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1. Az extracellularis matrix biologiai és farmakologiai hatasanak vizsgalata
Téemavezeto.: dr. Jeney Andras, SE, 1. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézete
1.1. Az ECM egyes alkotorészei, valamint azok szarmazékai hatdsanak vizsgéalata a
tumorsejtek in vitro klonképzd, migracios €s in vivo tumorképzo sajatossagaira.

1.2. Az ECM ¢s a tumorsejtek kapcsolatanak prognosztikai vizsgalata.
1.3.Gydgyszerhatastani értékmérd modszer kialakitasa

Osszefoglalas

Az ECM biopolimerek a tumorsejtek proliferaciojat, migraciojat és feltehetéen ezzel
kapcsolatban a tumorsejtek molekularis sajatossagait jelentdsen képesek megvaltoztatni. Az
altalunk bevezetett in vitro mikroinvazivitasi modszeren végzett vizsgalatokbol azt a
kovetkeztetést vonhattuk le miszerint a migrdcio ugyan a tumorsejtek sajatsaga, annak
meérteket és iranydt a kérnyezeti  biopolimerek modositani képesek.A linolsav jelentosen
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gélben megjelend vandorld Oscort sejtek topoizomeraz I és II expressziojanak és katalitikus
aktivitasanak az ellentétes iranyu valtozasat, valamint a timidilatszintdz gén és fehérje szintii
emelkedését. Ugy gondoljuk, hogy az extracellularis matrix egyes alkotorészeinek a tumorsejt
migraciojat  modositd hatdsdban szerepet jatszd  mechanizmusok — megismerése a
kozeljovoben hasznosithatd lesz az onkoldgiai diagnosztikaban €s gyogyszertervezésben.

Az ECM biopolimerjei bioldgiai hatsainak a tanulmanyozdsa sordn szerzett tapasztalatokat
hasznositottuk a petefészek rakok prognosztikai élzata vizsgalatdban. Megallapitottuk, hogy
a miitétileg eltavolitott petefészek rakokban az emelkedett MMP-9 aktivitads és fibronektin
koncentracio6 jelzi, hogy rovid idon beliil recidivald tumor maradt a beteg szervezetében. Az
ECM gélbe torténd tumor migracido modellezésére bevezetett in vitro vizsgalati modszer a
daganat elleni gyodgyszerkutatas Ujabb lehetdségét tarta fel. Ezzel a modszerrel egyidoben
allapithatd meg a tesztvegyliletek sejtproliferdciora ¢és migraciora irdnyuld hatasa.
Megallapitottuk, hogy viszonylag szelektiven a tumorsejt migraciot gatlo borrelidin az ECM
iranyitotta jelatvitelt és a fehérje szintézis szabalyozd rendszerét modositja.



A kutatasu munka indoklasa és el6zményei

A tumorsejt genetikai dllomanya hibainak (mutacio, delecid,amplifikacid) a megismerése
elérehaladast jelentett a tumorbiologiai szemléletben, ugyanakkor felvetdoddtt a kornyezet
feldl érkezo szabalyozasi jelekre adott cellularis valaszok szélesebbkorti tanulmanyozasanak
az igénye. Az extracellularis matrix (ECM) biopolimerek megvaltoztatjdk a tumorsejtek
genetikai szabalyozédsat, a tumorsejtek termékei pedig modositjdk a mikrokornyzetet.
Feltehetéen ezek a mechanizmusok dontik el a tumorsejt potencidlis bioldgiai sajatossagainak
a megvalosuldsat, pl. : osztodasat, ellenalloképességét, vandorlasat. (Liotta és Kohn 2001,
Bissel és mtrsai. 2001).

Eloz6 vizsgalataink, - amelyekben  megfigyeltikk, hogy az emberi eredetii szajliregi
laphamrakbol kialakitott xenograft tumor invaziv ndvekedése a mikrokdrnyezet ellendrzése
alatt all, - irdnyitottdk érdeklodésiinket az extracellularis matrix és a tumorsejtek
kélcsonhatasanak a tanulmanyozasara. ( Babé és mtrsai. 1999). Ugy gondoltuk, hogy a
tumorsejtek tenyésztése extracellularis matrix jelenlétében olyan héarom-dimenzids in vitro
kisérleti rendszert biztosit, amely lehetévé teszi a tumorsejtek invaziv ndvekedésére
vonatkoz6 ismeretek gazdagitasat €s hasznositasat a klinikai gyakorlatban.

In vitro mikroinvazivitasi modellt dolgoztunk ki, amelynek Iényege a tumorsejtek kidramlasa
a monolayer tenyészetre rahelyezett ECM biopolimereket tartalmazo gél-be. Ez a harom
dimenziés tumorsejt-tenyészet kozelebb all a klinikai tumorok kornyezeti feltételeihez, mint
a monolayer tenyészet ezért varhatoan az eddigi modszereknél alkalmasabb a tumorsejtek

crer

gyogyszerek fejlesztésére.

