oldattal (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) kezeltiik. Az egysejt-szuszpenzid elérése
utén a sejteket a higitott drogtranszporter inhibitorokkal 37°C-on 5 percig inkubaltuk. Azutan a
mintakhoz higitott eFluxx-ID® Green festéket adtunk és 37°C-on 30 percig inkubaltuk. A
sejtviabilitds monitorozasdhoz propidium-jodid festést alkalmaztunk. A méréseket BD
FACSCanto II tipust aramlasi citométerrel (BD Immunocytometry Systems, Erembodegen,
Belgium) végeztiikk, mérésenként 1x10* eseményt regisztrilva. A multidrog rezisztencia
aktivitasi faktort (MAF) a kovetkezd képlet alapjan szamoltuk: 100*(MFILinn—MFlo)/MFTinn,
ahol MFIinn és MFI az inhibitor jelenlétében és hidnyaban mért atlag fluoreszcens intenzités.
A sejtek fluoreszcencia intenzitdsa a funkcionald multidrog rezisztencia fehérjék aktivitasaval

forditottan aranylik.
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5.14 Karcolasi sejtvandorlas vizsgalat

Az A549 és PC-9 sejteket 3x10* siirliségben 24-lyukii sejttenyésztd edénybe tettiink ki
(Corning, New York, USA). Egy ¢jszaka inkubacidét kovetden a letapadt, konfluens
sejttenyészeteket 200 pl-es steril heggyel karcoltuk meg (,,scratch assay’), szabad felszint
teremtve a sejtek vandorlasdhoz. A sejtekhez friss, 10% FBS-t és a hatéanyagokat - ciszplatin
(30 nM), erlotinib (100 nM), IL-6 (100 ng/ml), IL-8 (100 ng/ml) - tartalmaz6 médiumot tettiink.
Azonnal a kezelést kdvetden, valamint 12 6ras inkubacids idé utan EVOS fénymikroszkop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) segitségével fényképeket készitettiink. A képeket
Image J szoftver (National Institutes of Health, Bethesda, USA) segitségével elemeztiik.

5.15 Sejtek migracios kapacitasanak vizsgalata

A sejtek migracios kapacitasat sebgyogyulési (,,wound healing”™) teszttel is vizsgaltuk
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany). Az EGFR mutans PC-9 és a KRAS
mutans A549 tiid6 adenokarcindma sejteket 25 cm’-es sejttenyésztd flaskdban tenyésztettiik
80% konfluens réteg kialakulasaig. Ezt kovetden 200 pl nanorészecskéket (NanoShuttle-PL)
tartalmazd oldatot tettlink a sejttenyészethez, amelyek a sejtmembranhoz k&tddve
elektrosztatikus uton magnetizaltak a sejteket. Egy éjszakan at tartd inkubdciod elteltével a
sejttenyészetekbdl egysejt-szuszpenzidt készitettink és 1,2x10° sejtsiirtiségben 6-lyuku
sejttaszitd feliilettel rendelkezd sejttenyészté lemezre mértiik. A lemez tetejére a sejtek
lebegését, valamint a sejt kozotti allomany (extracellularis matrix) kialakulasat szolgalo
magnest helyeztiink. 5 oras inkubéaciot kovetden a sejteket Osszegytjtottik és 2x10°
sejtstirliségben 24-1yukt sejttaszito feliilettel rendelkezd sejttenyésztd lemezre mértiik. A sejtek
kovetden értiik el. Végiil a sejtek 30 nM ciszplatinnal és 100 nM erlotinibbel torténd kezelésérdl
és a migraciora gyakorolt hatdsanak monitorozasarol a kovetkezd idépontokban fényképeket

készitettlink EVOS FL Imaging System segitségével: 0 h, 6 h, 12 h és 24 h.

5.16 Matrigel invazios kisérlet

A tidd tumorsejtek invaziv képességének Osszehasonlitd vizsgalatdit az NSCLC két
leggyakoribb szdvettani altipusdval (A549 adenokarcinoma és H157 laphdmsejtes karcindma
sejtvonalak) 8 pum porusatmerdjli sejttenyésztd betéttel ellatott Matrigel invéazids kamran
végeztiik el (BD Biosciences, San Jose, USA). A kamrak rehidratalasat kovetden a betéteket

750 ul 10% FCS-sel kiegészitett sejttenyészté médiumba helyeztiik. A sejteket 5x10%
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sejtstirliségben a betét belsd felén tenyésztettiik FCS-mentes médiumban. 24 o6ra elteltével a
Az invaziv sejtek szamanak meghatdrozadsdhoz minden esetben 6t kiillonall6 mikroszkopikus

mezOt szamoltunk.

5.17 Hematoxylin eozin festés

A Matrigel invazios essz¢ fiiggesztett sejttenyésztd betétjeit Mayer’s hematoxylin
oldatban (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) festettiik 10 percig. A mintdkat ezt kovetden folyo
vizben 10 percig mostuk, majd 0,25%-os ecetsavval differencidltattuk 1 percig. Ezutan
desztillalt vizzel mostuk, majd 2 percig eozin oldattal festettiik. A mosast kovetéen Vectashield
feddoldattal (Vector Laboratories, Burlingame, USA) fedtiik és Nikon Eclipse Ti-U inverz

mikroszkoppal fotoztuk.

5.18 Statisztikai kiértékelés

Munkank soran a diagramokon az adatok atlagat és az atlagok standard hib4jat abrazoltuk
(= SEM). A statisztikai elemzés SPSS 20 (IBM) szoftverrel tortént, Student-féle t-proba és egy-
utas ANOVA (Bonferroni post hoc) tesztek segitségével. Szignifikans eredménynek minden

esetben a p<<0.05 értékeket fogadtuk el.
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6 Eredmények

6.1 Erlotinib és ciszplatin kezelés hatasa primer tiidé adenokarcinéma betegmintakon

Vizsgalataink elején kivancsiak voltunk arra, hogy az in vitro gyogyszer érzékenységi
vizsgalatok eredményei Osszhangban vannak-e a klinikai gyakorlatban tapasztalt terapias
valasszal. Ennek érdekében a betegekbdl nyert daganatos szovetminta laboratdriumi
feldolgozasaval torténd 3D tumormodellt hoztunk Iétre és vetettiik ala erlotinib, valamint
ciszplatin kezelésnek. A varakozasainknak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy az EGFR
mutacidval rendelkez6 betegekbdl szarmazo mintak érzékenyebbek az erlotinib kezelésre, mig
a vad tipust és KRAS mutacidval rendelkez6 mintdk esetén az erlotinib hatastalannak bizonyult
(5. a. abra). Ezzel ellentétben a ciszplatinnal torténd kezelés a vad tipust és a KRAS mutans
mintak esetében volt hatdsos, drasztikusan csokkentve a sejtek életképességét (5. b. abra). A
két leggyakoribb mutacios statuszt Osszehasonlitva igazoltuk, hogy az in vitro 3D
szovetkulturaban végzett kezeléseink eredményei korreldlnak a klinikumban tapasztalt
gyogyszerhatékonysaggal és hogy a betegmintakbdl felallitott 3D tiidémodelliink alkalmas a

klinikai terapia soran alkalmazott hatébanyagok vizsgalatara.
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5. abra: 48 oras ciszplatin (30 nM) (a.) és erlotinib (100 nM) (b.) kezelés hatdsa a sejtek
eletképességenek alakuldasara vad tipusu, KRAS mutans és EGFR mutans betegmintakbol
felallitott in vitro 3D tiidészéveti modellben. A sejtek életképessége a DMSO kontrollhoz

viszonyitva lathato.
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6.2 Erlotinib kezelés hatasa tiido adenokarcinoma sejtvonalakon

