Proteoglikanok a majban
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A proteoglikanok fehérjevazbol és az ahhoz kovalensen kapcsoldédé savanyu cu-
korlancokbol éptilnek fel. A szervezetben mindentitt jelen vannak, elsésorban az
extracellularis matrixban és a sejtek felszinén. A majban normalis koriilmények
kozott els6sorban syndecan-1 talalhaté. Majcirrhosisban minden altalunk vizsgalt
proteoglikdn mennyisége né. Méjrakban a syndecan-1 mennyiségi valtozasanal
sokkal jellemzdbb a molekula kéros lokalizaciéja. A tumor jellegzetessége az
agrindus stroma. A proteoglikdnok részben fehérje-, részben cukorlancaik rész-
vételével aktiv részesei a sejtmiikodés szabalyozasanak. Mennyiségi és mindségi
valtozasuk hozzajarul a daganatos fenotipus kialakitasdhoz. A majrakok
heparanszulfatjai alulszulfataltak, és ezért biologiai hatékonysaguk csokken,
vagy megvaltozik. Kevéshé kotik a transzkripcios faktorokat, és nem gatoljak a
topoizomerdz I aktivitasat. A syndecan-1 csonkolt mutansa a hepatomasejtek
differenciacigjat idézi el6 és gatolja az endogén syndecan-1 extracellularis domén
lehasadasat (shedding). Ez a jelenség a shedding sejtszabalyozasban betoltott sze-
repére hivja fel a figyelmet. Magyar Onkoldgia 48:207-213, 2004

Proteoglycans are macromolecules formed by a protein core to which sugar chains
are covalently attached. They are present on the cell surface and in the ECM of
living things. In normal liver syndecan-1 is the dominant transmembrane
proteoglycan, trace amounts of ECM proteoglycans are in the stromal components.
The amounts of proteoglycans we studied increase in liver cirrhosis. In liver cancer
abnormal localization of syndecan-1 and stroma rich in agrin was characteristic.
The core proteins as well as the sugar chains of proteoglycans interact with and
modulate the effect of regulatory factors. This implies that structural alterations of
proteoglycans contribute to the development of malignant phenotype. Heparan
sulfate chains of liver cancer are undersulfated with decreased or altered biological
activity. Their binding capacity for transcription factor decreases, and they do not
inhibit topoisomerase I enzyme. Truncated form of syndecan-1 lacking the
extracellular domain of the molecule induces differentiation of hepatoma cell line
and inhibits the shedding of syndecan-1. This phenomenon calls attention to the
importance of syndecan-1 shedding in the regulation of cell behavior. Kovalszky I,
Dudds ], Gallai M, Hollosi P, Tdtrai P, Tdtrai E, Schaff Z. Proteoglycans in the liver.
Hungarian Oncology 48:207-213, 2004
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Az elmult 19 év jelentds részét azzal toltottem,
hogy megértsem, mi a szereptik a proteoglikanok-
nak a maj normalis és koros miikodésében. Ezt az
id6szakot szorosan atszétte a Jeney Andrassal va-
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16 munkakapcsolat. Valamikor nagyon régen O
volt az, aki azt mondta, talan a gliikkézamino-
glikdnokkal (GAG) kellene foglalkozni. A majku-
tatas pedig abban az idében az intézet tudoma-
nyos tevékenységének meghatarozé vonala volt.
A kett6 dsszekapcsolodasa szinte magatél adodott.
En persze akkor még nem tudtam, hogy a GAG-ok
a proteoglikanok cukorldncai. Azt sem, mik azok
a proteoglikdnok. A mentségem az, hogy akkortajt
altaldban nem tudtak sokat a proteoglikanokrol. A
80-as évek kozepén a rakkutatasban mindenki
,onkogénlazban” égett, a DNS, RNS és fehérje
mellett ugyan mit szamitott a cukor. Bennem sem
volt tul nagy lelkesedés a GAG-ok irant. Ami volt,
azt jorészt Andras ontotte belém. Az 6 el6itéletek-
t6l mentes érdeklédése, hite a téma fontossaga-
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ban, 6rome a kezdeti szerény eredmények lattan
adta az erét ahhoz, hogy atverekedjem magam a
kezdeti buktatokon, megtanuljam a mddszereket
és 1épésrol 1épésre haladjak elére a proteoglikan-
kutatas akadalyokkal megttizdelt dtjan. Az eltelt
20 év 6t igazolta. Aki proteoglikanokat kutat, ré-
szese a genomikanak, proteomikanak, és mar ott
van a glitkomika stirtjében is.

