OTKA T46633. Kemokinek, kemokin receptorok expresszidjanak regulacioja tumor
sejteken

A munkamenet leirasa

A tumor sejtek és mikrokdrnyezetiik kozott szoros kolesonhatas all fenn, amely alapvetden
befolyasolja a malignus folyamat elérehaladasat. A tumor sejtek, tumor-infiltralo sejtek, stroma sejtek
egyarant termelnek citokineket (novekedési faktorokat, gyulladasos citokineket, gyulladasgatlo
citokineket, angiogenetikus, citotoxikus faktorokat, kemokineket), melyek komplex kolcsonhatasat
nehéz modellezni. A tumor sejtek altal termelt kemokinek befolydsolhatjak az infiltrald sejtpopulacid
Osszetételét, beszlirddését, funkcionalis aktivitasat, elOsegithetik a neovaszkularizaciot, és szamos
egyeb funkcioval rendelkezhetnek. A tumor sejteken talalhatdo kemokin receptoroknak tobbek kozott
szerepe lehet a szerv specifikus metasztazisok kialakulasaban. Ezt a kordbbi hipotézist az utobbi évek
alatt mellrdkban, melanomaban, prosztatarakban, gyomorrakban nyert adatok meggy6zden tamasztjak
hanem egyéb élettani funkcidik megvaltozasat is befolyasolni lehet. Ez utébbiak koziil kiemelendd
1/egyes szolubilis faktorok, pl. neovaszkularizaciot el6idézé faktorok, citotoxikus és novekedési
faktorok, gyulladasos citokinek, kemokinek vagy olyan immunszuppressziv faktorok termelédésének
esetleges megvaltozasa, 2/sejtfelszini molekulak, pl. novekedési faktorok és ,halal” molekulak
receptorai, MHC molekuldk, adhéziés molekulak, sejtkolcsonhatasokban fontos molekulak,
differencialodasi antigének, tumor antigének kifejezédésének esetleges megvaltozasa. Mindezen
molekuldk elviekben az egyes tumor sejtek sorsanak fontos meghatarozoi. Hipotézisiink szerint a
tumor sejteken a kemokin receptorok kifejez6dését és a kemokinek termelését citokinek (mint a
mikrokornyezet elemei) ugyancsak képesek befolyasolni. Erre utaltak korabbi kisérleteink is,
melyekben azt tapasztaltuk, hogy HelLa sejtek TNF kezelés hatasara nagy mennyiségiit RANTES-t és
IL-8-at termeltek.

Munkank alapvetden a fenti kérdések koré csoportosult. Mivel az el6z6 években colorectalis
adenocarcinomdkboél izolalt tumor sejtek és tumor infiltrdlo fehérvérsejtek citokin génexpresszio
kvantitativ jellemzésével foglalkoztunk, e tumor tipus vizsgdlatdnal maradtunk. Kiilén hangsulyt
fektettiink a metasztazisbol és primer carcinomabol nyert sejtvonalak kdzotti kiilonbségek keresésére,
ezért harom olyan Dukes C stadiumu betegbdl eldallitott colorectdlis adenocarcinoma vonalat
hasznaltunk, melyek koziil az egyik a primer daganatbol (Isreco-1), a masik mdj 4ttétbol (Isreco-2), a
harmadik peritonealis attétbdl (Isreco-3) szarmazott (Dr. B. Sordat, Swiss Institute for Experimental
Cancer Research, Epalingues, Svajc). Felhasznaltunk a vizsgalatban egy normal colon epithelidlis
sejtvonalat is (Dr. M. J. Rutten, Portland, USA). Masik modell tumor sejtiink a human cervicalis
carcinoma eredetii HeLa sejt volt.

Elészor a kivalasztott tumor sejtek konstitutiv citokin, ill. kemokin termelését jellemeztiik

néhany altalunk €s a lehetdségeink altal behatarolt citokin (IL-8, RANTES, IL-6, IL-10, TNF, TGF-
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B1) termelésének mérésén keresztiil (fehérje és génexpresszio kimutatasa; ELISA, RT-PCR). Ezzel
kapcsolatosan kis kitérével egy korabbi munkankat is befejeztiik, melyben colorectalis
adenocarcinomaban szenved6 betegek primer tumor mintdiban megvizsgaltuk néhany citokin
génexpressziojat (IFNy, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IL-1B) RT-PCR-rel. Ennek eredménye is
azt mutatta, hogy érdemes a vizsgalatra tervezett citokinek kifejezddését tumor sejtekben célzottan is
megvizsgalni fehérje szinten.

