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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 klonképzo, migracios €s in vivo tumorképzo sajatossagaira.

1.2. Az ECM ¢s a tumorsejtek kapcsolatanak prognosztikai vizsgalata.
1.3. Gyogyszerhatastani 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 mikroinvazivitdsi modszeren végzett vizsgalatokbol azt a
kovetkeztetést vonhattuk le miszerint a migrdcio ugyan a tumorsejtek sajatsaga, annak
mértékét és iranydat a kérnyezeti biopolimerek modositani képesek.A linolsav jelentdsen

e rer
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gélben megjelend vandorld Oscort sejtek topoizomeraz I és I expresszidjanak és katalitikus
aktivitasanak az ellentétes iranyt valtozasat, valamint a timidilatszintaz gén ¢s fehérje szintii
emelkedését. Ugy gondoljuk, hogy az extracellularis matrix egyes alkotorészeinek a tumorsejt
migracidjat  modositd hatdsaban szerepet jatsz6  mechanizmusok  megismerése a
kozeljovoben hasznosithatd lesz az onkologiai diagnosztikdban és gyogyszertervezésben.

Az ECM biopolimerjei bioldgiai hatasainak a tanulmanyozéasa sordn szerzett tapasztalatokat
hasznositottuk a petefészek rakok prognosztikai célzati vizsgalatdban. Megallapitottuk, hogy
a miitétileg eltavolitott petefészek rakokban az emelkedett MMP-9 aktivitas és fibronektin
koncentréci6 jelzi, hogy rovid idén beliil recidivald tumor maradt a beteg szervezetében. Az
ECM gélbe torténd tumor migracid modellezésére bevezetett in vitro vizsgalati mddszer a
daganat elleni gydgyszerkutatas ujabb lehetdségét tarta fel. Ezzel a modszerrel egyidOben
allapithatd meg a teszt-vegyiiletek sejtproliferaciora ¢és migracidéra iranyuld hatasa.
Megallapitottuk, hogy viszonylag szelektiven a tumorsejt migraciot gatld borrelidin az ECM
iranyitotta jelatvitelt és a fehérje szintézis szabalyozo rendszerét modositja.



A kutatasu munka indoklasa és el6zményei

A tumorsejt genetikai allomanya hibainak ( mutéacid, delecid,amplifikacid) a megismerése
elérehaladast jelentett a tumorbiologiai szemléletben, ugyanakkor felvetoddtt a kornyezet
feldl érkezd szabalyozasi jelekre adott cellularis valaszok szélesebbkorti tanulmanyozéasanak
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).

El6z6 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
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gyogyszerek fejlesztésére.

1. Az extracellularis matrix és biopolimerjeinek szerepe a tumor progresszioban .
képességét az extracellularis matrix egyes biopolimérjei €s a tumorsejt felszinén elhelyezkedd
receptorok - az integrinek - kozotti kapcsolat donti el. Megallapitottuk, hogy a HT-1080
human fibrosarcoma ¢és az altalunk kialakitott osteosarcoma ( Oscort) sejtpopulacidkban az
integrinek széles kore kimutathatd, legnagyobb gyakorisaggal az o2, a6, a B1 és a B2
mutathat6 ki a FACS analizis soran.

1..1. Tumorsejtek vandorlasa az ECM-gélbe.

A tumor progresszi6 két bioldgiai eseményének a sejtproliferacionak és a migracionak az
egyidejii vizsgélatara harom dimenzios (3D) sejttenyészeti modszert vezettiink be. :Elobb
monolayer tenyészetet inditottunk 24 féréhelyes lemezen (24 well multiplate) (induld
sejtszam 10° sejt/well ). A 24 oras elSinkubalas utan ( 1 ml 10% FCS-t tartalmazé
médiumban, 37°C-on, 5% CO, légtérben) a monolayer tenyészetet 24 o6ran keresztiil kezeltiik
a teszt-anyaggal, majd médiumcsere utan 200 ul az EHS tumorbdl eléallitott matrigélt ( EHS-
ECM : J. Clin. Invest 79., 801-812, 1987.) rétegeztiink a tenyészetre. A tovabbi 24 Orai
inkubaci6 utan szétvalasztottuk a monolayerbe maradt €s a gélbe vandorolt sejteket és azokat
megszamoltuk. A tenyészetben 1év Osszes sejtek szama utal a sejtpopulécid nagysaganak az
emelkedésére, mig az ECM gélbe vertikalisan vandorolt sejtek szamabol kovetkeztethettiink a
tumossejtek vandorlasi képességére. Az ECM-gél invaziés moddszert alkalmasnak talaltuk a
vandorlo és a nem vandorld tumor sejtek biokémiai tulajdonsagainak, valamint gyogyszerek
és egyéb hatdoanyagok migraciora és  sejtproliferaciora irdnyuld hatdsuknak az
Osszehasonlitasara



o HT-1080 sejtek invazioja az EHS-matrigélbe:

A A AL hidrgl 4% oot

1.2.A4 jelatvitelt modosito anyagokhatdsa a proliferaciora és a migraciora
HT-1080 fibrosarcoma tenyészetben

A sejt vandorlasnak a csoportos ( cluster) és amoeboid formdja kiilonithetd el igy felvetddott,
hogy az EHS-ECM 3-D sejttenyészetben ¢€s a széleskorben alkalmazott Hoyden kamraban a
tumorsejtek  eltér6 mechanizmus szerint vandorolnak. Ezt a lehetdséget alatdmasztjak a
szabalyoz6 mechanizmusok egyes gatloival végzett vizsgalatainkban szerzett kadatok. A
MEK-gatlo PD-98059 (50 uM) a vandorlast az EHS-ECM gélbe gatolta, de nem a Boyden
kamraban. Ezzel szemben a protein-foszfataz 2-A gatlé okadaiksav (10 nM) ¢és a protein-
kindz-C gatld calphostin-C (0,1 uM) jobban gatolta a tumorsejt vandorlast a Boyden
kamraban, mint az EHS-ECM gélben. Erdekesnek tarthaté, hogy a foszfatidil-inozitol-3-kinaz
gatlo LY-294002 (50 uM) szelektiven a Boyden kamréban torténd mig a linolsav (10 uM) a z
EHS-ECM gélbe iranyul6 vandorlast serkentette.

Proliferacio Boyden 3D-ECM
Kezelés % %+ SD %+ SD
MEK-gatlo 92,5 1092 £ 6 33,3+2,8
PD-98059 (50 uM)
Protein-foszfatdz 2-A gatlo 112 0,3+0,3 67,9+ 8,6
Okadaiksav (10 nM)
Foszfatidil-inozitol-3-kinaz gatld 104 1343+ 15,2 91,1 +11,7
LY-294002 (50 uM)
Linolsav (10 uM) 124 97,0+ 13,2 168,0 + 18
Protein-kindz-C gatlo 72 52+5,2 72,4+3,2
Calphostin-C (0,1 uM)
Calphostin-C + Linolsav 48 6,7+3,2 105 £ 10,5
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ECM biopolimerek jelenlétében

Az ECM biopolimerek befolyasoljak a tumorsejtek invaziv tulajdonsaganak két eseményét a
proliferacidt és a migraciot, azonban ennek kimenetele valtozhat a biopolimertdl fliggden,
tovabba eltérd az egyes tumorsejt vonalaknal. Jelen vizsgalati eredményiink azt mutatja, hogy
HSPG serkenti, de a kollagén IV a proliferaciot korlatozza, alaminin pedig sem a
proliferaciot sem a migraciot nem befolyasolta.

Kezelés Sejtpopulécio Gl (%) S (%) G2/M (%) Migracio
nagysaganak
valtozasa
Kontroll 100 % 68.4 14.9 16.7 100%
EHS-ECM 135+6,6 % 57.9 29.7 12.4 -
Kollagén IV | 66+4.9 % 22.4 9.8 67.8 129 %
Laminin 96+9.7 % 70.2 16.9 12.9 103 %
Fibronectin 133+4.8 % 62.1 22.2 15.7 203 %
HSPG 13948.9 % 54.4 32.0 13.6 356 %




1.4ECM biopolimerek indukalta molekularis valtozasok Oscort sejtekben

Az ECM biopolimerek az oscort tumor sejtek Bi integrin expressziojat fokozzak uuyanakkor a
topoizomeraz II aktivitast indukaljak, mivel ebben a sejtvonalban a monolayer tenyészetbwen
nem mutathatd ki. Megjegyzést érdemel, hogy egyidében a topoizomeraz I aktivitas csokken.
Feltehetéen eltér6 mechanizmusok érvényesiilnek az ECM biopolimerek migracidra és
proliferaciora iranyuld hatasdban, mivel arr6l nem lehet egységes képet korvonalazni a

kiemelt molekuldk valtozéasai alapjan.