1. tdbldzat. A proteoglikdnok felosztdsa. A proteoglikanok elsosorban a sejtfelszi-
nen és az extracelluldris mdtrixban taldlhatok. A sejtfelszini PG-k kéziil legismer-
tebb a syndecan és a glypican csaldd, de fontos szerepe van a CD44 kiillonfele
splice varidnsainak is. A kis leucingazdag proteoglikdanok (SLRP) a kotdszévetben
taldlhatok. Ugyanitt van a versican is. A bazdlis membrdnok tipusos proteoglikdn-
jai a perlecan és az agrin. Az aggrecan a porc fo proteoglikdnja.

Lokalizacid Tipus Cukorlanc
Intracellulris Serglycin HS/CS
Membran
SLIPS (syndecanszer(, transzmembran proteoglikanok)
syndecan-1 HS/CS
syndecan-2,-3,-4 HS
GRIPS (glypican csoportba sorolhaté sejtfelszini
proteoglikdnok)
glypican HS
részidos PG-k betaglycan HS/CS
CDh44 CS
Extracellularis
SLRPS (kis, leucinban gazdag proteoglikanok)
|. csoport decorin, biglycan CS/DS
Il. csoport fibromodulin, lumican, keratocan
PRELP, osteoadherin KS
Ill. csoport epiphycan CS/DS
osteoglycin KS
Moduléris PG-k
hyalectanok (hyaluronsavat és lektint kot6é PG-k)
versican, aggrecan, neurocan,
brevican
hyaluronsavat nem koté PG-k
perlecan, agrin, testican HS/CS

1. dbra. Glitkozaminoglikdnok vdltozdsa humdn mdjmintdkban. Normdlis kériil-
mények kozott a mdjban elsdésorban HS taldlhato, elenyészd mennyiségben mutat-
hato ki DS és CS. A peritumordlis mdjban, az adenomdkban ds ez FNH-ban

a DS mennyisége fokozodik legnagyobb mértékben, de az osszes GAG-tartalom

is nd. A mdjrakban legkifejezettebben a CS mennyisége fokozodik. A jo- €s rosszin-
dulatii daganatokban egyardnt fokozodik a hyaluronsav-tartalom. A cirrhosisban
a HS és DS mennyisége no.
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A proteoglikanokrol

A proteoglikdnok (PG) tipusosan sejtfelszini és
ECM fehérjék (13, 17, 23, 39). Jellegzetességiik,
hogy vazfehérjéikhez savanya cukorlancok, gli-
kézaminoglikanok (GAG) kapcsolédnak O-gliko-
zidos kotéssel. A GAG-ok hex6zaminb6l (N-acetil-
glitkézamin, vagy N-acetil-galaktézamin) és uron-
savbol (glitkuronsav vagy iduronsav) 4ll6 di-
szacharid-alegységekbol épiilnek fel. Valtozo
mértékben szulfataltak. A szulfat- és karboxilcso-
portok a cukroknak savanyu karaktert kolcsonoz-
nek. Az endoplazmas retikulumban szintetizalo-
do vazfehérjék szerin-glicin motivumaihoz a cu-
korlancokat a Golgi részecskében taldlhat6 enzi-
mek kapcsoljak. A szerinhez 4 tagbdl allé cukor-
lanc kapcsolodik, melynek els6 tagja minden
esetben xiloz, ezt két galaktoz és egy glitk6zamin
molekula koveti. Ezt kévetéen a GAG-polimera-
zok (EXT1-2) végzik a cukorldancok uronsav-gli-
koz/galaktozamin diszacharid-egységekbdl fel-
épiilé meghosszabbitasat. A szulfatalast tobbféle
szulfotranszferaz enzim végzi ugyanitt (NDST, O-
szulfotranszferazok). A cukorlancok raépitése a
fehérjére a glikanalds, melynek szabalyozasa
még nem ismert (11). Az altalunk vizsgalt proteo-
glikdnok heparanszulfat (HS), dermatanszulfat
(DS) és kondroitinszulfat (CS) cukorlancokat hor-
doznak. A szulfataltsagi mintazat alapjan acetilalt
és szulfatalt (S domén) egységeket kilonithetiink
el a GAG lancokon (30). Utébbiak aktiv szerepet
jatszanak a molekularis interakci6kban. A vazfe-
hérjék szerkezete a 80-as évek végéig alig volt is-
mert, mert vizsgalatukat a cukorlancok nagymér-
tékben zavartdk. Pontosabb tanulméanyozasukra
a molekularis biologiai modszerek nytjtottak le-
het6séget. Klonozast kovetéen mod nyilt a fehér-
jéket kodol6 mRNS-ek, illetve a gének bazissor-
rendjének meghatarozasara. Ett6l kezdve a PG-k
szama és tipusa rohamosan szaporodott. Jelenleg
a proteoglikdnokat (a teljesség igénye nélkil) az
1. tdbldzatban bemutatottak szerint csoportosit-
hatjuk. Az elmult néhany évben szamos fehérjé-
r6l deriilt ki, hogy részidés proteoglikan.