Az erlotinib kezelés hatasat 2D sejttenyészetben és egy altalunk készitett 3D in vitro
disztalis tidoémodellben vizsgéltuk, normdl tiid6fibroblaszt, EGFR mutdns tido
adenokarcinoma sejtek (PC-9), valamint KRAS mutéans tiid6 adenokarcinoma sejtek (A549)
felhasznalasaval. A klinikai betegmintakbol végzett kisérletek eredményeivel Osszhangban
elmondhat6, hogy az erlotinib 100 nM koncentraciéban drasztikusan csokkentette az EGFR
mutans sejtek €letképességét. A KRAS mutans A549 sejtek életképességére azonban nem volt

szignifikans hatasa (6. a.-b. abrak).
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6. abra: 48 ords erlotinib (100 nM) kezelés hatasa KRAS mutdns A549 és EGFR mutans PC-
9 sejtek életképességének alakulasara in vitro 2D (a.) és 3D (b.) sejttenyészetekben (n=3). A
sejtek életképessége a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Az adatokat azok dtlaga

+ SEM abrazoltuk.
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6.3 IL-6 és IL-8 expresszio primer human tiidédaganatokban

Primer human adenokarcinoma mintakon, azon beliil KRAS mutans, EGFR mutans és
vad tipusii mintdkon qPCR segitségével vizsgaltuk a pro-inflammatérikus citokinek mRNS
szinten torténd kifejezodését. Az analizis soran az IL-6 molekula génexpresszios szintje az
EGFR muténs betegcsoportban, mig az IL-8 mRNS szintje a KRAS mutans betegcsoportban
volt magasabb (7. a.-b. abrak). Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy vajon az erlotinib és a
ciszplatin kezelés milyen hatassal van a gyulladasi citokinek kifejezOdésére. A ciszplatin
minden minta esetében emelte az IL-6 és IL-8 expresszids szinteket, kiilondsképpen az EGFR
mutacioval rendelkez6 mintak tekintetében, mig az erlotinib esetében az IL-6 és IL-8 szintek

valtozatlanok maradtak a kezeletlen kontrollhoz képest (7. c.-d. abrak).
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7. abra: IL-6 és IL-8 pro-inflammatorikus citokinek relativ mRNS expressziojanak valtozasa
kezeletlen (a.-b.) és 48 oras ciszplatin (30 nM) és erlotinib (100 nM) kezelt (c.-d.) vad tipusu,
KRAS mutans és EGFR mutans betegmintakbol felallitott in vitro 3D tiidészoveti modellben
(n=3). A génexpresszios valtozasok p-aktin belsé kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Az
adatokat azok atlaga £ SEM abrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha az ANOVA teszt
alapjan *p<0.05, **p<0.01.
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6.4 Ciszplatin és erlotinib kezelés hatasa az IL-6 és az IL-8 expresszidjara

A vizsgalatainkat tovabb folytattuk abba az irdnyba, hogy a ciszplatin és az erlotinib
mono-, ¢s kombinacios kezelésben alkalmazva milyen hatassal van az IL-6 és az IL-8
molekuldk mRNS ¢és fehérje szinten torténd kifejezodésére. Ehhez a nem kissejtes tiidorak
EGFR mutécioval rendelkezd adenokarcindma altipusat reprezentald in vitro 3D tiidomodellt
(PC-9-NHLF) készitettiink és vetettiik ald hatoanyag kezelésnek. Megvizsgélva az IL-6 és IL-
8 molekulak termelddését azt tapasztaltuk, hogy a ciszplatin csak Onmagdban, valamint
elokezelésként torténd hasznalatakor szignifikansan emelte mindkét vizsgalt molekula
termelését (8 a.-c. abrak). Ezzel szemben az erlotinib kizarolagos hasznalata csokkentette ezen
interleukinok mRNS ¢és fehérje szintjét. A ciszplatint kdvetd erlotinib kezelés soran azt
tapasztaltuk, hogy az erlotinib képes volt a ciszplatin-indukalta IL-6 és IL-8 fehérjeszekréciot
gatolni (8 b.-d. abrak).
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8. abra: IL-6 és IL-8 pro-inflammatorikus citokinek relativ mRNS expressziojanak (a.-c.)
és fehérjemennyiségének (b.-d.) valtozasa 48 oras ciszplatin (30 nM), erlotinib (100 nM)
és ciszplatint koveto erlotinib kezelés hatasara in vitro 3D tiidoszéveti modellben (PC-9-
NHLEFE n=3). A génexpresszios valtozasok p-aktin belsé kontrollhoz viszonyitva lathatoak.
Az adatokat azok atlaga + SEM abrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha az ANOVA

teszt alapjan *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001. 37



6.5 Az IL-6 szerepe a tumorsejtek tulélésében

Mivel az IL-6 molekula az EGFR mutdns mintdkban magasabb szintet mutatott, igy a
vizsgalatainkat az IL-6 irdnyaba folytattuk tovabb. A tumorsejtek talélésében betoltott
szerepének vizsgalatara az EGFR mutéciot hordozo in vitro 3D tiiddmodelleket (PC-9-NHLF)
human rekombinans IL-6 elokezelésnek vetettiik ald a hatdanyag kezelések elott. Exogén IL-6
elokezelés hatdsara szignifikdnsan emelkedett a sejtek életben maradasi képessége ciszplatin
monoterapia, ciszplatint kovetd erlotinib, valamint ciszplatin és erlotinib egyiittes alkalmazasa

utan (9. abra).
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9. abra: 48 oras ciszplatin (30 nM ) és erlotinib (100 nM) onallo és kombinalt kezeléseinek
hatasa EGFR mutans PC-9 sejtek életképességének alakuldasara in vitro 3D sejttenyészetben
48 ordas human rekombinans IL-6 elokezelést kovetéen (PC-9-NHLF, n=3). A sejtek
életképessége a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva lathatoak. Az adatokat azok atlaga + SEM
abrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha az ANOVA teszt alapjan *p<0.05, **p<0.01,
*¥E*H<0,001, ****p<0,0001.
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6.6 Az IL-6 szerepe a multidrog rezisztenciaban

A multidrogtranszporter fehérjék tumorsejteken valé kifejezddése hozzéjarul a multidrog
rezisztencia jelenségéhez, amely csokkenti a daganatok kemoterapids kezelésének
hatékonysagat. Kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk tovabb, hogy van-e valamilyen hatdsa
az exogén IL-6 kezelésnek a multidrog rezisztencia fehérjék kifejezodésére, igy az EGFR
mutacioval rendelkezé 3D tiidomodelleket (PC-9-NHLF) rekombinans IL-6 kezelésnek
vetettiik ald és az ABCG2, ABCCI, valamint ABCC5 mRNS szinten torténd kifejezodését
gPCR modszerrel vizsgaltuk. Az emelkedett IL-6-ot tartalmaz6 kornyezetben az ABCG2 és az
ABCCI szintjében minden kezelési kondicid esetén emelkedést tapasztaltunk (10. a.-b. abrak),

mig az ABCC5 csokkend tendenciat mutatott (10. c. abra).
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10. abra: ABCG?2 (a.), ABCCI (b.) és ABCCS (c.) relativ mRNS expressziojanak valtozasa
48 oras human rekombinans IL-6 elokezelést kéveto hatoanyag kezelések soran in vitro 3D
sejttenyészetben (PC-9-NHLF, n=3). A génexpresszios valtozasok [-aktin belso kontrollhoz
viszonyitva lathatoak. Az adatokat azok dtlaga + SEM dabrazoltuk és szignifikansnak
tekintettiik, ha az ANOVA teszt alapjan *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001.
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Az ABCG2 ¢s ABCC1 pumpa-aktivitasdnak kvantitativ meghatarozasahoz funkcionalis
vizsgalatot is végeztink. A rekombinans IL-6 molekula kizardlagos haszndlata ugyan
csOkkentette az ABCG?2 aktivitasat, az IL-6 el6kezeléssel torténd erlotinib-ciszplatin, valamint
ciszplatin-erlotinib szekvencialis kezelések az ABCG2 fokozott aktivitdsat mutattdk (11. a.
abra). Ezzel szemben az ABCC1 aktivitasa kismértékben csokkent a kezeletlen kontrollhoz

képest (11. b. abra).