Kezelés B1 integrin™® MMP-9** Topoizomeraz I1* Ciklin D* Ciklin B*

Kontroll 2.9 Nincs Nem kimutathato 0.5 9.9
aktivitas

EHS ECM 11.9 0.84 22.6 5.0 0.3

Kollagén IV 4.5 0.45 43.8 0.2 6.0

Laminin 10.4 Nincs 6.4 1.0 1.5
aktivitas

Fibronectin 9.1 0.38 0.06 1.5 4.0

HSPG 11.6 1.21 24.4 2.2 3.8

* Immunreaktiv fehérje, integralt OD/10° sejt
** gelatinaz aktivitds zimogramon

1.5 Az ECM szerepe a nyugvo (dormant) allapotanakaz indukcidjara..

El6z6 vizsgalatainkban megfigyelhettilk, hogy a mikrokornyezet befolyasolja a tumorok
aggressziv novekedését ( Babo et al. 1999) Ennek a jelenségnek az in vitro modellezésére
tumorsejteket helyeztiink kiilonb6z6 eredetli extracellularis matrix-gél tetejére. Az ECM gél
tetejére helyezett HT-1080 tumorsejtek tobbsége ( 75-80%) igen hamar multicelluléris
szerkezetet u.n. halozatot alakitott ki. (Pogany et. al. 2001). Ebben az elagazd szerkezetben a
sejtek olyan szorosan kapcsolddnak egymashoz, amely lehetové teszi az intercellularis
kapcsolatot. ( 1.Fényképfelvétel.).A sejtek szaporoddsa atmenetileg ledll, tobbségiikben a
DNS-t szintetizald, S féazisban. A multicellularis szerkezet kialakitdsara képes sejtek
¢letképességiiket megtartjak, sot fokozott ellendllast mutatnak (rezisztensek) a daganatelleni
gyogyszerekkel szemben, mint arr6l mar beszdmoltunk (Pogany et. al. 2001). A
multicelluldris szerkezet megsziintetése, az ECM-rdl torténd eltavolitas utan a tumorsejtek
szaporodasa megindul, tehat repopulécidra alkalmasak. Igen figyelemreméltd azonban, hogy
az ilyen modon aktivalt dormant sejtek megtartott telepképzd sajatsaga mellett jelentdsen
csokkent migracios képességet mutattak.

Ugyancsak nyagvo allapotba keriilnek a HT-1080 tumorsejtek ha a tenyészet
konfluens szakaszaban a szérum elvonasa torténik, amikor a multicellularis szerkezet
szferoid formaban jelenik meg ( 2. Fényképfelvétel). A szferoidok kiemelkedve a monolayer
tenyészetbdl jol elkiilonithetdk ¢és  alkalmasak biologiai és biokémiai sajatossaguk
tanulmanyozasara. Ultrastrukturalis vizsgalatokban kimutathatdak az intercelluldris kapcsolo
szerkezetek, = immuncitokémiai technikaval pedig tobb sejtet magabafoglald fibronektin
halézat figyelhetd meg az extracellulars térben.A szferoid kialakuldsa megakadalyozhato a
sejtfelszini integrinre, - kozelebbrdl az av B5 —re, hatdé makrolid szerkezetii vegyiilettel,
valamint az SB 203580,MAPKAP kindz-2 gatloval .

A tap-folyadék kiegészitése szérummal a szferoidok aktivaldsat eredményezi, amely a sejt
proliferacié meginduldsaban nyilvanul meg.



A HT-1080 tenyészet szaporodo és az aktivalt konfluens tenyészet szferoidjaibol, ¢és az
egyrétegb6l  (u.n.monolayerbdl ) szdrmazo6 tumorsejtek, tovabba a halos szerkezetbol
felszabaduld tumorsejtek proliferacids és kolonia képzd sajatossagai azonosak. Meglepetést
jelent azonban, hogy a dormant sejtek kozvetleniil az aktivalédas utani idészakban csokkent
migracios képességgel rendelkeznek a Boyden kamraban végzett vizsgalatakor.Ezzel szemben
a dormant allapota szferoidra ha EHS-ECM-et helyezziink a tumorsejtpopulacio teljes
egészében felvandorol az ECM gélbe.