A GAG-ok valtozasa majbetegségekben

Kutatasaim els6 szakaszaban csak GAG-okat vizs-
galtam. Ezek a vizsgalatok kisérletes és human
méjmintakon arra engedtek kévetkeztetni, hogy
alig talalhat6 olyan molekulacsalad, melynek val-
tozasai annyira szembedtléek a majcirrhosishan
és majrakban, mint a GAG-oké (22). Mennyisé-
giik a normalis érték sokszorosa lesz, és a GAG-
pattern csaknem differencialdiagnosztikus érté-
ki az ép méj, a daganathordoz6 maj, a majcirrho-
sis és majrak kozott (1. dbra). Az ép majban na-
gyon kevés a gliikézaminoglikan, és ennek nagy
része heparanszulfat (HS). A m4dj nem rakos meg-
betegedéseiben elsésorban dermaténszulfat (DS)
szaporodott fel. Meglep6 volt, hogy a GAG-ok 6sz-
szetétele a szovettanilag teljesen épnek ting
peritumoralis majban is megvaltozott. A majra-
kokra a kondroitinszulfat (CS) felszaporodasa
volt jellemzo.
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A mennyiségi valtozasok mellett mindségi
valtozasok is kialakultak. Ezek kozé tartozott a
szulfatacié megvaltozasa. Mind a heparanszulfa-
tok, mind a kondroitinszulfatok diszacharid-alegy-
ségeinek szulfataltsagi foka és a szulfatcsoportok
helye eltér az ép szovetben talalttol. Ez a valtozas
kilonosen fontos a heparanszulfat esetén, mert a
HS lanc szulfataltsagi mintazata befolyasolja a cu-
korlanc molekularis kolcsonhatasait. A 2. tdbldzat
3 peritumoralis m4j és 2 majrak HS diszacharid-
analizisének eredményét mutatja be. Jol lathato,
hogy a peritumoralis majhoz képest els6sorban a
HS 6-O-szulfataltsaga csokkent.

A tumorban mért értékek azonban nem tér-
tek el dramaian a kérnyezetben mérttél. Ez csalo-
dast jelentett, mert a patkdnymaj HS-r6l azt irtak
le, hogy magasan szulfatalt, heparinszerd (27,
28), a daganatos HS-ek pedig az altalanosan elfo-
gadott nézet szerint mindig alulszulfataltak (24,
31, 32, 44). Mivel magyarazhatjuk human min-
takban a csekély kiilonbséget? Az egyik lehetdség
az, hogy a human majban normalis kériilmények
kozott sem olyan magas a HS-ek szulfatacidja,
mint a patkdnymajban. A masik magyarazathoz
csak az elmult évben sikertlt kisérleti adathoz
jutnunk. Kiderilt, hogy a majrakokban viszony-
lag nagy mennyiségben van szabad, fehérjéhez
nem kotott HS, melyet éppen vizoldékonysaga
miatt korabban az elsé tisztitasi 1épésnél elvesz-
tetttink. Ez a HS-frakci6 valoban kifejezetten alul-
szulfatalt, szemben az ép maj azonos frakcidjaval
(2. dbra).

A tumoros HS-lancok atlagos mérete na-
gyobb, mint a peritumoralis m4jbol kinyerteké.
A lokalizaci6 is koros lehet. A majban a heparan-
szulfat f6leg a sejtek felszinén és az ECM-ben ta-
lalhat6. Koros allapotban, de elsésorban majra-
kokban a HS megfigyelheté a sejtmagban is
(3. dbra).

A proteoglikanok valtozasai
majcirrhosisban és majrakban

A GAG-ok dont6 hanyada fehérjéhez kotve van
jelen a szervezetben, tehat a cukrok mennyiségi
és minGségi eltéréseinek hatterében meghataro-
zott proteoglikanok valtozasai huzédnak meg. Az
altalunk megfigyelt jellegzetességeket a 3. tabld-
zat mutatja be.