ABCG2 ) ABCC1
50 alla 100
* * T
-
40 * = [+ 80-
& 30 E 60
= 20 I 40
10 20
0 T T T T 0-
A\ A\ . ; A\ N\ & -0
&€ & & F € &S
o o P o o N N
+ ‘6*’ < \9 ,@'@ ’l' \;b" ‘O'c,\ .\o@
N Y X N RN 18.\'
oi'\d\ %Q\'} o.’\\o .\,Q\
& &

11. abra: ABCG?2 (a.) és ABCCI (b.) drogtranszporter fehérjék aktivitisanak valtozasa 48
ordas human rekombinans IL-6 kezelést koveté hatoanyag kezelés soran in vitro 3D
sejttenyészetben (n=3). Az adatokat azok atlaga + SEM dabrazoltuk és szignifikansnak
tekintettiik, ha az ANOVA teszt alapjan *p<0.05, **p<0.01.
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6.7 A ciszplatin és az erlotinib kezelés hatasa a sejtmigraciora

ciszplatin alkalmazdsa, magneses migracidos gyongy esszét végeztiink. Az A549 sejtvonal
esetében a kontroll kezeletlen sejtpopuldcidhoz képest a ciszplatinnal torténd kezelés
atmenetileg késleltette a rés 6sszezarodast, de 24 h elteltével a sejtek migracidja azonos volt a
szoritotta vissza a sejtvandorlast. Ezzel ellentétben a PC-9 sejtvonal jol reagalt az erlotinibbel
torténd kezelésre és 12 h, valamint 24 h elteltével kisebb résdsszezarodas volt megfigyelhetd a

kezeletlen kontrollhoz és a ciszplatin kezelt sejtpopuldcidhoz képest (12. a.-b. abrak).
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12. abra: Ciszplatin (30 nM) (a.) és erlotinib (100 nM) (b.) kezelés hatasanak vizsgalata

crer

segitsegevel mérve (n=3). Az adatokat azok dtlaga + SEM dbrazoltuk és szignifikansnak
tekintettiik, ha az ANOVA teszt alapjan *p<0.05, **p<0.01.
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6.8 Gyulladasos citokinek szerepe a sejtmigracioban

Vizsgalatainkat tovabb folytattuk abba az iranyba, hogy a citokinek jelenléte
befolyasolja-e a tumorsejtek migraciojat a kezelésekkel egyiitt, valamint 6nalloan alkalmazva.
hatas figyelhetd meg, ha az IL-6-ot ciszplatinnal vagy erlotinibbel egyiitt alkalmaztuk. Az IL-
8 iranyaba végzett kisérleteink soran hasonld migracids mintdzatot tapasztaltunk, mint az IL-6
esetében. Az IL-8 ciszplatinnal egyiitt torténd alkalmazasa szignifikansan ndvelte a tumorsejtek

rekombinans IL-6 kezelés hatdsara nagyobb mértékben nétt az IL-8 kezeléshez képest.
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13. abra: Ciszplatin (30 nM), erlotinib (100 nM), IL-6 (ng/ml) és IL-8 (100 ng/ml) kizarolagos
és egyiittes alkalmazasanak hatasa a KRAS mutans A549 sejtek migraciojara (n=3). Az
adatokat azok atlaga £ SEM dbrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha az ANOVA teszt
alapjan *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001. 10x-es nagyitas.
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A PC-9-es sejtek esetében az IL-6 nem volt szignifikans hatdssal a sejtmigraciora, csak
abban az esetben, amikor erlotinibbel egyiitt alkalmaztuk. Erdekes modon azonban az IL-8
gatolta a résosszezarddast, kiillondsképpen az erlotinibbel egyiitt. A ciszplatin nem volt képes
lelassitani a résdsszezarodast, de IL-6 és IL-8 jelenlétében nagyobb migracidt eredményezett

(14. a.-b. abrak).
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14. abra: Ciszplatin (30 nM), erlotinib (100 nM), IL-6 (ng/ml) és IL-8 (100 ng/ml)
kizardlagos és egyiittes alkalmazasanak hatasa az EGFR mutans PC-9 sejtek migrdciojara
(n=3). Az adatokat azok atlaga + SEM dbrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha az ANOVA
teszt alapjan *p<0.05, **p<0.01. 10x-es nagyitas.
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6.9 Wnt jelatviteli molekulak szerepe a nem Kkissejtes tiidokarcinomaban

Az epithelidlis-mesenchymalis tranzici6 (EMT) folyamata soran az epithelidlis eredetli
sejtek elveszitik eredeti fenotipus jellemzdiket és mesenchymalis karaktert vesznek fel. A sejtek
ors6 alakot Oltenek, a sejtadhézids kapcsolatok felbomlanak, a sejtek elveszitik polaritasukat és
az epithelialis sejtekre jellemz6 markerek (pl.: E-kadherin, cytokeratin) drasztikus csokkenése
figyelheté meg. Ezzel egyidejilileg a mesenchymalis sejtekre jellemz6 tulajdonsagok jelennek
meg, mint példaul vimentin, fibronektin, N-kadherin, a-simaizom aktin expresszidja, valamint
matrix metalloproteindzok termelése. Végeredményképpen a transzformalddott sejtek
nagyfoku mozgékonysagot és invazios képességet szereznek, amely a daganatos betegségek
progresszidjaban és metasztazisképzésében nyilvanulhat meg. Szamos, daganat kialakuldsdhoz
kothetd jelatviteli utvonal és fehérje vesz részt az EMT kialakulasaban. Legf6bb szabélyozdja
a transzformald novekedési faktor-B, de az eddig megismert szabdlyozd rendszerek kozé

sorolhatéak a Hedgehog, Notch és a Wnt jelatviteli utvonalak is (123).

crer

karcinogenezisében is meghatarozo szerepe van. igy kezdtiik el vizsgalni a nem-kanonikus Wnt
molekulak kifejezodését AC és SCC sejtvonalakon. Az analizis soran kimutattuk, hogy a nem
kissejtes tiidokarcindma két altipusadban a Wnt5a és Wntl1 molekulak kifejezddése ellentétes
mintdzatot mutat. Magasabb Wntl1 ugyanis alacsonyabb Wnt5a szinttel parosult az AC
altipusban, mig magasabb Wnt5a szint alacsonyabb Wntl1 jelenlétét eredményezte az SCC

altipusban (15. abra).
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15. abra: Wnt5a és Wntll génexpresszios szintje A549 (AC) és HI157 (SCC) sejtkulturdkban.
A génexpresszios valtozasok f-aktin belso kontrollhoz, valamint primer, normal tiidoepithél

sejtkulturahoz (SAEC) viszonyitva lathatoak. Az adatokat azok atlaga = SEM dbrazoltuk.
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Ezt kovetden arra kerestiik a valaszt, hogy az AC altipusban talsulyban 1évé Wntl1
molekula milyen szerepet tolthet be a tiido karcinogenezisének folyamatédban. A sejtek invaziv
képességére iranyuld kisérleteinkben a fiiggesztett sejttenyésztd betétbe kitett A549 sejtek
szignifikdnsan gyorsabban vandoroltak, mint az SCC altipusi HI157 sejtek, amelyeknél
alacsonyabb Wntl1 szint volt lathato (16. abra).
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16. abra: A549 (AC) és HI157 (SCC) sejtkulturak invazios képességének vizsgalata. Az
adatokat azok atlaga + SEM abrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha a Student-féle t-

proba alapjan *p<0.05.