Miutan a primer €s metasztatikus colorectalis daganatsejtekben az IL-8, RANTES, IL-6, IL-
10, TNF, TGF-B1 termelodését jellemeztiik, megkiséreltiik azt in vitro befolyasolni stroma-sejt
eredetli faktor-la-val (SDF-1a), mely feltételezhetden a vastagbél daganatok mikrokdrnyezetében is
megtaldlhatd kemokin. Az SDF-la szerepét leirtak szerv-specifikus metasztazisok kialakuldsdban
tobb tumor tipusnal is (pl. mellrak, tiidorak, prosztatarak). A fehérjetermelés €s génexpresszio
mérésére ELISA, ill. RT-PCR, szemi-kvantitativ RT-PCR moddszert hasznaltunk. Kisérleteinkben az
IL-8 és az IL-6 termelés reaktivitast mutatott (emelkedett) SDF-1a kezelésre Hela sejtekben, a primér
daganatb6l szarmazé Isreco-1, valamint kisebb mértékben a normal colon epithelidlis sejtekben. A
HeLa sejtek SDF-1q, altal iranyitott kemotaxisat is ki tudtuk mutatni. (A vastagbél daganat sejtek
vizsgalatara nem kertilt sor.) Kimutattuk a SDF-1a receptorat, a CXCR4-et (fehérjét és génterméket)
is a vizsgalt sejteken (FACS, konfokalis mikroszkoép, ill. RT-PCR). Mivel az IL-8 és az IL-6 termelés
SDF-1a hatasara torténd emelkedése az altalunk vizsgalt tumor sejtekben fontos 11j informacié (pl. az
IL-8 nemcsak fontos neovaszkularizacioban szerepet jatszd, hanem tobbek kozott novekedési faktor is
vastagbél daganatsejtekben), megvizsgaltuk az IL-8 és IL-6 termelésének fokozodasdhoz vezetd
jelatviteli utakat. Els6 1épésben arra voltunk kivancsiak, hogy G-protein fiiggé-e a hatas. A kisérleteket
leszlikitettiilk a HeLa és az Isreco-1 sejtek vizsgéalatara (IL-6, IL-8 mérés: ELISA). Meglepetésiinkre
tobb kisérletben is negativ eredményt kaptunk pertussis toxin (PTX) gatloszer alkalmazasaval (méas
gatloszer alkalmazasara nem volt lehetdség), pedig az irodalmi adatok tobbségében a PTX CXCR4
vonatkozasaban hatdsosnak bizonyult (legalabbis a kemotaxis gatlasaban). Tovabb vizsgalva, hogy
mely egyéb reakcid t johet széba az SDF-la jelatvitelében, a JAK/STAT utvonalra terelodott a
gyanu, ami be is igazolodott haromféle inhibitor (DBI/JAK inhibitor I, target: JAK1 [JAK2, JAK3]),
AG490: target JAK2, WHI-P131/JAK3 inhibitor I: target JAK3) alkalmazasaval (ELISA). Az SDF-1a
citokin termelésre kifejtett hatasanak gatlasa alapjan ugy tint, hogy elsésorban JAK3 vesz rész az
SDF-1a. IL-8 és IL-6 termelést serkent6 hatasaban, de az IL-8 termelés fokozasa esetében a JAK2-nek
is szerepe van. A konstitutiv IL-8 és IL-6 termelésben a JAK3 szerepe biztos. A JAK1 szerepe nem
zarhato ki egyik esetben sem. A masodlagos reakcid utak, ill. hirvivé molekulak koziil a MAPK (p38,
MEK/ERK, JINK/SAPK), az NFkB ¢és a src kinaz részvételét jellemeztiik gatloszerek segitségével.
Gatloszerek: MAPK: SB203580-p38, PD98059-MEK/ERK, SB202474-negativ kontroll vegyiilet az
elébbiekhez, SP600125/INK inhibitor II- INK/SAPK, SAPK inhibitor [I-negativ kontroll vegyiilet az
elébbihez; NFkB: CAPE; src kinaz: PP1 analdg. Ezeket a kisérleteket csak HeLa sejteken végeztiik.
Adataink alapjan az SDF-la-val indukélt IL-8 termelésben a MAPK fttvonal, elsdsorban a JNK



érintettsége meriil fel. Az src kindz mérsékelt részvétele is valdszinlisithetd. A konstitutiv IL-8
termelésben a JNK és az src szerepe nem meriil fel. Az SDF-1a-val indukalt és a konstitutiv 1L-6
termelésben egyik vizsgalt utvonal, ill. hirvivé (MAPK, az NF«B és a src kinaz) szerepét sem tudtuk
igazolni.