Az ép majban a legnagyobb mennyiségben a
transzmembran syndecan-1 talalhato, a hepatoci-
tak bazolateralis felszinén és az epeutak hamsejt-
jein. Jéllehet a syndecan-2 mRNS-e nagy tomeg-
ben mutathat6 ki a majban, a fehérje mennyisége
csekély. Csak az erek és epeutak faldban van
agrin és perlecan, a portalis haromszogben és a
vena centralisok koriil kevés decorin.

A maj karosodasara a proteoglikdinok mennyi-
sége igen gyorsan valtozik. A gyulladas fokozza a
kotészoveti proteoglikdnok termelését. A deco-
rin, melyet a kotészoveti sejtek termelnek, szinte
elére jelzi a kollagén lerakodasanak a helyét. A
gyulladas elérehaladtaval, a fibroticus és cirrhoti-
cus majban nagyon sok decorin halomozddik fel
a kotészovetes sovényekben és a kapillarizalodo

PROTEDGLIKANDK A MAJBAN

2. tabldzat. A mdjrdk és a peritumordlis mdj fehérjéhez kitott HS-€bol heparitindz
emésztést kovetden nyert diszacharidok szulfatdltsdgi mintdzata. Az 1., 3., 5. 0sz-
lop peritumordlis mdjak értékeit, a 2., 4. oszlop a mdjrdkokét mutatja. Lathato,
hogy eltérés elsdsorban a 6-O-szulfatdltsdagban mutathato ki. Az 1-2. és 3-4.
mintdk két tumor-kérnyezo szovet pdrbol szdarmaznak.

Minta: 1 2 3 4 5
N-szulfatalt 392 367 324 30 39,6
2-O-szulfatélt glukézamin-tartalmu (25) 13,8 13,6 14,1 13,8 13,4
6-O-szulfatalt glikozamin-tartalmu (6S) 22,2 13,1 149 12,6 23
2S + 65 (Osszes O-szulfatalt) 36 26,7 29 26,4 36,4
Osszes szulfatalt 752 634 614 564 76

2. dbra. A mdjban és a mdjrdkban egyardnt kimutathato szabad, vdzfehérjéhez
kétott hepardnszulfdt. Ennek mennyisége mintegy 10x tébb a mdjrdkban, viszont a
magasan szulfatdlt epitopot felismerd ellenanyag ezzel a HS-sel nem reagdl. Az db-
ran azonos mennyiségben, sorozathigitdssal nitrocellulozhoz fixdlt mdjrak- és mdj
eredetti HS immunreakcidja ldathato a HS4C3 GIcNS3S6S-IdoUA2S (erdsen

szulfatalt) ellenanyaggal.

N

3. dbra. Biotinnal jelolt mdj HS HepG2 sejtekben. A sejteket 10 mg/ml koncent-
rdacioban inkubdltuk HS-sel, melyet ép mdjbal izoldltunk. A magi pozitivitds kb.
4 ora elteltével jelenik meg. A kimutatds streptavidin-FITC-el tértént, konfokdlis
mikroszkdpon.
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Eredeti kézlemény

3. tdbldzat. A mdjmintdkban kimutathato jellegzetes proteoglikdn-vdltozdsok. Ot-
ven mdjrdak-kérnyezé mdj vizsgdlatdt végeztiik el. A kronikus hepatitis-cirrhosis
mintdk elsdsorban tiibiopszids anyagok voltak.

Syndecan- 1 Decorin  Perlecan  Agrin  CD44
Ep méj + +/- +/- +/- +/-
Cirrhosis +++ mag +++ +++ +++ +++
Majrak +/- +/- ++ +++ ?
Majrék+cirrhosis ~ +++ mag +++ mag +++ +++ +++
Peritumor. maj +++ +/- +/- +/- ++

4. dbra. Syndecan-1 immunreakcio ép mdjban (a), civrhosissal nem sz6vodott mdjrdk-
ban (b), mdjcirrhosisban (c) és cirrhoticus mdjban kialakult mdjrdkban (d). Lathato,
hogy a daganatokban a syndecan fehévje elrendezodése egyenetlen, 6sszességében a
cirrhoticus tumorban mennyisége fokozodik, a nem cirrhoticusban inkdbb csokken.

5. dbra. A decorin lokalizdcidia a mdjban. Ep mdjban csak a portdlis hdromszog
koriili kotdszévetben van csekély decorin (a). Mdjcirrhosisban az dllebenyeket létre-
hozo kétoszovetben nagy mennyiségben figyelheté meg a fehérje lerakoddsa.

