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1. Bevezeto

Az emlérak a n6k korében leggyakrabban eléfordulé rdkos megbetegedés, évente 1x10° nét
diagnosztizalnak vilagszerte mellrakkal. Az emlddaganatok kialakuldsanak kockazata a nok-
ben az ¢életkortol, az emlémirigy tomegétdl és endo- illetve exogén hormonhatasoktol fliggden

eltérd lehet. Ugyanakkor a tumorigenezist kivalto, genetikai valtozasokbol eredé molekularis

crer

crcr

nem tisztazottak. Mivel az attétek keletkezése a rak gyogykezelésében komoly kihivast jelent,
a metasztatikus képességet jelz0 molekularis markerek azonositasa ¢és az attétes
tumorképzddés folyamatanak megértése kiemelkedd fontossagu. A kozelmultban egy normal,
non-invaziv emld tumor €s invaziv emlérdk sejtvonalakon végzett, atfogd transzkriptdma-
elemzés soran a lizil oxidazt (LOX) eltéré expresszidja alapjan potencialis marker génként
azonositottak. Ezen feliil a LOX emelkedett expressziojat és enzimaktivitasat figyelték meg
mellrdk szovetekben és invaziv/metasztatikus emlérak sejtvonalakban. A lizil oxiddz f6 is-
mert funkcidja az extracellularis matrix komponenseinek keresztkotése, igy azon szabalyozo
¢és kolcsonhatd faktorok, melyek hozzajarulnak az enzim Ujonnan leirt, mellrakban betoltott
funkciojahoz, még felderitésre varnak. Korabbi ¢leszté két-hibrid sziiréseink a lizil oxidaz és
a terhesség-specifikus hormon, a placentélis laktogén (PL) interakciojat mutattak ki. A PL a
szomatotropin-prolaktin hormoncsalad tagja, mely normal koriilmények kozott a placenta
szinciciotrofoblasztjaiban termelddik, ¢és a laktogenezisben valamint a magzat ndvekedésében
¢és fejlodésében jatszik szerepet. A ndvekedési hormonhoz és a prolaktinhoz hasonléan a
placentalis laktogén expresszidjat is leirtdk mar emld eredetli tumorokban, ugyanakkor a
tumorigenezisben betoltott szerepe, ahogy a LOX-PL kdlcsonhatas szerepe is ezekben a fo-

lyamatokban még tisztazasra var.



2. Célkituzések

E tanulmény célja volt az Gjonnan kimutatott LOX-PL kolcsonhatas igazozasa, mely feltehe-
téen a LOX enzim daganatképzddésben betoltott funkciojaval van szoros Osszefiiggésben,
tovabba a kolcsonhatas karakterizalasa, bioldgiai jelentdségének felderitése. A célkitlizések a

kovetkezdk voltak:

1. célkitlizés
Az ¢lesztd két-hibrid kisérletekben kimutatott LOX-PL interakcio igazolasa élesztd direkt
kolcsonhatas vizsgalatokkal.
Az élesztd két-hibrid PL konyvtarfehérje és a LOX “csali” fehérjék kolcsonhatasanak
tesztelése ¢€lesztokben a konyvtar ¢és ,csali” plazmidok kombinacidinak

kotranszformalasaval €s a riporter-gén aktivitas elemzésével.

2. célkitizés
Az ¢élesztd két-hibrid sziirésben tobb klon altal reprezentalt placentalis laktogén és LOX kol-
csonhatasanak tovabbi igazolasa és jellemzése.
a) Expresszios konstruktumok Iétrehozasa a LOX és annak delécios fragmentumai-
nak bakterialis termeltetése céljabol.
b) A rekombinans LOX fehérjék termeltetése és tisztitasa a tovabbi in vitro vizsgéla-
tokhoz elegendé mennyiségben.
¢) Invitro kdlcsonhatas-vizsgalatok: pull-down és Far Western modszerrel.
d) A fehérjekolcsonhatas disszocidcios allanddjanak (Ky) meghatirozdsa modositott
ELISA modszerrel, valamint a LOX affinitasanak tesztelése a hormoncsalad masik

két tagjaval, a novekedési hormonnal (GH) ¢és a prolaktinnal (PRL) szemben.