A tumor sejteken teszteltiik néhany kivalasztott, lehetdségeink altal behatarolt kemokin
receptor sejtfelszini és/vagy génkifejezddését. Antitestpaneliink CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5, CXCRI1,
CXCR3, CXCR4 elleni antitestekbdl allt, melyek ligandumjai RANTES, IL-8, MIG, P10, ITAC,
MCP1,-2,-3,-4,-5, MIP1a, MIP1B, HCC1, HCC2, HCC4, MEC, MPIF1/CCL23, eotaxin, eotaxin-2, -
3, GCP2, SDF-1a voltak. RT-PCR-rel a CXCR4 és néhany mas, metasztazisok kialakulasaban mas
tumorokban szerepet jatszo kemokin receptor, a CCR7, CCRI10, tovabba kontrollképpen a CCR3 és
CCRS génexpresszidjat is vizsgaltuk. A fehérje és géntermék teljes korii vizsgalatait HelLa sejten
végeztik. A colorectalis sejteken ellenanyag segitségével csak a CXCR4-et vizsgaltuk. Az mRNS
vizsgalatok eredményesnek bizonyultak, megerdsitették a fehérje szintii vizsgalatot, és Uj
informaciohoz is vezettek. A HeLa sejtek CCR7-et és CCR10-et, a colorectalis daganatsejtek CCR7-et
expresszaltak. Ez utobbi a normdl colon epithelialis sejtekre is jellemzd volt. SDF-1a kezelés nem
befolyasolta a kemokin receptorok sejtfelszini kifejezddését HeLa sejteken, eltekintve a CXCR4
kifejezddés intenzitasanak csokkenésétol.

Megvizsgaltuk az SDF-la hatasat néhany fontos receptor, ill. sejtfelszini antigén
kifejezédésére (LFA-1, ICAM-1, ICAM-3, CD62L, CD62E, TNFRI, TNFRII, Fas/CD95, MHCI,
MHCII) is (FACS analizis), de hatast nem tapasztaltunk.

A munka Kivitelezése koriilményeinek alakuliasa a palyazat soran

A palyazathoz kapcsoloddo munkaban egy asszisztensnd és egy TDK hallgatdo (ELTE) vett
részt a szerzédésben foglalt személyeken kiviil. A hallgaté 2004 3szén csatlakozott a laboratériumhoz
(Tumor-Immunoloégiai Laboratorium), és 2007-ben védte meg diplomamunkajat (ELTE). Egy masik
hallgato rovid ideig részt vett a munkaban, 2004-ben, de tanulmanyi helyzete nem engedte meg, hogy
tovabb maradjon. Tobb hazai és kiilfoldi kutato is segitette a munkat, akik nélkiil nem lett volna
lehetséges ennek a kis koltségvetésti palyazatnak a kivitelezése. A munkat néhany koriilmény
kedvezdtleniil befolyasolta. Az egyik résztvevd mas feladatai miatt 2004-t6l egyre kevesebbet tudott a
munkdban részt venni. 2005 végén az OGYK-ban a Tumor-Immunolégiai és az Ossejt-Biologiai
Laboratoriumot egyesitették, ez nem okozott fennakadast, de 2007 elsé felében nyilvanvalova valt,
hogy az OGYK-t megsziintetik. A belso atrendez6dés, munkaerd-atcsoportositds a munkanak nem tett
jot. Egy masik palyazatban, amelyben a témavezetd intézeti projekt koordinator volt, és amelyben a
kisérletes munka a két érintett résztvevd osztalyon nem megfeleléen haladt eldre, a témavezetd
sziikségesnek érezte, hogy a munka kivitelezésébe manualisan is bekapcsolodjon még 2006 masodik

felétdl kezdve (ELISPOT mérések, értékelések kivitelezésével, kisérletek iranyitasaval).



A témavezet6 munkahelye 2007. szeptember elsejétél megszlint, ezért a palydzaton valod
munkat 2007. szeptember elsejéto]l befejezettnek tekintette. Tervei kozott szerepel a le nem kozolt
eredmények publikacidja megfeleld intézményes keretek kozott. Kéri, hogy az OTKA Bizottsag
engedélyezze, hogy 2 éven belill e témaban sziiletett publikacioi részét képezhessék jelen

zardjelentésének.