A decorin behatol a szinuszoidokba is (c). A cirrhosissal nem szovodott mdjrdakban
a tumor stromdja nem tartalmaz decorint, a daganatos gobét viszont decorindiis
stroma veszi koriil, mintegy elhatdrolva azt a kérnyezetétol (b). A cirrhoticus mdj-
ban kialakulo mdjrdkok boségesen tartalmaznak decorint stromdjukban (d).
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szinuszoidok mentén. A majcirrhosishan a leg-
markansabb eltérés a decorin felszaporodasa.
Mellette megfigyelhetd, hogy a bazalis membran
HS-proteoglikanok, a perlecan és az agrin a proli-
feralo epeeutakat és kis ereket rajzoljak ki, és le-
rakodnak a rostos kotészovetben is. Az agrin és a
perlecan kozott 1ényeges kiillonbség, hogy az
elébbi nem mutathat6 ki a szinuszoidok mentén
kialakulé bazalis membranban. Az ép majban
agrint eddig nem tudtak kimutatni, felszaporoda-
sar6l a majbetegségekben a jelen kozlemény el-
s6ként szamol be. Ez a kiilonbség azért 1ényeges,
mert a majrakok neovaszkulatirdjat viszont ki-
rajzolja az agrin, differencidldiagnosztikai esz-
kozt adva a vizsgalo kezébe. Egyidejileg, az adat
arra is utal, hogy a daganatos kapillarisok szerke-
zete eltérd.

A syndecan-1 mennyiségi valtozasainal sok-
kal jellegzetesebb az, hogy karosodds esetén
gyakran hianyzik a sejtfelszinrdl, a citoplazma-
ban van. Néha megjelenik a magban. Kérdés,
hogy ki sem megy a sejtb6l vagy tjra internaliza-
16dik?

A midjcirrhosis és a majrak kapcsolata bonyo-
lult kérdés. Magunk tgy gondoljuk, hogy a maj-
jatszik szerepet, tehat a két folyamat sok szem-
pontbdl egymastol fiiggetlen entitas. A fibrogene-
zis és cirrhosis fészerepldi a kotszoveti sejtek,
mig a majraké a transzformalt hepatocitak. Ada-
taink arra utalnak, hogy a fibrogenezis folyamata
soran a kotGszoveti sejtek elkotelezetté valnak
egy olyan program végrehajtdsira, melyet a
tumorsejtek fel6l jovo tjabb, a matrix atalakitasat
célzo, vagy a kornyezet feldl kiindulé és a tumor
elleni védekezést célzo jelek sokszor mar nem
tudnak attorni. Ilyen esetben azok a jellegzetes-
ségek, melyeket a nem cirrhoticus majban kiala-
kul6 rakoknal irtak le, elttinnek. A majrakokban
megfigyelhets valtozasokat tehat befolyésolja,
hogy a tumor cirrhoticus vagy nem cirrhoticus
majban alakult ki.

A cirrhosis-mentes majban a majtumorok
stroméja nem tartalmaz decorint, és a syndecan-
1 mennyisége is csokken. Ugyanakkor a cirrhoti-
cus majban kialakulé tumorokban a syndecan-1
csokkenése sokkal ritkabban figyelhet6 meg, és
a decorin a tumoros stréma szerves része (4., 5.
dabra).

Nem befolyasolja a cirrhosis jelenléte a maj-
rakokban az agrin és a perlecan felszaporodasat.
Mindkét fehérje a tumoros mikrovaszkulatira
bazalis membranjanak komponense. Mivel a
majcirrhosis kapillarizaciéja soran az agrin nem
rakodik le a bazalis membranban, ez a fehérje al-
kalmas a tumor és a diszplasztikus majszovet dif-
ferencidlasara (6. dbra).

Munkacsoportunk nem vizsgalta a versican
és a glypican-3 expresszigjat. A versicanrol jelen-
leg nincsenek adatok, de felszaporodasat szamos
mas daganatban leirtdk. Szinte biztosra vehet6,
hogy a majrakban felszaporodott CS versican vaz-
fehérjéhez kapcsolva van jelen. A glypican-3
expresszigjanak fokozodasa a majrakok egyik jel-
legzetessége (4, 46).
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Miért rossz, ha a proteoglikanok
mennyisége, mindsége és lokalizacidja
megvaltozik a majban?