3. celkitizés
A LOX-PL kolcsonhatas in vivo vizsgalata.

a) Az irodalmi adatok alapjan valoszinli LOX és PL expresszid vizsgalata emlorak
eredetli szovetmetszeteken immunfluoreszcens festési eljarassal, koexpressziojuk
tesztelése.

b) Egy megfeleld in vivo modell kivalasztisa, melyben a nativ LOX-PL komplex

vizsgalhato koimmunoprecipitacidval.



4. célkitiizés
Az azonositott LOX-PL interakci6 az enzim katalitikus aktivitasara gyakorolt hatasanak vizs-
galata.
Enzimaktivitas-vizsgalatok végrehajtasa a fehérje-kolcsonhatas természetének felderi-
tése céljabol, illetve az esetleges enzim-szubsztrat vagy enzim-reguldtor viszony meg-

hatarozasa.

5. célkitlizés
A fehérje-kolcsonhatas bioldgiai szerepének vizsgalata.
a) A tovabbi fenotipikus elemzésekhez megfeleld, LOX-ot és/vagy PL-t stabilan tual-
termel0 sejtvonalak 1étrehozésa.
b) A sejtek fenotipikus jellemzése a tiltermeld sejtvonalak proliferacids és migracios

tulajdonsdgainak vizsgalata révén.

3. Anyagok és modszerek

E tanulmany soran a korabbi élesztd két-hibrid vizsgélataink altal kimutatott lizil oxidaz-
placentélis laktogén fehérje-kolcsonhatést igazoltuk és jellemeztiik. A biokémiai analizishez
rekombinans GST-LOX delécids konstruktumokat klonoztunk, majd a fazids fehérjéket
Escherichia coliban termeltettiik és tisztitottuk. Az ¢élesztd direkt kdlesonhatas-vizsgalatok, a
szilard fazist kotési vizsgalatok és a pull-down kisérletek igazoltdk a LOX-PL kolcsonhatast
in vitro, illetve a kotési affinitds is meghatarozasra kertilt. Enzim aktivitasi mérésekkel tesztel-
tik az interakcido hatdsat a LOX katalitikus miikodésére. A fehérjék expressziojat
immunfluoreszncenciaval hataroztuk meg egy konfokalis mikroszkop segitségével emlérak
eredetli szovetmetszetekben. Western blot analizissel teszteltiik a fehérjék expresszigjat emlo-
rak sejtvonalakban, az in vivo kolcsonhatast koimmunoprecipitdcioval vizsgaltuk.
Immortalizalt, normal emld epitelium eredetli sejtvonalakat lentiviralis vektorokkal transzdu-
kaltunk, ezzel a LOX és/vagy a PL tultermelésére késztetve dket. Ezt kovetden a LOX és a PL
tultermelésének egyedi €s egyiittes, a sejtek viselkedésére gyakorolt hatasat analizaltuk ezen
sejtvonalakon. A proliferativ eltéréseket proliferacids tesztekkel, a motilitasbeli eltéréseket
elészor az aktin citoszkeleton lehetséges atrendezddését feltard falloidin festéssel, majd mig-

racios esszékkel tanulmanyoztuk.



4. Eredmények

4.1. Rekombinans, GST-fuzionalt LOX delécios fragmenteket sikeresen klonoztunk, és
expresszaltattunk E. coli baktériumban. A kezdeti, részben sikeres torekvéseink utan, melyek-
ben e proteineket szolubilis forméaban kiséreltiikk meg tisztitani, az inkltzids testekbdl sikertilt

a tovabbi in vitro biokémiai analizisekhez elegendd mennyiségii fehérjét kitisztitanunk.