A Kkisérleti eredmények leirasa

Konstitutiv citokin és kemokin termelés és génexpresszid vizsgalata colorectalis adenocarcinoma

sejtvonalakon

Kisérleteinkben 0sszehasonlitottuk egy primer human colorectalis adenocarcinomabol (Isreco-
1), és ugyanezen beteg maj- (Isreco-2) és peritonedlis metasztazisaibol (Isreco-3) 1étrehozott tumor
IL-10, IL-6, IL-8, RANTES, TGF-B1) ELISA teszttel (2:10° sejt/ml, 24 6ra, 37C°). Az mRNS
expressziot RT-PCR-rel vizsgaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a konstitutiv IL-8 termelés a
primer tumor sejtvonalban volt a legalacsonyabb, ennek két-, ill. haromszorosa volt mérhet6 a
peritonedlis és a maj metasztazis vonalakon (1A. abra). A normal colon epithelidlis sejtek ezen értékek
tudtuk mutatni az Isreco-2, Isreco-3 sejtekben és normal colon epithelidlis sejtekben egyarant. Kis
mértékii konstitutiv IL-6 szekrécid csak a peritonealis metasztazisbol nyert Isreco-3 sejtekben volt
detektalhato. Mind a maj, mind a peritonealis attétbol 1étrehozott tumor sejtvonalak termeltek TGF-f1-
et, szemben a primer tumor sejtvonallal. Konstitutiv TNF szekrécio nem volt detektalhatd egyik
sejtvonalban sem. Kisfoka IL-10 termeldédés a primer tumor sejtvonalra volt jellemzd. A fehérje
szekrécio legtobb esetben megfelel az mRNS expresszié eredményeinek. Az IL-6 génexpresszio
kimutathato csak az Isreco-3 sejteken, az IL-10 génexpresszioé csak az Isreco-1 sejtvonalra jellemzd. A
kis mértékli TNF génexpresszio €és nagy foku IL-8 génexpresszid6 minden vizsgalt sejtvonalra
jellemzé. A RANTES génexpresszid csak az Isreco-3 sejtvonalat jellemzi (1B. abra). A HeLa sejtek
feliiliszojaban IL-6-ot, IL-8-at detektaltunk ELISA-val.

Mindez arra utal, hogy a primer és a metasztatizaldo colorectalis tumor sejtek eltérd
citokin/kemokin termeld profillal rendelkeznek. A colorectdlis adenocarcinoma metasztazis tumor
sejtjeire inkabb jellemz6 egyes kemokinek (IL-8, RANTES) és immunszupressziv citokinek (TGF-1)
termelése, mint a primer daganatsejtekre. A primer tumor sejtek is termelnek azonban a cellularis

immunvalasz szempontjabol kedvezdtlen hatasu citokint (IL-10).
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1. abra. Konstitutiv citokin termelés tumor sejtekben. 1A: ELISA; 1B: RT-PCR

SDF-1a hatasa citokinek, kemokinek termelésére, génexpressziojara colorectalis adenocarcinoma

sejtvonalakban, HeL a sejtekben

Az SDF-1a dozis- (0.1, 1, 10, 50, 100 ng/ml) és idofiiggd (2, 4, 8, 24 6ra) moédon fokozta a
HeLa sejtekben az IL-8 és az IL-6 termelést (2. abra, A, B), mely 4, ill. 8 érara érte el maximumat
(sejtkultura feliiliszobol végzett ELISA) (IC50: 1-10 ng/ml kozott). Az SDF-1a hatasat RT-PCR-rel,
majd szemikvantitativ RT-PCR-rel is megerositettiik (2. abra, C, D). (A TNF is fokozta az IL-8 és a
RANTES termel6dést HeLa sejtekben.) Az SDF-1a. kezelésre (100 ng/ml, 24 6ra, 37C°) a HeLa sejtek
kemotaxissal valaszoltak, melyet 0.8 um atmérdjii porusméretli Transwell kamrakban mértiink (3.
abra) kristalyibolya festést koveté mikroszkopos latotérben torténd szamolassal, valamint a porusokon
atjutott sejtek tripszinizalasat kovetd szamolasaval.

Az SDF-1a kezelés (100 ng/ml, 24 h) fokozta az Isreco-1 primer vastagbéldaganat sejtbol
szarmaz6 sejtvonalban az IL-8 szekréciot, mely hatas kisebb mértékben a normdl colon epithelidlis
sejteken is kimutathat6 volt (4. dbra). A hatds a génexpresszid szintjén is érvényesiilt, bar az RT-PCR
moddszer eredményeit fenntartassal kell kezelni. Szemikvantitativ RT-PCR-rel megismételve a mérést,
a kezeletlen és az SDF-la-val kezelt kultirak kozotti kiilonbség jobban szembedtldtt Isreco-1
sejtekben (4 ora inkubalas, 100 ng/ml SDF-la). Az SDF-la IL-8 termelésre kifejtett hatasa
metasztatikus Isreco-2 és Isreco-3 sejtekben nem volt kimutathatdo. Az SDF-loa kezelés nem
befolyasolta a TNF, IL-10, IL-6, RANTES ¢és TGF-1p szekréciot a colorectalis daganat- és a normal
colon epithelialis sejteken.