1.6.Az ECM-et lebonto matrixmetalloprotedzok (MMP) aktivitasanak a tumor sejt
Az elozokben lathattuk hogy a HT-1080 fibrosarcoma sejtek dormant allapotanak a
megsziintetése a sejtproliferaci6 meginduldsat teszi lehetdvé, azonban a migracios
képességiik 1ényegesen csokkent. Felfigyelve erre a jelenségre tanulmanyoztuk a
tumorsejtek proliferacidja és migracioja kozotti kapcsolatot, valamint az invaziv novekedést
kiséré matrixmetalloprotedz aktivitast.
Megallapitottuk, hogy a gyorsan proliferald6 HT-1080 tenyészetben az MMP-9 aktivitasa
elmarad az MMP-2-t6l, majd a tenyészet ndvekedése dordn a két kollagenaz kozotti
aktivitasbeli kiilonbség megvaltozik. ( 3. Téblazat). Az MMP-2 ¢s MMP-9 aktivitasainak a
sejtpopulacié novekedése soran bekodvetkezd eltérései nem magyardzhatdk a sejtpopulacio
siirliségének valtozésaival, valamint a forbolészterrel kivalthatd szabalyozo
mechanizmusok érvényesiilésével.( 4. Téablazata) Az MMP-9 mRNS valos-idejii PCR
technikaval végzett vizsgalata arra utal, hogy a sejtproliferacio lelassulasaval a génexpresszid
szabalyozd mechanizmusai terhetdk feleldssé a fokozott MMP-9 aktivitast. Ezzel egyidoben
jelentésen megemelkedett a HT-1080 fibrosarcoma sejtek migracioja az ECM gélbe, de nem a
fibrin-gélbe

2.Az ECM és a tumorsejtek kapcsolatanak prognosztikai vizsgalata

2.1.A fibronektin és a matrixmetalloproteazok (MMP ) expresszioja kiilonbozo malignitasu
petefészek daganatokban .

A tumor progresszio egyes lépéseinek az in vitro modellezése soran megfigyelhettiik a
fibronektin felhalmozddasat a multicellularis elrendezédésti dormant sejtekben, amelyek
megfeleld aktivalodas utan elobb osztddnak, majd fokozott migracios képességet mutatnak.
A migraci6 fokozodasaa az MMP-9 aktivitds emelkedésével jart egyiitt s igy megerdsithettiik
jelentdségiiket a tumorsejtek invaziv novekedésében. Ezek a megfigyelések Osztondztek a
fibronektin és az MMP vizsgalatara a petefészek rakos betegek szérumdban, €s tumordban.
2002. januar 1.-t61 2003. marciusig 37 petefészek daganat miatt operalt beteg eltavolitott
petefészek tumorat, ascites folyadékat, valamint vérét vizsgaltuk. Az eltavolitott tumor
minden esetben haematoxylin-eosin (H+E) festéssel részletes szovettani feldolgozasra keriilt.
A szOvettani vizsgalat alapjan 10 joindulata , 5 korlatozottan malignus (LMP, borderline) és
17 aggressziven nov0 malignus tumort lehetett elkiiloniteni. Az MMP aktivitast a gelatin-
zimogram technikaval hatdroztuk meg gy ahogyan mar el6zdleg leirtuk (J.Cancer Res. Clin.
Oncol.125:35-40 1999), a fibronektin expresszidt Western technikédval mutattuk ki. A
mennyiségi  valtozaskat Eagle Eye denzitometerrel éallapitottuk meg. A CA-125
meghatarozasokat ABBOTT CA 125 Monoclonal kittel végeztiik.

Legjelentdsebb eredménynek tekinthetd a 20.5 honap kovetési id6 alatt recidivald és nem
recidivalo petefészek rakok fibronektin és MMP-9 értékei eltérésének a megallapitasa. A
magas fibronektin koncentracio ¢s MMP-9 aktivitas a miitét idején eltavolitott petefészek
daganatokban jelzés értékii a recidivak korai megjelenésére és arra utal, hogy az ECM



atalakitdsaban fontos szerepet jatsz6 MMP-9 és a fibronektin kozremitkddnek a tumor
progresszioban.

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 €és a migracio valtozasanak az
egyidejii vizsgalatara. Feladatunknak tartottuk, megvizsgélni, hogy az ECM tartalmu kozegbe
torténd tumor sejt migracié szelektiven , legaldbb is a proliferacio gatlasanal alacsonyabb
koncentracioban gatolhato-e. Elvarasunk elvi lehetdségét tamasztja 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+1.2 (93) 69,3

0.1ng/ml

Doxorubicin [10.4+2.8 (83) |27+06 (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 avB5 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.

Palyazat keretében elkésziilt kozlemények.
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