4.2. Eleszt6 direkt kolesonhatasi, pull-down és Far-Western vizsgalataink soran igazoltuk,
hogy a LOX enzim valoban kot a PL hormonhoz. Ezen feliil felfedeztiik, hogy a lizil oxidaz
mellett az enzimcsalad egy tovabbi tagja, a lizil oxidaz-szerti 2 (LOXL2) fehérje is kotodik a

placentalis laktogénhez.

crcr

(aal69-348), ami a PL-nel valo kdlcsonhatasban vesz részt, valosziniileg a LOX C-terminalis

CRL doménjével 6sszhangban.

4.4. Tovabba bemutattuk, hogy a LOX enzim nemcsak a PL-t koti, hanem affinitast mutat
a hormoncsalad két masik, homolog tagja, a ndvekedési hormon (GH) ¢és a prolaktin (PRL)
fel¢ is, habar az enzim affinitdsa e hormonokhoz két nagysagrenddel alacsonyabb, mint a ter-

mészetes szubsztratjaihoz vald affinitasa.

4.5. Enzimaktivitasi méréseink soran megallapitottuk, hogy a PL nem szubsztratja az enzim-

nek, mivel az nem mutatott aktivitast a hormon mint szubsztrat jelenlétében.

4.6. Ezen feliil, mivel a LOX meg0rzi katalitikus aktivitdsat kadaverin szubsztrattal szemben
PL jelenlétében, azt allapitottuk meg, hogy a hormon valoészinilileg nem rendelkezik a LOX

enzimaktivitasat gatlé hatéssal.

4.7. A LOX ¢és PL koexpressziot kettds immunfestéssel vizsgaltuk mellrak szovetmetszete-
ken, és a kordbbi irodalmi adatoknak megfeleléen mindkét fehérje expresszidjat igazoltuk

eml6 karcinomakban.

4.8. Ezt kovetden a fehérjék koexpressziojat emlérak eredetii sejtvonalakban tanulmanyoztuk

Western blot mddszerrel, és kimutattuk, hogy az erdsen invaziv és metasztatikus Hs578T ¢és



MDA-MB231 sejtvonalak nemcsak a LOX-ot, hanem a PL-t is megemelkedett mértékben

termelik.

4.9. A PL-LOX koexpresszal6o Hs578T emldrak sejtekkel végzett koimmunoprecipitacios

probak folyaman igazoltuk, hogy a fehérjék kdlcsonhatésa in vivo is 1étrejohet.

4.10. A LOX ¢és PL taltermelésének egyedi és egylittes hatasat az emld epitelialis sejtekben
vizsgaland6, immortalizalt normal emld epitehlidlis MCF-10A sejteket transzdukaltunk
lentiviralis vektorokkal, hogy stabilan expresszaljak a két fehérjét, majd azok emelt szintli

expressziojat Western blottal igazoltuk.

4.11. Mivel a placentalis laktogén szerepet jatszik a sejtosztodas indukciojaban, a transzdukalt
sejtvonalakon a sejtosztodast teszteltiik. Azt talaltuk, hogy a PL taltermelése az MCF-10A
sejtekben szignifikdnsan emelkedett proliferacios ratat eredményezett, mig LOX-zal vald
koexpresszidja tovabb novelte a sejtosztédasok ardnyat. A LOX enzim taltermelése 6nmaga-

ban nem vezetett ilyen valtozasokhoz.