3. Gyégyszerhatastani értékméré modszer kialakitasa és alkalmazasa az 1j
hatoanyagok antimetasztatikus tulajdonsaganak felismerésére in vitro.
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a proliferaciojat, hanem a migracié szamara mozgasi teret is szolgaltatnak. A harom
dimenzios sejttenyészeti, amelyben a tumorsejtek a monolayerbdl az ECM vagy fibrin gélbe
vandorolnak, megfeleld6 modszernek bizonyult a proliferacid ¢€s a migracio valtozasanak az
egyidejii vizsgalatara. Feladatunknak tartottuk, megvizsgélni, hogy az ECM tartalmu kozegbe
torténd tumor sejt migracid szelektiven , legaldbb is a proliferacio gatlasanal alacsonyabb
koncentracioban gatolhato-e. Elvarasunk elvi lehetdségét tdmasztja ald az a vizsgalati
eredmény, amely szerint az MMP-9 antiszenz- oligodezoxi nukleotid kizardlag a tumorsejtek
vandorlasat csokkenti.

3.1 MMP-9 antiszenz-oligodezoxinukleotid vizsgalata.

HT-1080 monolayer sejttenyészetet kezelése MMP-9 AON (CRIC/2-12) 24 6raig tortént majd
az ECM g¢él rarétegezése utan ujabb 24 oraig inkubaltuk a sejtenyészetet. A monolayerben
maradt és az ECM gélbe vandorolt sejtek  szétvalasztdsaval ¢és megszamlalasaval
meghataroztuk a migrécio és a proliferacid valtozasat. I



(Sejtek szama x10* +SD)

Osszes monolayerben maradt vandorolt az ECM gélbe
Kontroll 33.2+£2.9 108.9+4.7 150+3.9
CRIC-2
1 pg/ml 37.5+4.3 85.1+4.5 148.6+7.5
5 pg/ml 42.4+3.54 78.9+3.4 146.+4.8
25 pg/ml 49.9+2.0 71.8+3.9 152.9+6.6
Treatment
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A klinikai gyakorlatban széleskdrben alkalmazott citotoxikus gyogyszerek — relativ
hatékonysaga a sejtproliferaciora és a migraciora igen eltéré lehet. Az Oscort sejttenyészet
vizsgalatakor azt lehetett tapasztalni, hogy a taxol alacsony koncentracidban a taxol csak a
monolayerben maradt sejtek szdmat csokkentette, de nem a vandorlo sejtekét. Ezzel szemben
a doxorubicin alacsony koncentracidoban jobban befolyésolta a vandorld, mint a nem vandorlé
sejtpopulacié nagysagat.

A B B/(A+B)
Kezelés Monolayer ECM-gél Invazios
index
x10* (%) |x10* (%) %
Kontroll 125+2.0 (100) |19.0+3.1 (100) |60,3
Taxol 7.8£09 (57) |[17.6+x1.2 (93) 69,3
0.1ng/ml
Doxorubicin {10.4+2.8 (83) |2.7+£0.6 (14 20,6
0.05 wml
Campto 10.0+ 1.8 (80) 9.0+2.1 (47) 47,3
0.05 pg/ml
Rapamycin |11.8+3.5 (94) | 3.7+0.8 (19 [23.9
0.05 pg/ml

Makrolid antibiotikum, a borrelidin antimetasztatikus hatasanak és molekularis
mechanizmusanak tanulmdnyozdsa.

A borrelidin 18 szénatombol felépiilé természetes eredetli, makrolid szerkezetli hatéanyag
(antibiotikum) ,amely nevét a Borrélia spirochéta fajokra iranyuld citotoxikus hatdsa miatt
kapta. A kozelmultban megéllapitottdk, hogy a borrelidin gatolja a tumorok
neovascularizacidjat ¢és  attétképzését. Munkacsoportunk megerdsitette a  borrelidin



antiangiogenetikus és antimigracios hatasat, tovabba felismerte az extracelluldris matrix
egyes alkotorészeinek szerepét hatdsmodjdban. A borrelidin citotoxikus hatasait ECM
biopolimerekkel (pl. fibronektin, vitronektin) csdkkenteni lehetett, emellett a avp5 integrin
sejtfelszini expresszidjat jelentésen csokkenti. A jelatvitel PI3-K/AKT utvonalanak a
szabalyozasban kozremiikodé PTEN csokkenése mellett emelkedett a MEKp38 és az elF4E
foszforilaltsaga. Ez utobbi jelentds szerepet jatszik a hosszu 5°-UTR —el rendelkez6 mRNS-ek
atirdsaban, amelyet az elmult évben hoztak kapcsolatba a metasztazis specifikus fehérjék
képzddésével. Ez a tanulmany felhivja a figyelmet az antimetasztatikus gyogyszerek egyik
igéretes tamadasi pontjara.
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