A proteoglikdnok és szabdlyozo faktorok
kélcsonhatdsa

Az elmult években birtokunkba jutott ismeret-
anyagbol a legizgalmasabbak azok az adatok vol-
tak, melyek bizonyitottak, hogy az ECM fehérjéi
koziil a proteoglikdnok novekedési faktorok koté-
sére, tarolasara, prezentalasara, aktivalasara és
inaktivalasara képesek (12, 35, 36). Ez a funkcio
végbemehet a molekula fehérjevazanak részvéte-
1ével, ilyen a TGF-B1 inaktivalasa decorin vazfe-
hérjével, vagy a betaglycan TGF-B1-kotése (43).
Az esetek nagyobb részében azonban a moleku-
lak cukorlanca aktiv. A legismertebb faktorok,
melyeket a cukorlancok kotnek, az FGF (35) csa-
lad, a HGF, de az IFN-y, IL-3, GM-CSF, TNF-y és
TGF-B1 szintén képes heparanszulfathoz kotéd-
ni. A felsorolt molekulak mindegyike, de féleg a
bFGF, TGF-f1 és TNF-a fontos szerepet jatszik a
tumorok novekedésében és terjedésében is (8). A
heparanszulfatok strukturajuktol fiiggéen gatol-
ni, vagy stimulalni képesek a daganatinvazidoban
fontos szerepet jatszé szerin-protedzokat is (33).
A heparanszulfatok modulal6 hatasanak szamos
esetben nélkiilozhetetlen részese a heparandz
enzim, mely a heparanszulfat bontasaval képes
felszabaditani a cukorlanchoz kotott molekulakat
(25). A cukrok szerkezetének, lokalizacijanak
megvaltozasa befolyast gyakorol ezeknek a fon-
tos szabalyoz6 molekuldknak a mitkodésére, me-
lyek rossz idében, rossz helyen lesznek jelen.

HS-proteoglikdanok és jeldtuvitel

Bizonyos novekedési faktorok képtelenek hepa-
ranszulfat nélkil sejtfelszini receptorukhoz kotdd-
ni, és hatasukat kifejteni. Ezek koziil a legismer-
tebb a bFGF (14, 34, 42). A sejtfelszini HSPG-k he-
paranszulfatja fontos szerepet jatszik a wnt jelatvi-
tel szabalyozasaban is. Syndecan -/- egereken a
wnt jelatviteli ut aktivaldsa ellenére nem jott létre
emlérak (1). Ennek a jelatviteli titnak a karosodasa
gyakran kimutathaté a majrakokban is (41). Sajat
munkankban, ahol a syndecan-1 szerepét probal-
juk megérteni a molekula csonkolt formaival vég-
zett transzfekciot kovetGen, azt a meglépd ered-
ményt kaptuk, hogy az intracellularis és transz-
membran domén a kis extracellularis DRKE pep-
tid-motivummal egytitt differenciltatjia a hepato-
masejteket. A sejtek novekedése lassul, albumin-
termeléstik és az aszialoglikoprotein-receptor ex-
presszibja fokozodik. Adhezivitasuk megnd, a ho-
motipids kapcsolatok is gyorsabban alakulnak ki,
mikozben a claudin 1 és 7 tight junction fehérjék
mennyisége fokozodik. Adataink azt sugalljak,
hogy az események, melyeket a shedding (a syn-
decan extracellularis doménjének lehasadasa) uté-
ni allapot utdnzasa indit el, részben a MAPK tton
keresztiil aktivalodnak. Nagyon fontos tehat, hogy
a tumorokban zajlik-e a syndecan-1 sheddingje,
vagy nem (2, 5, 10). El6szor myelomaknal, majd
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Eredeti kozlemény

tiidéraknal kozolték le, hogy a fokozott shedding
miatt a szérumban megemelkedd syndecan-1-szint
rossz prognozist jelent (6, 20, 45). A syndecan leha-
sitésa eltavolitia a sejtek felszinérdl a szabalyozo
faktorokat, és ezek az ECM-ben rekedve kedvez-
nek a tumoros progresszionak. Sajat rendszertink-
ben a csonkolt syndecan-1 transzfektdlasaval ép-
pen ezt a sheddinget gatoltuk (7. dbra).

6. dbra. A bazdlis membrdn HS-proteoglikan agrin lokalizdcidja cirvhosissal
sz0vadott mdjrdakban. Erds pozitivitds ldthato a burjanzo epeutak és erek bazdlis
membranjdban, pozitivak a tumoros gob stromdjaban futo erek. Ugyanakkor a
cirrhoticus gob szinuszoidjaiban nem ldthaté reakcio. Ez egyértelmiien megkiilon-
bozteti a rdkos €s nem rdkos szévetet.