4.12. A masik altalunk vizsgalt sejtes folyamat a migraci6 volt, mivel az irodalomban k6zol-
tek alapjan a lizil oxidaz taltermelése egy nagyobb mértékben migrald fenotipust indukal az
amugy kevéssé invaziv, nem metasztatikus emlétumor sejtvonalakban. Eldszor az aktin
citoszkeletont falloidinnel festettiik, hogy a motilisebb fenotipusra utalé Ilehetséges
citoszkeleton-atrendezédéseket felderitsiik. Erdekes modon, minden transzdukalt sejtvonalban
az aktinszerkezet atrendezOdését, és szamos, hossza filopédium megjelenését tapasztaltuk.
Ezért ugy dontottiink, hogy a transzdukalt sejtvonalak vandorlasi képességét migracios esz-
székben teszteljiik. Eredményeink alapjan a LOX ttaltermelése 6nmagéban nem elegendd egy
jobban migralé fenotipus indukalasdhoz a normdl emld epitelidlis sejtekben, ellentétben a
kevéssé invaziv, nem metasztatikus emldtumor sejtvonalakkal. Hasonloképp, a PL taltermelé-
se sem okoz valtozast a sejtvandorlasi mintazatokban. Ugyanakkor azon sejtvonalak, melyek
egyszerre termelték a LOX és PL fehérjéket emelkedett szinten, szignifikansan magasabb

migracids aranyokat mutattak a tobbi sejtnél.



Kovetkeztetések

Munkank sordn az extracelluldris matrix enzim lizil oxiddz és a hormon placentalis
laktogén kolcsonhatasat igazoltuk és jellemeztiik in vitro és in vivo mddszerekkel. Azt talal-
tuk, hogy a LOX mellett, az enzimcsalad egy tovabbi tagja, a LOXL2 enzim is képes a PL
hormont kétni. Erdekes moédon az enzimesalad e két tagja osszefiiggésbe hozhaté a daganat-
képzddés folyamataival, &m pontos szerepiik még felderitésre var. Eredményeink alapjan a
LOX nemcsak a PL-t koti, hanem affinitdst mutat a hormoncsalad masik két tagjaval, a ndve-
kedési hormonnal €s a prolaktinnal szemben is, melyek onkogén szerepe ismert.

In vitro amin oxidadz esszéink demonstraltak, hogy a PL nem szubsztratja és nem is inhibi-
tora a lizil oxidaznak. A kdlcsonhatasuk pontos mechanizmusa és médja még tisztazasra var.

Szovetmetszeteken végzett immunfluoreszcens festéseink altal LOX és PL expressziot de-
tektaltunk emlétumor sejtekben €s kornyezetiikben. Ezt kovetden a fehérjék expressziojat
vizsgaltuk emldtumor sejtvonalakban, és a PL emelkedett szintli expresszidjat talaltuk az erd-
sen invaziv és metasztatikus MDA-MB231 és Hs578T sejtekben, melyekben a LOX emelke-
dett szintli termelését is tapasztaltuk.

Tovéabba a kevésbé invaziv €s nem metasztatikus MCF-7 sejtekben magas, mig a T47D
sejtekben alacsonyabb szintli PL expresszid volt detektalhat6. Mivel az erdsen invaziv és
metasztaikus sejtvonalakban mindkét fehérje termelddik, ugy dontottiink, megvizsgaljuk azok
a sejtek viselkedésére gyakorolt egyedi és egyiittes tultermelésének hatdsat normal emld
epitelialis sejtekben is.

A LOX szerepet jatszik a sejtvandorlas folyamataiban, mig a PL egyik funkciodja a sejtosz-
todas indukcidja; ezért tehat ezen sejtes folyamatok vizsgalatat is elvégeztiik. A PL-t és LOX-
ot stabilan taltermeld normal emld epitelidlis MCF-10A sejtek emelkedett osztodasi ratat mu-
tattak a parentélis €s a csak PL-t termeld MCF-10A sejtvonalakhoz képest. A LOX talterme-
1és 6nmagaban nem volt semmilyen detektdlhatdo hatdssal a sejtosztddasi ratdkra. A LOX
koexpresszidja a PL-nel tehat ugy tlnik, felerdsiti a PL altal indukalt sejtosztodast.