Eredményeink arra hivjék fel a figyelmet, hogy az SDF-1a befolyéasolhatja a tumor sejtekben
a neovaszkularizaciét fokoz6 egyes citokinek termelését, ami hozzajarulhat metasztatazisok
kialakulasdhoz. A vizsgalt vastagbéldaganat sejtek koziil ez a primer tumor sejtekre jellemzd hatas, a

metasztatikus vonalakban mar konstitutivan is jelentosen emelkedett e citokinek termelése.
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2. abra. SDF-1a hatasa HeLa sejtek IL-6 és IL-8 termelésére. 2A: Dozisfiiggés, ELISA. 2B:
idofliggés, ELISA. 2C: génexpresszio, szemikvantitativ RT-PCR. 2D: RT-PC
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Kemokin receptorok kifejez6dése colorectalis adenocarcinoma sejteken és Hela sejtek sejteken

Immunfluoreszcenciaval megvizsgaltuk tripszinizalt Hela sejteken kiillonb6zé kemokin
receptorok sejtfelszini kifejezddését (CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5, CXCR1, CXCR3, CXCR4;
ligandumok: RANTES, IL-8, MIG, P10, ITAC, MCP1,-2,-3,-4,-5, MIPla, MIP1B3, HCCI1, HCC2,
HCC4, MEC, MPIF1/CCL23, eotaxin, eotaxin-2, -3, GCP2, SDF-1a) (FACS analizis). Egyediil a

CXCR4-et, az SDF-1a receptorat sikeriilt kimutatni a sejteken (5. dbra). Az 6sszes sejt hordozta a



receptort. A tripszinnnel vagy a nélkiil a plasztik felszinrdl levalasztott colorectalis sejteken a FACS
kisérletek nem voltak eredményesek. Konfokalis mikroszkop segitségével azonban az Osszes
colorectalis sejtvonalon kimutattuk a CXCR4-et (6. abra). E tekintetben nem kiilonboztek a primér
daganatbol szarmazo az Isreco-1, és a maj, ill. peritonealis tumorbol szarmazoé Isreco-2, Isreco-3
sejtek, valamint a normal colon epithelialis sejtek.

RT-PCR segitségével megvizsgaltuk néhany mas, metasztazisok kialakulasaban esetleg fontos
kemokin receptor, igy a CCR7, CCRI10 génexpresszidjat (ezek ellen antitestet nem sikeriilt
beszerezni), negativ kontrollként a CCR3, CCRS, pozitiv kontrollként a CXCR4 génexpressziodjat is
elemeztik. A CCR3, CCRS expressziojat egyik vizsgalt sejtvonalban sem, a CXCR4 expressziojat
minden sejtben kimutattuk (7. abra). Ugy tiinik, mintha az expresszié mértéke az SDF-1a. biologiai
hatasdnak mértékével parhuzamos lenne. A CCR7 génexpresszié mindegyik sejttipusban kimutathatd
volt, szintje a primer Isreco-1 sejteken €s a normdl colon epithelialis sejteken alacsonyabbnak, mig a
metasztatikus Isreco-2 és -3 sejteken, valamint HeLa sejteken magasabbnak tiint (7. 4bra). A CCR10
génexpresszio csak a HeLa sejtekre volt jellemzd.

SDF-1a, kezelés (100 ng/ml, 24 o6ra) nem befolyasolta a kemokin receptorok sejtfelszini
kifejezddését, eltekintve a CXCR4 kifejezddés intenzitasanak csokkenésétol.

Osszességében elmondhatd, hogy az SDF-lo bioldgiai hatdsat megalapozé funkcionalis
CXCR4 receptorokat sikeriilt detektalni HeLa és colorectalis sejteken, de CXCR4 azokon a sejteken
(Isreco-2, -3 sejtek) is rajta volt, melyekben az SDF-1a nem idézte el6 az IL-8 termelés fokozasat.
Talan bels6, gatldo mechanizmusok akadalyozzak a jelatvitelt ezekben a sejtekben, de mas okok is

kozrejatszhatnak.

5. dabra. CXCRA4 kifejez6dés Hela sejteken
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6. abra. CXCRA4 kifejez6dés colorectalis daganatsejteken, normal colon epithelialis sejteken. (zold:

CXCR4, fehér: DAPI/sejtmag, konfokalis mikroszkop)
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7. abra. CCR7, CCR10 génexpresszio colorectalis daganatsejteken, normal colon epithelialis (NCES)

¢s HeLa sejteken.