A megvaltozott Wnt 11 expresszio a sejtek motilitdsaban is valtozasokat okozhat, igy
kezdtiik el vizsgalni a Wntll szerepét az EMT folyamatahoz kothetd epithelidlis €s
mesenchymalis markerek expressziojaban. Eredményeink azt mutatjadk, hogy a Wntll
overexpresszidja eldsegitette az EMT folyamatat, amely az epithelidlis kadherin (E-kadherin)
szintjének csokkenését és egyuttal a mesenchymalis markerek, igy az N-kadherin, a-simaizom

aktin és vimentin fokozott kifejez0dését vonta magaval (17. abra).
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17. abra: Wntll overexpresszio és szuppresszio hatasa az epithelialis-mesenchymalis
tranzicio folyamatahoz kothetd markerek expressziojara A549 sejtkulturaban. A
génexpresszios valtozasok [-aktin belso kontrollhoz viszonyitva lathatoak. . Az adatokat
azok atlaga £ SEM abrazoltuk és szignifikansnak tekintettiik, ha a Student-féle t-proba

alapjan *p<0.05.
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7  Osszefoglalas

A tiidédaganat miatti haldlozas évtizedek Ota vezeti a statisztikakat a vilag minden tajan
(124). A tiidédaganatok kialakulasanak novekvd tendenciaja gy klinikai, mint molekularis
vizsgalatok sziikségességét vetette fel jobb kezelési stratégidk kidolgozasa érdekében. A platina
alapu kett6s kombinalt bazisterapian tul a molekularis célzott terapidk megjelenésével uj fejezet
nyilt az NSCLC, azon beliil is az adenokarcindéma szovettani altipus kezelésében. Ezzel
szemben a laphamsejtes karcindma esetében jelenleg még nem rendelkeziink célzott biologiai
terapia lehetdségével. Az Ujfajta megkozelitést képvisel6 immunterapia alkalmazasa azonban
reménykeltd lehet a laphamsejtes betegcsoport szdmara. E dohanyzéssal 0sszefliggd, erdsen
immunogén szdvettani altipusban a PD-L1 és CTLA-4 fehérjék kifejezddése szignifikansan
magasabbnak mutatkozik, mint az adenokarcindmak esetében, amely kiilonosen fontossa valhat

az immunellenérzépont-gatld szerek alkalmazasanak tiikrében (125), (126).

A kemoterapids kezelés hatasara a szoveti mikrokdrnyezetben bekdvetkezd valtozasok és
a progresszi6 kialakuldsanak megndvekedett kockazata osszefiiggésben allnak egymassal. Az
elsddleges célként szadmontartott tumorsejtpusztitds mellett a kemoterdpia kéros
kovetkezményeként gyulladdsos citokinek, kemokinek ¢és pro-angiogenikus faktorok
szekrécidja indulhat meg, amely kedvez a tuléld sejtpopuléacio tovabbi életben maradasdhoz és
ezaltal a progressziora és metasztazisra hajlamositdé kornyezet megteremtéséhez (127).
Eredményeink szerint a ciszplatin kezelés szignifikdnsan megemeli az IL-6 és IL-8 gyulladasos
Osszefliggésbe hozhatdak korabbi tanulmanyokkal, amelyekben leirtdk, hogy a molekularis
mechanizmus hatterében feltétlezhetéen a platinakomplex DNS karosité hatdsara indukalodo
NF-«kB-utvonalnak van szerepe, amely az IL-6 termelddését fokozza (128), (96). Az NF-kB-
utvonal aktivalddasa altal kivaltott IL-6 termelés szerepének vizsgalataban arra is fény dertilt,
hogy az IL-6 a tiidében taldlhaté monocitak tumortdmogaté hatassal rendelkez6, M2 fenotipust
makrofagokka torténd differencialodéasat idézi eld, amely szerepet jatszik a kemorezisztencia

kialakulasaban.

Tovabbi kisérleteink ravilagitottak a terapia sikerét befolyasold egyéb tényezdkre is.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a megnovelt IL-6 szint a multidrog rezisztencia
kialakulasdban fontos szerepet jatsz6 ABCG2 és ABCCI transzporter fehérjék szintjének
emelkedéséhez vezet. Az elérehaladott nem kissejtes tliidérdkban szenvedd betegek
vérplazmajaban gyakran emelkedett IL-6 szint detektalhato (93). Felmeriilhet a kérdés, hogy a

crcr
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hat6 szerepe mellett milyen molekularis valtozasokat idéz még eld. Korabbi tanulmany is
alatdmasztja, hogy a ciszplatin kezelés az ATM/NF-kB-ttvonal aktivalodéasa révén fokozza az
IL-6 szekréciot, amely egyuttal az MDR-asszocialt fehérjék, igy az ABCG2 megemelkedett
expressziojahoz vezet (94). Az altalunk vizsgalt ABCG2 és ABCCI transzporter fehérjék
emelkedett expresszidja értelmezhetd egyfajta molekularis védelmi mechanizmusként is, amely

az IL-6 dus tumor mikrokdrnyezet révén védelmet nyujt a daganatellenes szerekkel szemben.

Tovabbi kisérleteink a tumorsejtek migracios képességének vizsgalataval bizonyitjak,
hogy az IL-6 és IL-8 citokinek sejt-, és mutaciosspecifikus modon képesek a kezelés alatt allo
esetben az IL-6, mig a KRAS mutacidja az IL-8 megnovekedett szintjével parosul (129), (130).
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy EGFR mutéci6 esetén a ciszplatinnal torténd kezelés
az IL-6-szint tovabbi emelkedését vonhatja maga utdn, amely a vér-agy gat integritasanak
megbontasaval megndvekedett permeabilitashoz vezet (131). Az vér-agy gatra gyakorolt
negativ hatds révén az IL-6 emelkedett szintje sziikséges lehet az EGFR mutéciora gyakran

jellemzd agyi metasztazis eldsegitéséhez.

A fentiekben targyalt IL-6 és IL-8 citokinek mellett a gyulladds és a migracio
folyamataiban mas gének is szerepet jatszanak. Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a
nem-kanonikus Wnt5a a pro-inflammatorikus folyamatok aktivalodasan és egyuttal az anti-
inflammatorikus PPAR-y gétldsan keresztiil szabalyozza a tiidében lejatszod6 gyulladdsos
folyamatokat (132). Human melanémaban a Wnt5a kdzvetleniil szerepet jatszik a tumorsejtek
motalitdsaban, amely a PKC utvonal aktivalodésa révén sejtadhézids valtozasokhoz €s az aktin
atrendezddéséhez vezet (133), mig egy masik, szintén nem-kanonikus Wnt ligand, a Wntl1 az
EMT folyamatan keresztiil szabalyozza a sejtek vandorlasat (134). Eredményeink alapjan a
Wntl1 aktivacigjat az NSCLC-n beliil az adenokaricoma altipusban figyeltiikk meg, amely a
tumorsejtek fokozott invazids képességével parosult. Kiséleteink szerint a Wntll altal
kozvetitett hatds jeletésen fiigg a szoveti mikrokornyezetben jelenlévéd Wnt molekulak
szinjétdl. A modosult Wnt mikrokdrnyezetben a Wntl 1 fokozott kifejezddése eldsegiti az EMT
folyamatat, els@sorban a sejtek integritasért felelds kadherin molekulak szintjének eltolodasa
révén. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a Wntl1 kozvetleniil felelds a kadherin szint
szabalyozasaért. A , kadherin valtas” révén az E-kadherin szinjét cs6kkenti, mig az N-kadherin

mRNS szintjét noveli, amely szlikséges 1épés a metasztatikus tumor progresszio felé.
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A fenti eredmények tiikrében arra kovetkeztethetiink, hogy a nem kissejtes tiidddaganatok
kezelése soran alkalmazott hatdanyagok és azok sorrendje a tumor sejtek gatlasan tulmenden
megemelkedett 1L-6 expressziohoz vezethetnek. Az IL-6 altal kozvetitett hatds a szoveti
mikrokornyezetben a tumor progresszidjanak kedvez a tulélés, a migracios képesség és a
rezisztencia fokozasa révén (18. abra). Ennek okan a kezelés kivaltotta molekularis
mechanizmusoknak pontosabb megismerése a tiidokarcinoma kezelésének terdpias

megoldasaiban is kulcsfontossagu lehet.