A koexpresszald sejtek ezen feliil szignifikdnsan magasabb migracios szinteket is mutat-
tak, mint a parentalis vagy csak az egyik fehérjét termelé6 MCF-10A sejtek.
talunk kordbban leirt, H,O,-indukalt FAK/Src jelatviteli ttvonal serkentése mellett, a
placentalis laktogénnel vald kolcsonhatdsa révén, mas fiiggetlen jelatviteli utvonalakon

keresztiil is eldsegitheti.
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1. Bevezető


Az emlőrák a nők körében leggyakrabban előfordulő rákos megbetegedés, évente 1x106 nőt diagnosztizálnak világszerte mellrákkal. Az emlődaganatok kialakulásának kockázata a nőkben az életkortól, az emlőmirigy tömegétől és endo- illetve exogén hormonhatásoktól függően eltérő lehet. Ugyanakkor a tumorigenezist kiváltó, genetikai változásokból eredő molekuláris mechanizmusok, kölcsönhatások és azok regulációja, illetve a tumorsejtek migrációjának, inváziójának valamint a karcinómák áttétképződésének pontos molekuláris folyamatai még nem tisztázottak. Mivel az áttétek keletkezése a rák gyógykezelésében komoly kihívást jelent, a metasztatikus képességet jelző molekuláris markerek azonosítása és az áttétes tumorképződés folyamatának megértése kiemelkedő fontosságú. A közelmúltban egy normál, non-invazív emlő tumor és invazív emlőrák sejtvonalakon végzett, átfogó transzkriptóma-elemzés során a lizil oxidázt (LOX) eltérő expressziója alapján potenciális marker génként azonosították. Ezen felül a LOX emelkedett expresszióját és enzimaktivitását figyelték meg mellrák szövetekben és invazív/metasztatikus emlőrák sejtvonalakban. A lizil oxidáz fő ismert funkciója az extracelluláris mátrix komponenseinek keresztkötése, így azon szabályozó és kölcsönható faktorok, melyek hozzájárulnak az enzim újonnan leírt, mellrákban betöltött funkciójához, még felderítésre várnak. Korábbi élesztő két-hibrid szűréseink a lizil oxidáz és a terhesség-specifikus hormon, a placentális laktogén (PL) interakcióját mutatták ki. A PL a szomatotropin-prolaktin hormoncsalád tagja, mely normál körülmények között a placenta szinciciotrofoblasztjaiban termelődik, és a laktogenezisben valamint a magzat növekedésében és fejlődésében játszik szerepet. A növekedési hormonhoz és a prolaktinhoz hasonlóan a placentális laktogén expresszióját is leírták már emlő eredetű tumorokban, ugyanakkor a tumorigenezisben betöltött szerepe, ahogy a LOX-PL kölcsönhatás szerepe is ezekben a folyamatokban még tisztázásra vár.

2. Célkitűzések

E tanulmány célja volt az újonnan kimutatott LOX-PL kölcsönhatás igazozása, mely feltehetően a LOX enzim daganatképződésben betöltött funkciójával van szoros összefüggésben, továbbá a kölcsönhatás karakterizálása, biológiai jelentőségének felderítése. A célkitűzések a következők voltak:


1. célkitűzés

Az élesztő két-hibrid kísérletekben kimutatott LOX-PL interakció igazolása élesztő direkt kölcsönhatás vizsgálatokkal.

Az élesztő két-hibrid PL könyvtárfehérje és a LOX “csali” fehérjék kölcsonhatásának tesztelése élesztőkben a könyvtár és „csali” plazmidok kombinációinak kotranszformálásával és a riporter-gén aktivitás elemzésével. 