7. dbra. A syndecan-1 csonkolt fehérje, mely az intracelluldris (IC), transzmemb-
rdan (TM) doméneket és az extracelluldris domén elso 4 aminosavdt (DRKE) tartal-
mazza. A csonkolt fehérje folyamatos kifejezodése aktivdlja a MAP-kindz jeldtvite-
li utat. Az aktivalds modja még nem tisztdzodott, de feltételezheto, hogy a csonkolt
fehérje dimerizdcioja az elso lépés. Csokken az ETS-1 onkogén magi reprezentd-
cidgja. Ennek kévetkeztében csokken a matrilysin (MMP?) expresszidja. Az MMP7
csokkenése miatt az endogén syndecan-1 extracelluldris doménje nem hasad le,

a sejt mitkddését szabalyozo faktorok a sejtfelszinen maradnak.

Syndecan-1-transzfekcié
78 signal (IC, TM domain)
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A decorin és a differencidcio

Tozzo mutatta ki, hogy a decorin ligandja lehet az
EGF-receptornak, és a kotédés hatasara a
laphamraksejtek differencialédnak, mikozben a
p21 ciklindependens kindzgatlo expresszidja fo-
kozodik (37). Az IGF-receptorhoz kotédve endo-
télsejteken a decorin befolyasolja az AKT foszfo-
rilalodasat, és fokozza nemcsak a p21, hanem a
endotélsejtek vértdroket formélnak (38). Sajat
vizsgalataink szerint a decorin bejuthat a sejt-
magba is. Ezt a jelenséget Hep3B sejteken észlel-
tik, s arra utal, hogy bar a majsejtek nem termel-
nek decorint, a malignus transzformaci6 soran a
fehérje ujra termelddni kezd, vagy a tumorsejtek
képesek a decorin felvételére.

Jelenleg nem tudjuk, miért stimulalja a tumor
specifikusan az agrin termelését. Az mindeneset-
re kétségtelen, hogy a fehérje a bFGF-fel és az
endotélsejt-marker CD31-gyel szoros koloka-
lizacioban fejezodik ki, tehat feltételezhetd, hogy
szerepe a tumoros neoangiogenezisben van.

Hepardnszulfdat a magban

Az extracellularis matrixb6l a heparanszulfat
egyesek szerint a sejtmagba juthat. A bejutas
moédja ma még nem teljesen tisztazott, feltehetd-
en az endocitézissal citoplazmaba jutott cukor-
lancok valamilyen fehérje (bFGF?) kiséretében
keriilnek be a magba (16). A maj és majraksejtek
osszehasonlitasa arra utalt, hogy a daganatsejtek
magjéban talalhaté HS szerkezetileg eltér a nor-
malis sejtekben kimutatottél (7, 21). A magi HS
szerepet jatszik a kontakt gatlasban, a hatasmod
azonban nem ismert. Mindenesetre a heparin az
egyik fehérjefoszforilalo enzim, a kazeinkindz f6
gatlgja (15). Gatolja a telomeraz enzim aktivitasat
is (8). Leirtak réla azt is, hogy képes transzkripci-
6s faktorok hatasat felfiiggeszteni, és fontos magi
enzimek mikodését gatolni (7, 21).

A HS-ek magi szabalyoz6 szerepér6l hosszu
évek 6ta jelentek meg elszért kozlemények (3, 9,
18). Lehetséges szereptliket a magi szabélyozas-
ban annak ellenére kétségbe vontak, hogy sza-
mos magi fehérje heparinkotédése alapjan tisztit-
haté (19, 40). A transzkripciés faktorok, noveke-
dési faktorok és a topoizomeraz I tisztitasa Hepa-
rin-Sepharose oszlopon torténik.

A kiilonboz6 szévettenyészeti sejtek magja, és
az ezekbdl izolalt, els6sorban nonhiszton fehérjék-
nek megfelelé magi frakciok magas ionergsségnél
(0,6 M NaCl) is kotni képesek a biotinalt heparint,
mig a citoplazma-fehérjék nem mutatnak kilono-
sebb affinitast a heparin irdnt. A kutatok ezt els6-
sorban e fehérjék bazikus tulajdonsagaval magya-
raztak. Szemben a toltésen alapuld interakcioval,
az utébbi idében tobb kozlemény szamolt be arrdl,
hogy szamos névekedési faktor (bFGF, HGF) speci-
fikus oligoszacharid strukturahoz kotédik. Mi azt
tételezziik fel, hogy a magi heparinkotd fehérjék
interakcigja a HS-sel specidlis szerkezetet igényel
mind a fehérje, mind a cukor részérdl, és az igy 1ét-
rejott kapesolatnak fiziologias jelent6sége is van.
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Sajat eredményeink szerint a p53 és a topo-
izomeraz II nem tartoznak a heparint koté mole-
kuldk koézé, mig a topoizomerdz I, bFGF és a
PCNA erdsen heparinkotd sejtmagi fehérje (23).
Sejtes rendszereken is szaporodnak az adatok,
melyek szerint a GAG-ok illetve PG-k magi mu-
kodéseket képesek befolyasolni. Leirtak, hogy a
heparanaz enzim hatdsara a matrixb6l diszacha-
rid egység szabadul fel, mely T-limfocitdkon
transzkripcios szinten gatolja a TNF-0 expresszio-
jat (26). Heparin kezelés hatasat kovetéen a jun-
fos AP-1 heterodimer nem tud a DNS-hez kotédni
(3, 7). Talan ez a magyardzata annak, hogy a he-
parin képes simaizomsejtek, sét daganatsejtek
szaporodasat gatolni (29).