A SDF-1a-val indukalt és a konstitutiv IL-6 és IL-8 termelésben szerepet jatszo jelatviteli utak

Mivel ismert, hogy a kemokin receptorok tobbnyire G-protein fliggd reakcioutat aktivalnak, és
az irodalmi adatok alapjan a kemotaxis kisérletekben ez az ut tdbbnyire pertussis toxin (PTX),

szenzitivnek bizonyult CXCR4 esetében is, megvizsgaltuk a PTX hatasat a HeLa és Isreco-1 sejtek



konstitutiv, valamint SDF-1a-val stimulalt IL-6 (csak HeLa sejtekben) és IL-8 termelésére (HeLa és
Isreco-1 sejtekben). (PTX célpontjai: Gai-1, Gai-2, Gai-3, Ga0A, Ga0B, Gatl, Gat2.) A sejteket
PTX-szel (100 ng/ml) vagy médiumban kezeltiik elé (1 ora), ezutin egyszer atmostuk, majd
folytatélag SDF-1a-val vagy friss médiummal folytattuk az inkubalast 24 6ran 4t PTX jelenlétében
vagy a nélkiil. Ezutan a sejtkultira feliilluszokban ELISA-val mértiik a citokinek szintjét. A PTX
toxikus hatasat nem tapasztaltuk, ezt MTT teszttel ellendriztiik parhuzamosan kezelt kultarakban. Az
abszolut sejtszamot tripankék jelenlétében végzett szamolassal hataroztuk meg. A PTX nem gatolta
sem a konstitutiv, sem az SDF-la-val indukalt 1L6 és IL-8 termelést (8. abra). Ez jelenség
(amennyiben a G-proteinek kikeriilésérél van sz6) nem lenne precedens nélkiili a kemokin receptorok,

a CXCR4 esetén. Mas G-protein gatloszereket nem allt moédunkban megvizsgalni.
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8. abra. Pertussis toxin hatdsa az IL-6 és IL-8 termelésre HeLa, ill. Isreco-1 sejtekben (PTX: 100
ng/ml, 1 6ra el6kezelés, majd 100 ng/ml SDF-1a—val 24 6ra; ELISA)

A tovabbiakban a JAK, a MAPK, ezen beliil a p38, ERK1/ERK2, JNK/SAPK, tovabba,
NF«B, és src kindz utvonalak szerepét probaltuk feltérképezni gatloszerek segitségével Hela sejtek
konstitutiv és SDF-1a-val indukalt IL-6 és IL-8 termelésében. A sejteket 1 oran at (egyes esetekben 2
oran at) elokezeltiik a gatloszerrel, ill. a megfeleld oldoszert tartalmazé médiummal, majd az SDF-1a
kezelésnél (24 ora, 100 ng/ml) a fent leirtak alapjan jartunk el. A gatloszereket tobb dozisban
alkalmaztuk, a relativ talélést MTT teszttel, az abszolut sejtszamot tripankék jelenlétében végzett
szdmolassal hataroztuk meg. Csak azokndl a dodzisoknal nyert eredményt vettiik figyelembe,

melyeknél toxicitast nem észleltiink.

A JAK/STAT utvonalat egy altalanos JAK gatloszer, de foképpen JAK1 gatloszer, a DBI
(JAK inhibitor I, target: JAK1 [JAK2, JAK3]), egy JAK?2 gatloszer, az AG490 és egy JAK3 gatloszer,
a WHI-P131 (JAK3 inhibitor I) segitségével vizsgaltuk. A DBI dozisfiiggben gatolta az IL-8
konstitutiv termelését, és az SDF-la IL-8 termelésre kifejtett hatdsat (maximalis gatlas, 100 uM

dozisnal 42,9%, ill. 81,6%) (9. abra). Az IL-6 termelést nem befolyasolta jelentOsen.
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A konstitutiv IL-8 termelés JAK3 fiiggé (maximalis gatlas 50 uM doézisnal 100%), a JAK2-
nek nincs benne szerepe (10. abra). Ugyanez mondhato el a konstitutiv IL-6 termelésrdl is, bar ott a
gatlas kisebb (maximalis gatlds 50 uM dozisnal 73,7%). Az SDF-1a IL-8 termelésre kifejtett serkentd
hatasat a JAK3 gatloszerrel teljesen gatolni lehet, emellett a JAK2 gatloszerrel is jelentds gatlast
lehetett elérni (91,3% maximalis doézisnal). Az SDF-1a IL-6 termelésre kifejtett serkentd hatasat a
JAK3 gatloszer nagymértékben gatolta (80,9% maximalis gatlas). Ugy tiinik tehat, hogy a JAK3 (IL-6,
IL-8) és a JAK2 (IL-8) utvonalak aktivalédnak az SDF-lo hatasara. A JAK szerepét Isreco-1

sejtekben is megerdsitettiik.