2 Multidrog
% rezisztencia
1 IL-6 és IL-8
pro-inflammatérikus =) A Talélés
citokinek
1 Migracio

18. abra: A kezelés hatasdra indukalodo pro-inflammtorikus citokinek szerepe a nem
kissejtes tiidodaganat progressziojaban.
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8 Uj eredmények, kiovetkeztetések

Kutatdmunkam soran a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Szolgdlhat-e a betegekbol nyert tiidodaganatos szovetminta laboratoriumi
feldolgozasaval torténd in vitro 3D tumormodell felallitisa az egyes tiidodaganat
tipusok reprezentalasara és alkalmas-e a klinikai terapia soran alkalmazott

hatoanyagok vizsgalatara?

Az in vitro vizsgalatok bioldgiai modelljét sokdig a 2D un. egyrétegli (,,monolayer”)
sejtkultarak jelentették, azonban a sejt-, és szovettenyésztési technikdk fejlédésével egyre
nagyobb teret hodit az 0j, 3D vizsgélati rendszerek alkalmazasa. Mivel szerkezetiik és
Osszetettséglik kozelebb all a valds tumor-mikrokdrnyezethez, igy lehetévé valhat szdmos
betegség in vitro szoveti modelljének eldallitasa és ezaltal tumorellenes hatdanyagok tesztelése

1S.

Vizsgalatainkban az adenokarcindéma szdvettani altipus in vitro 3D szdveti modelljében
kimutattuk, hogy EGFR mutaci6 esetén az erlotinib, mig KRAS/EGFR vadtipus, valamint
KRAS mutacio esetén a ciszplatin bizonyult hatékonyabbnak. Megallapitottuk, hogy ezen
eredmények korrelalnak a klinikumban tapasztalt in vivo gyogyszerhatékonysaggal, és hogy a
betegmintakbol felallitott 3D tiidémodelliink alkalmas a klinikai terapia soran alkalmazott

hatdéanyagok vizsgalatara.

2. Befolydsolja-e a kezelés sorrendje a tumorsejtek kezelésre adott valaszat és a gyulladdasi

citokinek expressziojat?

A ciszplatin, valamint az erlotinib kezelés alkalmazasdnak sorrrendje eltérd terapias
véalasszal parosult a tumorsejtek életképességére gyakorolt hatdsdnak vizsgélataban.
Eredményeink azt mutatjak, hogy kombinalt kezelésben a ciszplatin elsédleges hasznalata
drasztikusan csokkentette a tumorsejtek €letképességét, ezzel szemben az erlotinib elsddleges
hasznalata kedvezobb volt a tumorsejtek életképességének szempontjabol. E megkdzelitésen
tul kimutattuk, hogy a terapia soran alkalmazott hatdanyagkezelések sorrendje kulcsfontossagt

szereppel bir a gyulladdsos citokinek expresszidjaban. EGFR mutacid esetén a ciszplatin
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kezelés tovabb emelte a tlidokarcinogenezis folyamataban fontos szerepet jatszo, a tumorsejtek

rrrrrrrrrr

crer

metasztazisképzeés gatlasahoz.

3. Megvaltoztatja-e az IL-6 jelenléte a tumorsejtek kezelésre adott valaszat?

A tumorsejtek tulélésében betoltott szerepének vizsgalataban kimutattuk, hogy az IL-6
minden kezelési kondici6 esetén indukalja a sejtek ¢letben maradasi képességét. A progresszid
megitélésének szempontjabol elmondhatd, hogy az IL-6 a tumorsejtek tulélésének pozitiv

regulatora, amely az alkalmazott hatéanyagkezelés sikertelenségét okozhatja.

4. Ezen beliil vizsgaltuk annak a kérdését, hogy van-e Osszefiiggés a tumorsejtek

életképessége és a drogtranszporter fehérjék szintje kozott?

A tumorsejtek életképességének ndvekedésével parhuzamosan megallapitottuk, hogy az
IL-6 képes az ABCG2 és ABCCI1 multidrog transzporter fehérjék mRNS szinjtét megemelni.
A génexpresszios valtozasok mellett a funkciondlis vizsgalatainkban az IL-6 Onmagaban
alkalmazva ugyan csokkentette az AGCQG2 aktivitasat, de a ciszplatin és erlotinib szekvencialis
kezelésekkel egyiitt az ABCG2 megndvekedett aktivitasat valtotta ki. Eredményeink igazoljak
azt a feltételezésiinket, hogy a tumorsejtek efflux transzportereinek kifejez6dését a gyulladésos
mikrokornyezet az IL-6 révén képes oly modon megvaltoztatni, amely a tumor

progresszidjahoz vezethet.

crer

5. Szerepet jatszik-e az IL-6, valamint az IL-8 a tumorsejtek migraciojanak

szabalyozasaban és ezaltal a metasztazisképzésben?

A tumorsejtek migracios folyamatait vizsgald kisérleteink eredményei azt mutattak, hogy
az IL-6 ¢és IL-8 citokinek pozitiv szabalyozoként mitkddnek a KRAS mutdns A549
adenokarcindma sejtek esetében, fokozva a sejtek migracios képességét. Az EGFR mutans PC-
9 sejtek tekintetében azonban az IL-6 és IL-8 ellentétes irdnyu hatdsat tapasztaltuk. Mig az IL-

6 fokozta, az IL-8 gétolta a sejtek vandorldsat. Osszességében feltételezhetjiik, hogy ezen
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metasztazisképzo hajlamat.

crer
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Abstract

Background: The predominant metastatic site of lung cancer (LC) is the brain. Although outdated, conventional
cisplatin treatment is still the main therapeutic approach for patients with advanced non-small cell lung cancer
(NSCLQ), since targeted therapy that offers better tumor control is not always possible. In the present study brain
metastasis associated cytokine expression was investigated in primary NSCLC adenocarcinoma (AC) tissues with
known oncogenic mutations in the presence or absence of platina based and tyrosine kinase inhibitor (TKI) drugs.

Methods: Primary lung tumor samples were isolated, DNA was sequenced and then the samples were grouped
based on mutation. Experiments were also performed using KRAS mutant A549 and EGFR mutant PC-9 cells. Drug
response was analyzed in three dimensional (3D) tissue cultures. We assessed drug response and IL-6 and IL-8
cytokine expression in relation to cellular invasion using ATP dependent cell viability, gRT-PCR analysis, cytokine
bead array, and migration assay.

Results: In 3D co-cultures, primary NSCLC derived cells harboring EGFR mutation responded better to erlotinib
treatment than KRAS mutant or KRAS/EGFR wild type (WT) cancer cells. In contrast, under the same culture
conditions KRAS/EGFR WT or KRAS mutant cancer cells are more sensitive to cisplatin than EGFR mutant cells. Drug
response and pro-inflammatory cytokine production varied depending on the driver mutations. Cisplatin but not
erlotinib increased both IL-6 and IL-8 secretion and only IL-6 increased cellular migration and proliferation.
Conclusion: In vitro assays are available to determine the response to planned therapeutic approach of lung

cancer subtypes. The sequence of administration of therapeutic drugs determines cytokine production and
therefore therapeutic response.
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Background

Effective therapy of lung cancer (LC) is still one of the
greatest challenges in cancer care. Despite the great prom-
ises of novel immunotherapies [1] the vast majority of
newly diagnosed LC cases are treated with conventional
chemotherapy as the cancer is already metastasized by the
time of diagnosis [2]. In such a fast progressing disease,
the slower acting immunotherapies can only offer treat-
ment advantage in specific cases and mainly in younger
patients.

