A daganatos haldlozas szinte Kkizar6lag az attétképzés kovetkezménye. A metasztatikus
kaszkad folyamatanak sikeres végrehajtasahoz a tumorok beerezédésén felul elengedhetetlen
a tumorsejtek letapadéasi-, matrixbontd- és migracios kepessege. Korabbi megfigyeléseinkbél
kiindulva jelen palyazatunk célkitiizései kozott szerepelt a kiulonbdzo eredeti tumorsejtek
mozgasi sajatossagaink morfoldgiai 0sszehasonlitasa, a motilitasi szignal egyes elemeinek
felterképezese és befolyasolasa, valamint a daganatok indukalta angiogenezis vizsgalata,
kiléndsen klinikai vonatkozasokban.

A Kkiilonbéz6 eredettic human daganatsejtek mozgasanak morfoldgiai sajatossagainak
vizsgéalatai keretében Boyden-kamraban migracios és adhézids kisérletekben meghataroztuk
azokat az extracellularis-matrix (ECM) fehérjéket (fibronektin, kollagén I, laminin, Matrigel),
amelyeket a tumorsejtek preferdlnak kitapadasi, illetve migracios feluletként. Megéllapitottuk,
hogy a kordbban megismert human fibrosarcoma sejthez képest (HT1080) a human
laphamrak sejtek (A431), valamint human colon carcinoma sejtek (HT25, HT29) in vitro
jelentésen lassabban mozognak. Ezek a sejtek még 24 dras tesztekben sem képesek olyan
migracios vélaszt adni Boyden-kamraban, mint a HT1080 sejtek 1 o6ra alatt. Human
melanoma sejtek (HT168-M1) mozgasanak sebessége a fenti sejtekhez képest kdzepesnek
mondhato, 6 dras migréacios tesztben mutatnak olyan migracios valaszt, mint a fibrosarcoma
sejtek. Ezek alapjan a laphamrék-colorectalis rak<melanéma<fibrosarcoma sorrend
val6szintsitheto.

Kimutattuk, hogy a tumorsejtek nem egyforméan preferaljak az egyes ECM fehérjéket a
letapadasuk és migraciojuk sordn. A huméan melanéma, valamint a laphamrék sejtek (ugyan
jelentésen kisebb meértékben) a fibrosarcomahoz hasonldéan tapadnak fibronektinre és
kollagénre, amelyek nagyfoku migracios valaszt is kivaltanak. A colon carcinoma sejtek ezzel
szemben nem adtak migracids valaszt fibronektinre, csak kollagénre, mig egyes tipusaik még
bazalis membranra (Matrigel) is jol migraltak. A fibrosarcoma vonallal kapott korabbi
eredmények és a mostani kisérleteink alapjan kezdtiik meg a kilonbdz6 tumorsejtek in vitro 2
dimenziés mozgasanak feltérképezését ECM proteineken kontroll és GFP-vinkulinnal
transzfektalt sejtekkel. Ezekben a vizsgalatokban megallapitottuk, hogy a fibrosarcoma sejtek
esetében korabban leirt alak a kétdimenzios sikon torténé migracioé soran tébb mas sejtvonal
esetében is megfigyelheté. A human melanéma esetében sikerilt vided6 mikroszkdpia
segitségével megorokiteniink, amikor a sejtek kollagén felszinen a fent leirt alakot fenntartva
vandoroltak. Igaz, ez a mozgas sokkal lassabb, mint a fibrosarcoma esetében, de az alakbol
arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk leirt mozgasforma (és mechanizmus) altalanosabb
érvenyi lehet (1).

A korébbi kétdimenziés migraciés modellvizsgalatainkat Kiterjesztettik haromdimenzios
rendszerre. Az aktin-filamentum rendszer és a letapadasi pontok elrendezédését, valamint az
intermedier filamentum (vimentin) és a mikrotubulus rendszer (tubulin) migréacio alatti
elhelyezkedését haromdimenzids rendszerben konfokalis és elektronmikroszkdpos
technikakkal vizsgaltuk HT1080 human fibrosarcoma, HT168-M1 human melanéma és A431
human laphamrak sejtekben. A kétdimenzios rendszerekhez hasonloan, a Boyden-kamra
porusan athaladd sejtek esetén is, kizarélag a vezeté élen, a porus atmeréjének mentén
figyeltiink meg letapadasi pontokat (1. abra). A vinkulint tartalmazo adhéziok egy sorban
jelentek meg, gyiiriként rajzolodtak ki. A péruson torténé atjutast kovetéen egy letapadasi
folyamat indult meg, amelyet az adhézids pontok gyirijének Kkiterjedése jelzett. Az
aktinszalak a letapadasi pontokhoz kapcsoltak maradtak, a porus belsejében csak a
plazmamembran alatt voltak megtalalhatéak a migracio ideje, és a kitertilés folyamata alatt is
(2. &bra). A membran tuloldalan jelentkezé letapadasi folyamat kiteljesedésével az aktin ivek
hossza, és a letapadasi pontokbdl allo gytrt merete is fokozatosan nét.