1L-8 I1L-6
-SDF-1¢ +SDF-1a -SDF-1a + SDF-1a
007 —IMédium+DBI "
FTSDF-1a + DBI =
3004 I
= = 200
n n
£ 2001 £
I I
100 +
T i
0 01 5 25 50100 l] 1. 525 5l] 1l]l] 0 01 5 25 50100 l] 1 525 5ll 1:]l]
DBI (kM) DBI (i)

9. abra. DBI (JAK inhibitor I) hatdsa HeLa sejtek konstitutiv és SDF-1a-val indukalt IL-8 és IL-6
termelésére. (DBI targetjei: JAK1, [JAK2, JAK3])
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10. abra. JAK2 (STAT3) inhibitor (AG490) €s JAK3 inhibitor (WHI-P131) hatasa HeLa sejtek

konstitutiv és SDF-1a-val indukalt IL-8 és IL-6 termelésére.

A MAPK utvonalakat egy p38 MAPK gatloszer, az SB203580 (negativ kontroll vegytilete:
SB202474), egy MEK/ERK inhibitor, a PD98059, és egy JNK/SAPK gatloszer, a SP600125/JNK
inhibitor II (negativ kontroll vegyiilete: SAPK inhibitor II) segitségével vizsgaltuk.

A p38 gatloszer 1L-8 és IL-6 termelésre kifejtett hatasa egyik esetben sem haladta meg a
negativ kontroll vegyiilet hatasat (11. abra). A MEK/ERK inhibitor PD98059 ezt meghalado
mértékben, 25 uM dozistol kezdve teljesen gatolta mindkét citokin minden esetben, azonban ez a hatas
igen kozeli a kontroll vegyiiletéhez, ezért nem tudjuk biztosnak elfogadni.

Az SP600125 JNK inhibitor a kontroll vegyiilettdl eltéréen gatolja az SDF-1a-val indukalt IL-
8 termelést (5 M SP600125: 70,4%-o0s gatlas, 5 uM negativ kontroll/SAPK inhibitor II: 18,5%-o0s
gatlas) (12. abra). Erdekes modon, az SP600125 JNK inhibitor ugyanakkor stimulalta az SDF-10-val
indukalt IL-6 termelést (5 uM SP600125: 700%-kos novekedés, 5 uM negativ kontroll/SAPK
inhibitor II: 83,3%-o0s ndvekedés).
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11. abra. MAPK inhibitorok hatdsa HeLa sejtek IL-6 és IL-8 termelésére. (SB203580: p38 MAPK
inhibitor; SB202474: negativ kontroll; PD98059: MEK/ERK inhibitor)
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12. abra. JNK inhibitor hatasa HeLa sejtek IL-6 és IL-8 termelésére. (SP600125: JNK inhibitor II;
negativ kontroll vegyiilet: SAPK inhibitor II)
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Az NF«B gatld6 CAPE nem gatolta, hanem kis mértékben serkentette a konstitutiv és az SDF-

la-val indukalt IL-6 és az IL-8 termelést (13. dbra). Az src kindz gatldszere kdzepesen gatolta (1 pM

PP1: 48%-0s gatlas) az IL-8 termelés SDF-1a-val kivaltott stimulaciojat (14. bra).
I1-6 IL-8
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13. abra. NF«B inhibitor hatdsa HeLa sejtek IL-6 és IL-8 termelésére. (CAPE: NF«B inhibitor)
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14. abra. Src gatloszer hatasa Hela sejtek 1L-6 és IL-8 termelésére. (PP1 analog: src gatloszer)

Kovetkeztetések

Kimutattuk, hogy a colorectalis daganat sejtek szdmos, funkcionalis szempontbdl fontos

citokint, igy IL-8-at, IL-10-et, IL-6-ot, RANTES-t, TGFf-1-et termelnek, azonban jelentds kvalitativ