The vast majority (around 80%) of LC-s belong to the
non-small cell lung cancer (NSCLC) type where the largest
subtype is adenocarcinoma (AC) [3, 4]. To find the best
therapeutic approach, key mutations including epidermal
growth factor receptor (EGFR), Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (KRAS), echinoderm microtubule-
associated protein-like 4—anaplastic lymphoma kinase
(EML4-ALK), and recently B-Raf proto-oncogene serine/
threonine kinase (BRAF) are routinely tested [5-7]. Al-
though radical improvements have not been observed in
survival statistics, targeted therapies can be used to slow
down progression in the presence of certain mutations. In
case of EGFR mutation, erlotinib, gefitinib, and the second
generation afatinib are recommended [3, 4].

The predominant metastatic site of both NSCLC and
SCLC is the brain, and up to 68% of patients with medias-
tinal lymph node metastasis eventually have brain metasta-
sis [8]. Even in comparison with other common epithelial
malignancies, the frequency of brain metastasis is the high-
est in LC-s [9]. Brain metastasis is significantly higher in
patients with confirmed EGFR mutations compared to
those with wild type EGFR [10]. EGFR mutation with exon
19 deletion induces multiple small brain metastasis with
smaller peri-tumoral brain edema than occurs in those
without EGFR mutations [11]. The EGFR tyrosine kinase
inhibitors (TKI) gefitinib and erlotinib have been tested in
patients with NSCLC brain metastasis [12]. Similarly to
primary tumors, the response of brain metastasis to EGFR
inhibitors is better in patients with activating EGFR muta-
tions while the activity of these drugs in individuals with
wild-type EGFR metastatic disease is modest at best [12].

The response to erlotinib and gefitinib in chemotherapy-
naive, non-smoker patients with brain metastases was sig-
nificantly better than smoker patients with brain metastasis,
indicating that there may be additional mutations that are
the result of cigarette smoking or chemotherapy that facili-
tate brain metastasis. Ineffectiveness of targeted therapy is
more often the case in patients who received platinum based
(carboplatin or cisplatin) chemotherapy prior to targeted
therapy. As both carboplatin, and especially cisplatin mark-
edly increases the mutation rate [7], added mutations could
alter the response to therapy. Additionally, the molecular
microenvironment changes upon therapy and can affect the
therapeutic outcome; increased soluble chemokines and
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cytokines including interleukin 8 (IL-8) and interleukin 6
(IL-6) have been detected in a variety of cancers and such
cytokine surges can promote metastasis [1, 3].

In the current work our primary aim was to investigate
whether the treatment response of EGFR mutant tumors
could be mimicked in vitro and used as a in drug selec-
tion studies [13]. We also aimed to study whether IL-8
and IL-6 cytokine production is triggered upon therapy
which could ultimately affect cellular proliferation and
migration. This may ultimately be of use in the selection
of the best available treatment for these cancers.

Materials and methods

Cell cultures

KRAS-mutant A549 (p.G12S ¢.34G>A) human lung
adenocarcinoma cell line (American Type Cell Culture
Collection, Rockville, MD, USA) was grown in DMEM
(Lonza, Walkersville, MD, USA) supplemented with 10%
FBS (Biowest, Nuaillé, France), 1% L-glutamine (Lonza,
Walkersville, MD, USA), 2% penicillin/streptomycin
(Hyclone, Logan, UT, USA), 1% HEPES (Lonza, Walkers-
ville, MD, USA), 1% non-essential amino-acids (Lonza,
Walkersville, MD, USA), 1% PBS/beta-mercaptoethanol).
EGFR-mutant PC-9 (exon19del E746—A750) human lung
adenocarcinoma cell line (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) was maintained in RPMI 1640 (Corning,
NY, USA) containing 10% FBS, 1% L-glutamine and 2%
penicillin/streptomycin at 37 °C in humidified atmosphere
containing 5% CO,. Primary human lung fibroblasts
(NHLF) were cultured in FGM-2 according to the manu-
facturers’ recommendations (Lonza, Walkersville, MD,
USA).

Primary lung cancer tissues

Lung tissue samples were collected during tumor resec-
tions at the Department of Surgery, University of Pecs,
Hungary. Pleural effusion samples were collected at the
Division of Pulmonology, Department of Internal Medi-
cine, Clinical Centre, the University of Pecs, Hungary.
The project was approved by the Ethical Committee of
the University of Pecs (2014-RIKEB-5329-EKK) and the
Medical Research Council of Hungary (366/2015 (46945—
1/2015/EKU)). Patients had given written informed con-
sent and their samples were independently coded and
treated anonymously. Sequencing of the samples was part
of the routine pathology testing. Patient data is summa-
rized in Table 1.

Primary tumor cell isolation

Solid tumor tissues were resected, and viable tumor
areas were selected by a certified lung pathologist. Tissue
samples were placed into sterile MACS® Tissue Storage
Solution (Miltenyi Biotec, Auburn, USA), sliced then
digested using a gentleMACS Dissociator (Miltenyi



Kiss et al. Respiratory Research (2020) 21:120

Table 1 Patient list

No Mutation Histology T N M

1 EFGR/KRAS WT Adenocc T2 N1 Mx
2 EFGR/KRAS WT Adenocc T2 N1 M1
3 EFGR/KRAS WT Adenocc T1 N1 Mx
4 KRAS MUTANT Adenocc T2 N1 Mx
5 KRAS MUTANT Adenocc T2 NO Mx
6 KRAS MUTANT Adenocc T2b NO Mx
7 KRAS MUTANT Adenocc T3 N2 Mx
8 KRAS MUTANT Adenocc T2 NO Mx
9 KRAS MUTANT Adenocc T1 N2 Mx
10 KRAS MUTANT Adenocc T2 N2 Mx
" KRAS MUTANT Adenocc T N1b Mx
12 EGFR MUTANT Adenocc T2b N1 Mx
13 EGFR MUTANT Adenocc T3 Nx M1
14 EGFR MUTANT Adenocc T1 N1 Mx
15 EGFR MUTANT Adenocc T2 N3 M1

Biotec, Auburn, USA) according to the manufacturer’s
recommendation (Miltenyi Biotec, Auburn, USA). Briefly,
solid tumor tissues were digested (40 min, at 37°C) in
RPMI 1640 supplemented with an enzyme mix provided
by the manufacturer. Cells were pelleted, resuspended in
RPMI 1640, passed through a cell strainer, and then cen-
trifuged. The pellet was resuspended in DMEM. Cells
were cryo-preserved using Cryo-SFM according to the
manufacturer’s recommendation (PromoCell, Heidelberg,
Germany) and stored at -80 °C until used.

In vitro three dimensional (3D) lung aggregates

NHLF and A549 or PC9 were mixed in 1:1 ratio and a
total of 30,000 cells/well were pipetted onto a low-
attachment 96-well U-bottom plate (Corning, NY, USA).
Cells were sedimented (600 g for 10 min) and cultured at
37°C and 5% CO, in mixed DMEM:FGM-2 or RPMI:
FGM-2 media at 1:1 ratio, respectively [14].

Drugs and reagents

Cisplatin (Accord Healthcare) was purchased from the
University Pharmacy, University of Pecs, Hungary).
Erlotinib was purchased from Selleckem (Houston, TX,
USA). Drugs were added to cells at final concentration
of 30 nM cisplatin, and various concentrations (1 nM,

Table 2 PCR primer sequences
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10nM, 100nM and 1pM) of erlotinib for 48 h. The
choice of erlotinib optimal concentration was deter-
mined using a cell viability assay. Recombinant human IL-6
and IL-8 was purchased from R&D Systems (Minneapolis,
MN, USA) and used at a final concentration of 100 ng/ml
for 48 h.