2. célkitűzés


Az élesztő két-hibrid szűrésben több klón által reprezentált placentális laktogén és LOX kölcsönhatásának további igazolása és jellemzése.

a) Expressziós konstruktumok létrehozása a LOX és annak deléciós fragmentumainak bakteriális termeltetése céljából.


b) A rekombináns LOX fehérjék termeltetése és tisztítása a további in vitro vizsgálatokhoz elegendő mennyiségben.


c) In vitro kölcsönhatás-vizsgálatok: pull-down és Far Western módszerrel.

d) A fehérjekölcsönhatás disszociációs állandójának (Kd) meghatározása módosított ELISA módszerrel, valamint a LOX affinitásának tesztelése a hormoncsalád másik két tagjával, a növekedési hormonnal (GH) és a prolaktinnal (PRL) szemben.


3. célkitűzés


A LOX-PL kölcsönhatás in vivo vizsgálata.


a)  Az irodalmi adatok alapján valószínű LOX és PL expresszió vizsgálata emlőrák eredetű szövetmetszeteken immunfluoreszcens festési eljárással, koexpressziójuk tesztelése.


b) Egy megfelelő in vivo modell kiválasztása, melyben a natív LOX-PL komplex vizsgálható koimmunoprecipitációval.

4. célkitűzés

Az azonosított LOX-PL interakció az enzim katalitikus aktivitására gyakorolt hatásának vizsgálata.

Enzimaktivitás-vizsgálatok végrehajtása a fehérje-kölcsönhatás természetének felderítése céljából, illetve az esetleges enzim-szubsztrát vagy enzim-regulátor viszony meghatározása.

5. célkitűzés


A fehérje-kölcsönhatás biológiai szerepének vizsgálata.


a) A további fenotipikus elemzésekhez megfelelő, LOX-ot és/vagy PL-t stabilan túltermelő sejtvonalak létrehozása.


b) A sejtek fenotipikus jellemzése a túltermelő sejtvonalak proliferációs és migrációs tulajdonságainak vizsgálata révén.


3. Anyagok és módszerek


E tanulmány során a korábbi élesztő két-hibrid vizsgálataink által kimutatott lizil oxidáz-placentális laktogén fehérje-kölcsönhatást igazoltuk és jellemeztük. A biokémiai analízishez rekombináns GST-LOX deléciós konstruktumokat klónoztunk, majd a fúziós fehérjéket Escherichia coliban termeltettük és tisztítottuk. Az élesztő direkt kölcsönhatás-vizsgálatok, a szilárd fázisú kötési vizsgálatok és a pull-down kísérletek igazolták a LOX-PL kölcsönhatást in vitro, illetve a kötési affinitás is meghatározásra került. Enzim aktivitási mérésekkel teszteltük az interakció hatását a LOX katalitikus működésére. A fehérjék expresszióját immunfluoreszncenciával határoztuk meg egy konfokális mikroszkóp segítségével emlőrák eredetű szövetmetszetekben. Western blot analízissel teszteltük a fehérjék expresszióját emlőrák sejtvonalakban, az in vivo kölcsönhatást koimmunoprecipitációval vizsgáltuk. Immortalizált, normál emlő epitelium eredetű sejtvonalakat lentivirális vektorokkal transzdukáltunk, ezzel a LOX és/vagy a PL túltermelésére késztetve őket. Ezt követően a LOX és a PL túltermelésének egyedi és együttes, a sejtek viselkedésére gyakorolt hatását analizáltuk ezen sejtvonalakon. A proliferatív eltéréseket proliferációs tesztekkel, a motilitásbeli eltéréseket először az aktin citoszkeleton lehetséges átrendeződését feltáró falloidin festéssel, majd migrációs esszékkel tanulmányoztuk.

4. Eredmények

4.1. Rekombináns, GST-fuzionált LOX deléciós fragmenteket sikeresen klónoztunk, és expresszáltattunk E. coli baktériumban. A kezdeti, részben sikeres törekvéseink után, melyekben e proteineket szolubilis formában kíséreltük meg tisztítani, az inklúziós testekből sikerült a további in vitro biokémiai analízisekhez elegendő mennyiségű fehérjét kitisztítanunk.