1. dbra. Adhéziok megjelenése 3D migracios modellben. Zo6ld: vinkulin az adhézidkban.

2. abra Boyden kamra membranjan atjuto HT1080 fibrosarcoma sejt immunfluoreszcens
képe. Piros: aktin-filamentumok, z6ld: vinkulin molekulak az adhézidkban.

Az egyéb morfoldgiai vizsgalatok eredményeinek 6sszegzésével megéllapitottuk, hogy a
kétdimenzios modellnek megfeleléen mozognak az adhézids pontok és a mikrofilamentum
rendszer elemei. Harom dimenzidban az aktinszalak a letapadasi pontokhoz kapcsoltak
maradtak, a porus belsejében csak a plazmamembran alatt voltak megtalalhatok, a migracio
ideje, és a kiterulés folyamata alatt is (3. abra). A poruson keresztiili migracié utan a sejtek
ujbdl kiteriiltek, a folyamat a méar korabban jél jellemzett 2D rendszernek megfeleléen zajlik.



3. abra: HT1080 tumorsejtek mozgésanak 3D modellje.
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A sejtek alakjanak kialakitasaban és a mozgasi folyamataiban a mikrofilamentum-rendszeren
kivil a mikrotubulus- és az itermedier filamentum-rendszer is aktivan részt vesznek Ezért
tovabbi morfolégiai munkainkban kettés immufluoreszcens jellési technikakkal
megvizsgaltuk az aktin-kotegek és egyeb citoszkeleton elemek egyiittes elhelyezkedését is a
tumorsejtek 3D migrécidja alatt.

Megallapitottuk, hogy az aktinfilamentumok és a mikrotubulusok szorosan egyutt haladtak a
sejtmozgas alatt. A mikrofilamentum- és a mikrotubulus-rendszer szoros kapcsoltsadgara
szamos magyarazat latott napvilagot. Mindket citoszkeletalis elem intenziv dinamikaval
rendelkezik. A sejt polaritdsdnak kialakitasaban, a sejt alakjanak mddositasaban feltehet6en
kooperativan vesznek részt. A mikrotubulusok névekvé (+) vegiikkel a centroszomabdl a
plazmamembran felé nytlnak. Altalanosan elfogadott nézet szerint, a mikrotubulusok a sejt
peremén talalhato fokalis adhézidkba futnak. 2D migracid soran tubulin jel6léssel azt talaltuk,
hogy a mikrotubulusok a mozg6 tumorsejtekben valdban a félkdér alaku vezets él felé
irdnyultak. A sejt széléig kizarolag a sejt hatso részének két oldalan futottak ki (4. abra).
Szereplk valdsziniilleg a mar szuksegtelen adhéziok végso felszedésében, megsziintetéseében
all.

Az intermedier filamentumok képvisel6jeként a vimentin szerepét vizsgéltuk a rendszer
haromdimenzids elrendezédésében. A mukrotubulussal ellentétben vimentin valdszinileg az
aktinhoz kototten, viszont a vezet6 él és a mikrofilamentumok frontja mogott, jol
elkilonithetéen haladt a migracié soran a sejtmaggal. A felvétel konfokalis mikroszkoppal
HT1080 sejtekrdl készilt, a felszeletelt sikokat egymasra vetitettilk, és 45° délésszdgben
vizsgaltuk. A poéruson éathaladd sejtek vezeté élén aktint talaltuk, melyet téle Kkissé
elkllonllten a porusba nyuld vimentinszalak kovettek, korbefonva a sejtmagot, feltehetéen
annak athzasaban segédkezve (5. abra).



4. dbra. Mikrotubulus-rendszer migral6 fibrosarcoma tumorsejtekben.

5. dbra Vimentin (z6ld) és aktinszalak (piros) helyzete 3D migrécié soran.