Cell viability assay

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Pro-
mega Corp., Madison, WI, USA) was used to evaluate
cytotoxicity after drug treatment. Co-cultures were seeded
into 96-well plates, after 24 h incubation 2D or 3D cell
cultures were treated with erlotinib and/or cisplatin. After
incubation for 48h at 37°C, 100 ul of CellTiter-Glo re-
agent were added and luminescence measured with
EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, USA). Each experiment was performed in
triplicates for each concentration and repeated three times
(m =3).

RNA isolation, cDNA synthesis

Total RNA was extracted using NucleoSpin RNA 1I isolation
kit according to manufacturer’s protocol (Macherey-Nagel,
Diiren Germany). RNA concentration was measured by
Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA). One microgram of total RNA was used to gener-
ate cDNA using High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA).

Quantitative (q)RT-PCR

qRT-PCR-s were carried out using the SensiFAST™
SYBR® Hi-ROX Kit (BioLine, London, UK). Amplifica-
tions were done on a StepOnePlus system (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). Gene expression was
analysed with StepOne software, using the housekeeping
gene f3-actin as reference standard. The primer se-
quences are listed in Table 2. The cycling parameters
were the following: one cycle 95°C for 2 min, 40 cycles
at 95 °C for 5s and 60 °C for 30 s. The relative quantities
(RQ) were calculated using the 2744t hethod.

Cytokine production

Inflammatory cytokine protein levels were quantified
after cisplatin and/or erlotinib treatment using BD™
CBA Human IL-6 and IL-8 Flex Set Assays CBA (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA) according to the

Target gene Forward primer

Reverse primer

human B-actin GCGCGGCTACAGCTTCA CTTAATGTCACGCACGATTTCC
human IL-6 AGGGCTCTTCGGCAAATGTA GAAGGAATGCCCATTAACAACAA
human IL-8 CAG GCCAAGGAGTGCTA AACTTCTCCACAACCCTCTGC
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manufacturer’s instructions. Cytometric Bead Arrays
(CBA) were then run on BD FACSCanto II flow cyt-
ometer (BD Immunocytometry Systems, Erembodegen,
Belgium) and analyzed.

3D wound healing bioassay

A549 and PC-9 cells were cultured on T-25 flasks until
they reached 80% confluence, then treated with 200 uL
NanoShuttle-PL overnight at 37°C, 5% CO, After 24h
incubation single cell suspensions were made and cells
were seeded to the 6-well repellent plate at a density of
1.2 x 10° cells/well. A 6-well magnet was placed on the
top of the plate for 5h to levitate the cells and induce
ECM formation [13, 15]. After incubation cells were col-
lected and added to 24-well repellent plate at a concen-
tration of 2 x 10° cells/well. A 24-well ring magnet was
placed below the plate for 15 min to allow cells to aggre-
gate into the magnet’s ring shape. Then, the cells were
exposed to cisplatin (30 nM) or erlotinib (100 nM). Cell
growth was documented by taking pictures at every 6 h
for 24 h using an EVOS® FL Imaging System.

Scratch assay

Cells were grown to 90% confluence in 24 well plates
(Corning Costar, Darmstadt, Germany) and wound was
created in each culture by scratching the cellular mono-
layers. Fresh medium supplemented with cisplatin (30
nM) or erlotinib (100 nM) in the presence or absence of
100 ng/ml IL-6 or IL-8 was added to the cell cultures,

Page 4 of 10

respectively. Wound healing was monitored by the de-
crease of gap area taking images with EVOS light mi-
croscopy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) at
regular intervals and the gap area was quantified using
Image] software.

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of mean
(SEM), and statistical analysis was performed using one-
way ANOVA test. p < 0.05 was considered as significant.

Results
Drug sensitivity of primary human lung adenocarcinomas
can be predicted in in vitro tissue cultures
Fifteen patient samples were used in the study, all of
whom had primary lung adenocarcinoma (AC). The
samples from 8 patients had KRAS mutations, 4 had ac-
tivating EGFR mutation and 3 patients had wild type
(WT) EGFR and KRAS genes. Patient information is
summarized in Table 1. All the samples were freshly
cryopreserved as single cell suspensions after surgery,
and then thawed for testing when the mutation analysis
became available. The protocol is summarized in Fig. 1a.
Not all of the samples provided enough material to be
used in every experiment, hence there are differences in
the number of freshly isolated samples in individual ex-
perimental settings.

To investigate the drug response of primary lung AC-s
with various mutation background in vitro, 3D aggregate

3D aggregates in U-shape 96-well plate

3D aggregates treated with Cisplatin and/or Erlotinib

1

Cell viability testing, RNA isolation for gRT-PCR

a b. c.
Erlotinib 100 nM Cisplatin (30 nM)
1201 1204
.
100 o
Resected tumor sample o —— 100
Single cell dissociation & 80 £ 804
= S 601 2 g0
= 8 40/ 8 40] . —=—
Single cell suspension ®
20 204 L
e " EGFRIKRAS  KRAS EGFR " EGFRIKRAS  KRAS EGFR
wild type mutant mutant wild type mutant mutant

Fig. 1 Primary sample processing protocol and 3D cell viability assay following erlotinib and cisplatin treatment in vitro. a Summary of patient
samples processing protocol. b Percentage of cell viability following erlotinib (100 nM) treatment for 48 h compared to untreated samples (WT
n =3, KRAS n =2 and EGFR n = 2). Data are presented as scatter plot of individual points with mean. ¢ Percentage of cell viability following
cisplatin (30 nM) treatment for 48 h (WT n =2, KRAS n =3 and EGFR n =2)




Kiss et al. Respiratory Research (2020) 21:120 Page 5 of 10

cultures were formed from primary cancer cells, after mutant (exon 19 deletion) PC-9 cell cultures that reacted
which the cultures were exposed to cisplatin (30 nM) or  to erlotinib at 10 nM (Fig. 2c).
erlotinib (100 nM). Studies indicate that in vitro drug To test whether cell proliferation and migration is af-
sensitivity assays replicate the clinically proven drug re- fected by the two above drugs, a novel cellular migration
sponse [16—18]. Patients with exon 19 deletions or exon test was performed. In the magnetic migration test the
21 substitution (L858R) in the EGFR gene were respon- KRAS mutant A549 and the EGFR mutant PC-9 lung
sive to TKI (erlotinib), while samples with KRAS muta- adenocarcinoma cell lines were used in 3D mono-
tion or WT KRAS/EGFR genes were not sensitive to  cultures (Fig. 2d). 30nM cisplatin treatment of the
erlotinib (Fig. 1b) [19-21]. Additionally, the in vitro drug  KRAS mutant A549 cells only transiently delayed gap-
sensitivity assay confirmed that cisplatin was more cyto-  closure and by 24 h the gap was closed to the same level
toxic to cells with WT KRAS/EGFR mutations than with  as in the untreated control (Fig. 2e and f). Erlotinib had
KRAS mutations and was least effective in those with  no significant effect (Fig. 2e and f) in the KRAS mutant
EGFR mutations (Fig. 1c) [22]. cultures. The EGFR mutant PC-9 cell line responded
well to erlotinib and a significantly larger gap area was
preserved even at 24h of incubation compared to un-
Cisplatin and erlotinib treatment alters cell viability and treated and even to cisplatin treated control (Fig. 2e, f).
migration
To be able to investigate the microenvironment in more  Cisplatin significantly increases pro-inflammatory
detail, two human lung AC cell lines with different EGFR  cytokine production
status were treated with erlotinib in 3D co-cultures To test whether primary, patient derived tumor samples
(Fig. 2a, b and c) [23]. Similarly to primary lung AC cells,  express pro-inflammatory cytokines that influence cellu-
cell viability of KRAS mutant A549 aggregate co-cultures lar proliferation and migration, mRNA levels of IL-6 and
were barely affected by erlotinib at lower concentrations IL-8 were measured. The levels of both IL-6 and IL-8
(1-100 nM) and some decrease in viability was only de- varied greatly amongst individual patient samples
tected at 1000 nM, far above the sensitivity of the EGFR  (Fig. 3a, b). The only notable tendency was that while in
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Fig. 2 A549 and PC-9 cell viability and migration alteration post cisplatin and erlotinib treatment. a 200 um light microscopy images of 3D lung model
of NHLF-A549 (75-25%) co-culture b 200 pm light microscopy images of 3D lung model of NHLF-PC-9 (75-25%) co-culture. ¢ Percentage of cell
viability expectancy for A549 and PC-9 versus erlotinib concentrations (1, 10, 100, 1000 nM). Data are presented as individual survival points + SEM. d
Summary of the NanoShuttle magnetic beads migration assay protocol. e A549 and PC-9 migration capacity at different time points (0, 6, 12, 24 h)
following cisplatin (30 nM) and erlotinib (100 M) treatment. f Quantification of migration capacity using gap area measurement. Data are presented as
% of Gap area compared to 0 h + SEM and significant changes are marked as % (P < 0.05) and %% (P < 0.001)
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the EGFR mutant primary AC samples IL-6 levels were
higher than in KRAS or WT samples, IL-8 levels were
the lowest. To test whether cisplatin and erlotinib affect
IL-6 and IL-8 cytokine expression, WT, KRAS and
EGRF mutant tumor samples were treated with cisplatin
(30 nM) or erlotinib (100 nM), and then cytokine mRNA
levels were measured (Fig. 3¢, d). Cisplatin treatment in-
creased both IL-6 and IL-8 message levels in all sample
types, especially in the EGFR mutant tumor samples
(Fig. 3¢, d). In contrast, erlotinib did not influence cyto-
kine production in WT or KRAS mutant primary sam-
ples, but did increase IL-6 levels in samples with EGFR
mutation (Fig. 3¢, d).