4.2. Élesztő direkt kölcsönhatási, pull-down és Far-Western vizsgálataink során igazoltuk, hogy a LOX enzim valóban köt a PL hormonhoz. Ezen felül felfedeztük, hogy a lizil oxidáz mellett az enzimcsalád egy további tagja, a lizil oxidáz-szerű 2 (LOXL2) fehérje is kötődik a placentális laktogénhez.


4.3. Módosított ELISA esszék során képesek voltunk leszűkíteni a LOX azon régióját (aa169-348), ami a PL-nel való kölcsönhatásban vesz részt, valószínűleg a LOX C-terminális CRL doménjével összhangban.


4.4. Továbbá bemutattuk, hogy a LOX enzim nemcsak a PL-t köti, hanem affinitást mutat a hormoncsalád két másik, homológ tagja, a növekedési hormon (GH) és a prolaktin (PRL) felé is, habár az enzim affinitása e hormonokhoz két nagyságrenddel alacsonyabb, mint a természetes szubsztrátjaihoz való affinitása.


4.5. Enzimaktivitási méréseink során megállapítottuk, hogy a PL nem szubsztrátja az enzimnek, mivel az nem mutatott aktivitást a hormon mint szubsztrát jelenlétében.

4.6. Ezen felül, mivel a LOX megőrzi katalitikus aktivitását kadaverin szubsztráttal szemben PL jelenlétében, azt állapítottuk meg, hogy a hormon valószínűleg nem rendelkezik a LOX enzimaktivitását gátló hatással.


4.7. A LOX és PL koexpressziót kettős immunfestéssel vizsgáltuk mellrák szövetmetszeteken, és a korábbi irodalmi adatoknak megfelelően mindkét fehérje expresszióját igazoltuk emlő karcinómákban.


4.8. Ezt követően a fehérjék koexpresszióját emlőrák eredetű sejtvonalakban tanulmányoztuk Western blot módszerrel, és kimutattuk, hogy az erősen invazív és metasztatikus Hs578T és MDA-MB231 sejtvonalak nemcsak a LOX-ot, hanem a PL-t is megemelkedett mértékben termelik.

4.9. A PL-LOX koexpresszáló Hs578T emlőrák sejtekkel végzett koimmunoprecipitációs próbák folyamán igazoltuk, hogy a fehérjék kölcsönhatása in vivo is létrejöhet.


4.10. A LOX és PL túltermelésének egyedi és együttes hatását az emlő epiteliális sejtekben vizsgálandó, immortalizált normál emlő epitehliális MCF-10A sejteket transzdukáltunk lentivirális vektorokkal, hogy stabilan expresszálják a két fehérjét, majd azok emelt szintű expresszióját Western blottal igazoltuk. 

4.11. Mivel a placentális laktogén szerepet játszik a sejtosztódás indukciójában, a transzdukált sejtvonalakon a sejtosztódást teszteltük. Azt találtuk, hogy a PL túltermelése az MCF-10A sejtekben szignifikánsan emelkedett proliferációs rátát eredményezett, míg LOX-zal való koexpressziója tovább növelte a sejtosztódások arányát. A LOX enzim túltermelése önmagában nem vezetett ilyen változásokhoz.