¢és kvantitativ kiilonbségeket észleltiink a primer €s a metasztatizalo colorectalis daganatsejtek kozott,

valamint az eltérd helyen kialakult metasztazisokbol szarmazo daganatsejtek kozott. A normal colon

epithelialis sejtek és a daganat sejtek citokin mintazata kozott hasonloésag van, ami abban is
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megnyivanul, hogy egyes, a normal colon epithelialis sejtekre jellemz6 citokinek (pl. IL-8, RANTES)
termelése a tumor sejtekben megtartott. Az SDF-la szolid tumor sejtekre gyakorolt hatasdnak
vizsgalatara alkalmas modellt talaltunk. Az SDF-1a serkenti a neovaszkularizaciot, tumor novekedést
serkentd citokin, az IL-8 termelését colorectalis daganatsejtekben, ami jelentds tényez6 lehet a primer
tumor progresszidjaban. A primer tumor sejtekhez képest a maj és nyirokcsomd metasztazisbol
szarmazo sejtek tobb IL-8-at termelnek, ugyanakkor az SDF-1a nem serkenti az IL-8 termelését
benniik. Az SDF-la-val kivaltott IL-8 valasz nem kizarolagos sajatsaga a vastagbél daganatos
sejteknek, mert HeLa sejtekben, és kisebb mértékben normal colon epithelialis sejtekben is észlelhetd
az IL-8 termelésre kifejtett hatdsa. Az IL-8 nem az egyetlen citokin, amelynek termelddése SDF-1a
hatasara emelkedhet tumor sejtekben, mert HeLa sejtekben példaul az IL-8 mellett az IL-6 termelés
emelkedése is megfigyelhetd. Ez azt mutatja, hogy az SDF-1a regulator szerepe nemcsak a tumor
HeLa sejtekben, hanem a tumor sejtek egyéb élettani funkcidinak befolyasolasaban is. Az SDF-1a
hatasat CXCR4 receptorokon keresztiil fejti ki, ezek jelenlétét (fehérjét €s génterméket) igazoltuk
minden SDF-10-ra reaktiv sejtvonalon. Ugy tiinik azonban, hogy ez a receptor jelen van mindkét, IL-8
valaszt nem mutatd, metasztazisokbol szarmazd colorectalis daganatsejten is. Lehetséges, hogy e
sejteken a CXCR4 receptorok nem funkcionalisak. A CXCR4 mellett a CCR7-et (génterméket) is
kimutattuk minden vastagbél eredetli sejtvonalon és a HelLa sejteken. Ezzel szemben a CCR10
egyedill a HelLa sejtekre volt jellemzd az Osszes vizsgalt sejt kozil. A CCR7-et (liganduma a
CCL19/ELC) a CXCR4-gyel egyiitt regionalis nyirokcsomo-, tiid6-, csontattétekkel, a CCR10-et
(liganduma a CCL21/SLC) boérattétekkel hoztak kapcsolatba egyes tumorokban.

Az SDF-1a CXCR4-en keresztiil torténd IL-8 és IL-6 termelésére kifejtett hatasanak jelatviteli
utja a G-protein csalad jellegzetes, pertussis toxinnal gatolhat6 tagjaitol fiiggetlennek bizonyult.
Ugyanakkor a JAK/STAT ttvonal bizonyosan érintve van. Az IL-8 esetében a INK (MAPK) is részt
vesz a folyamatban, €s kisebb szerepe az src kinaznak is lehet.

Eredményeink 0sszességében arra utalnak, hogy az SDF-1a szerepe tulmutat a sejtmigraciora
esetében. Mindez azt sugallja, hogy az SDF-1a, tumor-mikrokornyezeti faktorként sokoldalu funkciot
tolthet be, alapvetd szerepet jatszhat nemcsak a tumor sejtek szervspecifikus ,,homingjaban”, hanem a
tumor sejtek kornyezetiik felé tovabbitott jeladasaban is, a kdrnyezetnek a tumor fenntartasara iranyulo

rahangolasaban.

Hasznosithatésag

Altalanossagban, a tumor sejtek konstitutiv citokin termelésének mérése az egyedi tumorokban

hozzasegithet egy jobb, célzottabb bioterapia kifejlesztéséhez.
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- Kisérleteink az SDF-lo. tumor mikrokornyezetbdl vald lokalis eliminalasanak sziikségessége
iranyaba mutatnak. Ehhez elébb még igazolni kellene (tobbek kozott), hogy az SDF-1a in vivo is
kifejti ezeket a hatdsokat a colorectalis daganatok mikrokornyezetében, ill., hogy valéban szamottevo
tényezoje a tumor-mikrokdrnyezetnek.

- Kisérleteink arra utalnak, hogy a CXCR4 ¢és a CCR7 specifikus elemekkel tarsitva esetleges
célpontja lehet egy célzott, colorectalis daganatsejtek eliminalasara iranyulo terapidnak. E receptorok
mikddésének szelektiv gatlasa a tumor sejteken ugyancsak fejlesztés kiindulopontja lehet.

- Kisérleteink meger0sitik, hogy az IL-8 termelés vagy az ehhez sziikséges jelatviteli ut gatlasa fontos

célpont lehet vastagbéldaganatok kezelésében.
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