Sajat és masok in vitro vizsgalatainak biol6giai
jelentéségét tamogatjak megfigyeléseink, melyek
szerint a biotinnal jelzett heparin és HS 4 6ran be-
lil bejut a sejtmagba (21). Ennek titkrében fokozo-
dik a jelentGsége azoknak az eredményeinknek,
melyek bebizonyitottdk, hogy a topoizomeraz I és
IT aktivitasat az ép majbol szarmazé HS gatolja,
mig a majrakbol szarmazé HS nem. A heparin és
maj HS topoizomeraz I-gatlo hatasat sejtes rend-
szerben is igazolni tudtuk. Mivel a HS a DNS-sel
vetélkedik a topoizomeraz I kotéséért, befolyasolja
a topoizomeraz I-gatlo topotecan hatékonysagat is.
Kevésbé volt hatékony a tumoros HS a transzkrip-
ci6s faktorok DNS-két6désének gatlasaban is. A
majrak HS sokkal gyengébben gatolta az AP-1, TF
IID és SP1 transzkripcios faktorok DNS-kotését,
mint az ép majbol kinyert GAG. Ugyanakkor az
ETS-1 interakci6t a tumoros HS gatolta jobban.
Felvetodik tjra a kérdés, hogy csak a HS-ek
szulfataltsagbeli eltérése all-e a kiilonbségek hatte-
rében? A tény, hogy az igen magasan szulfatalt
heparin gatlo hatasa a tumoros HS-énél is cseké-
lyebb volt, ismét arra utal, hogy a megfelel6 hatas
eléréséhez specialis HS-struktirara van sziikség. A
HS magi szabalyoz6 szerepe koriili ellentmondé-
sok magyarazata feltehetéen éppen a heparin és
egyéb GAG-ok szerkezetének variabilitdsaban rej-
lik. A mi vizsgélataink soran hasznalt HS-ek az im-
munvizsgalatok alapjan peritumoralis maj esetén
elsgsorban syndecan-1-, a majrakbol izolalt min-
takban pedig perlecan- és agrin-eredettiek (23). A
diszacharid-vizsgalataink szerint a tumoros és
nem tumoros eredetl HS-ek diszacharidjai elsé-
sorban a gliikozamin 6-O-szulfataltsag mértékében
tértek el, a tumoreredeti HS veszitett a 6-O-
szulfataltsagbol. Ezek a valtozasok, bar kis mérté-
kiek, részben magyarazhatjak a biologiai aktivita-
sokban tapasztalt killonbségeket, nevezetesen azt,
hogy szemben az ép majbol szarmazdval, a tumo-
ros HS nem gatolja a topoizomeraz I aktivitasat és
a transzkripcios faktorok DNS-kotését.

Zarosorok

A proteoglikanok szerepét a sejtek és szovetek bi-
ologiai viselkedésében egyre tébben fogadjak el
tényként. Ismertségiik és elismertségiik azonban
még mindig messze elmarad egyéb, a patologiai
eseményekben fontosnak tartott molekuldkétol.
Bizom benne, hogy az elmondottak érzékeltették
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a biologiai folyamatok széles skalajat, melyekben
molekuldink az aktiv jatékosok kozott szerepel-
nek. Barmilyen irdnybol indul is el a kutato, is-
merve a proteoglikdnok széleskord szerepét a bi-
olégiai eseményekben, joggal szamithat ra, hogy
egyszer csak szembetaldlja magat ezekkel a mole-
kulakkal, legyen az esemény fiziol6gias, vagy pa-
tolégias, mint a regeneracio, sebgyogyulés, gyul-
ladas, daganat, vagy degeneracio.
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