4.12. A másik általunk vizsgált sejtes folyamat a migráció volt, mivel az irodalomban közöltek alapján a lizil oxidáz túltermelése egy nagyobb mértékben migráló fenotípust indukál az amúgy kevéssé invazív, nem metasztatikus emlőtumor sejtvonalakban. Először az aktin citoszkeletont falloidinnel festettük, hogy a motilisebb fenotípusra utaló lehetséges citoszkeleton-átrendeződéseket felderítsük. Érdekes módon, minden transzdukált sejtvonalban az aktinszerkezet átrendeződését, és számos, hosszú filopódium megjelenését tapasztaltuk. Ezért úgy döntöttünk, hogy a transzdukált sejtvonalak vándorlási képességét migrációs esszékben teszteljük. Eredményeink alapján a LOX túltermelése önmagában nem elegendő egy jobban migráló fenotípus indukálásához a normál emlő epiteliális sejtekben, ellentétben a kevéssé invaziv, nem metasztatikus emlőtumor sejtvonalakkal. Hasonlóképp, a PL túltermelése sem okoz változást a sejtvándorlási mintázatokban. Ugyanakkor azon sejtvonalak, melyek egyszerre termelték a LOX és PL fehérjéket emelkedett szinten, szignifikánsan magasabb migrációs arányokat mutattak a többi sejtnél.

Következtetések

Munkánk során az extracelluláris mátrix enzim lizil oxidáz és a hormon placentális laktogén kölcsönhatását igazoltuk és jellemeztük in vitro és in vivo módszerekkel. Azt találtuk, hogy a LOX mellett, az enzimcsalád egy további tagja, a LOXL2 enzim is képes a PL hormont kötni. Érdekes módon az enzimcsalád e két tagja összefüggésbe hozható a daganatképződés folyamataival, ám pontos szerepük még felderítésre vár. Eredményeink alapján a LOX nemcsak a PL-t köti, hanem affinitást mutat a hormoncsalád másik két tagjával, a növekedési hormonnal és a prolaktinnal szemben is, melyek onkogén szerepe ismert.

In vitro amin oxidáz esszéink demonstrálták, hogy a PL nem szubsztrátja és nem is inhibitora a lizil oxidáznak. A kölcsönhatásuk pontos mechanizmusa és módja még tisztázásra vár.


Szövetmetszeteken végzett immunfluoreszcens festéseink által LOX és PL expressziót detektáltunk emlőtumor sejtekben és környezetükben. Ezt követően a fehérjék expresszióját vizsgáltuk emlőtumor sejtvonalakban, és a PL emelkedett szintű expresszióját találtuk az erősen invazív és metasztatikus MDA-MB231 és Hs578T sejtekben, melyekben a LOX emelkedett szintű termelését is tapasztaltuk.


Továbbá a kevésbé invazív és nem metasztatikus MCF-7 sejtekben magas, míg a T47D sejtekben alacsonyabb szintű PL expresszió volt detektálható. Mivel az erősen invazív és metasztaikus sejtvonalakban mindkét fehérje termelődik, úgy döntöttünk, megvizsgáljuk azok a sejtek viselkedésére gyakorolt egyedi és együttes túltermelésének hatását normál emlő epiteliális sejtekben is. 

A LOX szerepet játszik a sejtvándorlás folyamataiban, míg a PL egyik funkciója a sejtosztódás indukciója; ezért tehát ezen sejtes folyamatok vizsgálatát is elvégeztük. A PL-t és LOX-ot stabilan túltermelő normál emlő epiteliális MCF-10A sejtek emelkedett osztódási rátát mutattak a parentális és a csak PL-t termelő MCF-10A sejtvonalakhoz képest. A LOX túltermelés önmagában nem volt semmilyen detektálható hatással a sejtosztódási rátákra. A LOX koexpressziója a PL-nel tehát úgy tűnik, felerősíti a PL által indukált sejtosztódást. 

A koexpresszáló sejtek ezen felül szignifikánsan magasabb migrációs szinteket is mutattak, mint a parentális vagy csak az egyik fehérjét termelő MCF-10A sejtek.

Eredményeink tehát demonstrálták, hogy a lizil oxidáz a tumorsejtek migrációját a már általunk korábban leírt, H2O2-indukált FAK/Src jelátviteli útvonal serkentése mellett, a placentális laktogénnel való kölcsönhatása révén, más független jelátviteli útvonalakon keresztül is elősegítheti.
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