However, there was a great deal of variation between
different in primary samples, with and the greatest

differences observed between samples with of EGFR mu-
tations. Therefore experiments were performed using
the EGFR mutant AC cell line, PC-9. Pro-inflammatory
IL-6 and IL-8 cytokine production in EGFR mutant PC-
9 cell lines in 3D cultures were measured after cisplatin
or erlotinib treatment. It was also tested whether cis-
platin pre-treatment followed by erlotinib treatment af-
fected cytokine production. Both inflammatory cytokine
IL-6 and IL-8 production was significantly increased at
the mRNA level after cisplatin mono-treatment or cis-
platin and erlotinib combination treatment, while erloti-
nib alone did not increase message levels for either
cytokine (Fig. 4a-d). Protein levels of both IL-6 and IL-8
were also tested, but elevated protein levels were only
detected when the cell cultures were exposed to
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cisplatin. In fact, erlotinib reduced cisplatin induced IL-6
protein expression (Fig. 4b).

To test whether the presence of cytokines can modu-
late cellular migration and proliferation, scratch assays
were performed in the presence or absence of the two
drugs and/or cytokines. The addition of IL-6 (100 ng/ml)
significantly reduced the gap area by inducing cellular
proliferation and migration in the KRAS mutant A549
cultures (Fig. 5a, b). This was also the case if the cultures
were treated with cisplatin or erlotinib in the presence
of IL-6. IL-8 had no remarkable effect on gap closure in
the KRAS mutant cell lines (Fig. 5a, b). In contrast, add-
ing IL-6 had no significant effect on EGFR mutant PC-9
cells. PC-9 cultures responded to IL-6 during erlotinib
treatment when added IL-6 promoted gap closure. More
interestingly, IL-8 inhibited gap closure in the PC-9 cell

line and even more so in the presence of erlotinib
(Fig. 5¢, d). Cisplatin was unable to slow down gap
closure in the PC-9 cell cultures (Fig. 5¢, d) and in
the presence of cisplatin, added IL-6 and IL-8 accel-
erated the process (Fig. 5¢, d).

Discussion

Inflammation-associated cancer progression has be-
come widely acknowledged in the past decades [24].
While IL-6 and IL-8 both promote angiogenesis,
tumor cell survival, chemoresistance, and migration
[25, 26]; it was the high IL-6 serum levels which was
associated with poor survival rate in advanced
NSCLC. This is due to increased drug resistance and
reduced drug-induced apoptosis [27-30].
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One of the widely used chemotherapeutic drugs in
treatment of advanced cancers is cisplatin, which trig-
gers inflammatory cytokine IL-6 and IL-8 production
[17]. Cisplatin, apart from being strongly mutagenic [31]
induces upregulation of both IL-6 and IL-8 via activation
of the NF«B signaling pathway [18]. Moreover, elevated
levels of pro-inflammatory cytokines can increase che-
moresistance [29]. Elevated levels of IL-6 is also associ-
ated with increased permeability of the blood brain
barrier (BBB) [32].

In clinical trials, platinum-based chemotherapy com-
bined with EGFR-TKI had no survival benefits in ad-
vanced NSCLC [33-36], although preclinical studies
indicated otherwise [37]. Using our methodology, we were
able to preserve primary LC tissues and generate 3D ag-
gregate cultures for in vitro drug sensitivity testing when
sequencing data became available. The methodology
allowed us to demonstrate that in vivo patient data and
in vitro drug sensitivity tests provide highly similar results.
We have shown that primary tumors with activating
EGFR mutation were the least responsive to cisplatin
while tyrosine kinase inhibition was only effective in the
presence of activating EGFR mutation. Additionally, the

level of IL-6 was the highest in the patient group with acti-
vating EGFR mutation. If patients were to be pre-treated
with cisplatin, IL-6 levels can increase even further. As IL-
6 negatively affects the BBB, increased brain metastasis
can be further expected from the activating mutant EGFR
AC-s if treated with cisplatin. It has also been demon-
strated that erlotinib doesn’t increase IL-6 but high IL-6
levels can reduce the beneficial effects of TKIL. In contrast,
the presence of IL-8 did not reduce the tumor cell prolif-
eration effect of erlotinib. It was also shown that erlotinib
can inhibit cisplatin induced IL-6 secretion and accelerate
cellular migration.

Conclusions
Drug response can be effectively tested on primary can-
cer tissues in vitro [6, 13, 15, 21].

Somatic mutations of EGFR and KRAS are characteris-
tic mutations in lung AC-s that promote accelerated
tumor growth [38] and also affect drug response [39].
Preceding clinical therapy with an in vitro drug sensitiv-
ity test on a small number of tumor cells, could allow
even individual cytokine responses to be detected, indi-
cating clinical response to treatment. After further
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clinical validation of the above methods using a larger
sample pool, such technique could become a valuable
tool assisting the prediction of treatment response.

In cancer therapy the best treatment depends on the
available drug, the sequence of administration, the pa-
tients’ general conditions and co-morbidities that alter
the tumor microenvironments and hence their drug re-
sponses [40]. Based on our study, there is a possibility to
test individual drug response using a great variety of
output readings which all together provides additional
information for predicting individual therapy response.
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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 Whnt Signalling

Wnt 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

March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e57393



Whnt Signalling in Squamous Cell Lung Carcinoma

A

B

E — SAEC . SAEC
— H157

— A548-Wnt11

PLOS ONE | www.plosone.org 6 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e57393



Whnt Signalling in Squamous Cell Lung Carcinoma

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 (Krm?2) 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 Wntl1 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 AC (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), qRT-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 cis-acting elements including several GC boxes
and Spl, AP1, and AP2 binding motifs [25]. To test how B-catenin
activity affects Wntl1 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 B-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
Wntda and Wntll 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 Wnt)a.
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,
Izd-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 Wntl1
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 GIP only. A: Quantitative RT-PCR measurement of Wntl1
mRNA levels in A549 and Wntl1-A549 cells. B: Detection of
Wntll 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)
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