A morfoldgiai vizsgalataink eredményeirdl készitett publikacionk biralat alatt van.

A pélyazat tovébbi terveinek megfeleléen megvizsgaltuk bizonyos jelatviteli
utvonalak lehetséges szerepét a daganatsejtek migracidjanak befolyasolasaban. A
tirozinkinaz-aktivitassal rendelkezé ndvekedési faktor-receptorok alapveté szerepet jatszanak
a sejtfunkcidk szabalyozasaban, kdztik a motilitas befolyasolasaban. Ezen jelpalyak genetikai



és/vagy funkcionalis abnormalitdsa koros miikodést eredményez. Az elsoként felfedezett
tirozinkinaz-receptor az epidermalis novekedési faktor receptora (EGFR, erb-B1l, HER-1),
mely tobb ismert tumor esetében mutat kéros aktivaciot (glioblastoma, nem-kis-sejtes
tidorak, fej-nyak régio laphamrékjai). Emiatt az EGF-receptor a daganatellenes terapia Uj
celpontja lett.

A receptorokon torténé daganatellenes terapiak ket f6 csoportra oszthatok: a receptor vagy
liganduma ellenes antitestek, illetve a jelatviteli folyamat gatloszerei. Az utdbbiak
legelterjedtebb képvisel6i a tiozin-kinaz gatlok, amelyek a jelpalya szubsztratszintti gatlasa
soran kompetitiv modon akadalyozza az ATP-t a receptor ATP-koté zsebéhez vald
kapcsolodasban, melynek eredményeképp elmarad a keresztfoszforilacid, ezen tdlmenden
pedig az aktivacids szignal.

Korébbi sporadikus eredmények alapjan tébbszor felmerlt a lehetésége annak, hogy a
melandmak EGFR-t expresszalndnak, azonban a kelléen mély molekuléris vizsgélatok ezt
nem tudtak meggy6zéen igazolni. Munkank soran human melanéma sejtvonalakon vizsgaltuk
az EGF-receptor expresszibjat, valamint felderitettiik a szignal transzdukcid gatlasanak
lehetséges biologiai hatasait a tumorprogresszio szempontjabal.

PCR vizsgéalataink sordn megéllapitottuk, hogy a vad tipusu pozitiv kontrollhoz (A431, EGFR
amplifikalt sejtvonal) hasonld mMRNS expresszios mintazatot a 9 vizsgalt melanoma vonal
kozil csak az M24met és a WM983A mutat, mig 2 sejtvonal negativnak bizonyult.
Ugyanakkor 5 human melanéma vonalban az EGFR domének un. alternativ bendeket
tartalmaznak. Ha a HT199 EGF-receptor expresszidjat vesszik egységnyinek, akkor a vad
tipusu EGFR-t kifejez6 M24 négy nagysagrenddel tobbet expresszal, mint a HT199, de erés
expresszio jellemzi a WM983 vonalakat és az M35-6t, ennél gyengébb az A2058 csaléd (2).
Flow cytométeres vizsgalatainkban az EGF receptor intra- ill. extracellularis doménjét
felismer6 antitesteket hasznaltunk. Az M24met sejtvonal 95%-ban expresszalt EGF
extracellularis domént, mig a tébbi sejtiink gyakorlatilag negativnak bizonyult. Az EGF
receptor intracellularis doménjét azonban minden sejttipus expresszalta, bar az expresszid
mérteke az egyes melandma tipusokban széles hatarok kdzott mozgott (10-80%; 2).
Immunfluoreszcencs vizsgalattal megerdsitettik az aramlasi cytométeres eredményeinket,
mely szerint minden sejtvonalunk pozitivnak bizonyult az EGF-receptor intracellularis
doménjére adherens allapotban is. Foszfospecifikus antitestekkel (EGFR-pY1068 és EGFR-
pY1086) vegzett vizsgalataink szerint az emberi melandma tenyészetekben a receptorok
konstitutivan aktivaltak. (2).

Proliferacids kisérleteink eredményei alapjan megallapithatd, hogy a ZD1839 (gefitinib,
EGFR TK inhibitor) valamennyi emberi melanéma sejtvonalunkon minden dézisban
hatadsosabbnak bizonyult (IC50~5-10uM), mint egy kisérleti gatldszer, a PD153035 (IC50~ 8-
15 uM). Ezzel szemben egy masik EGFR TK géatloszer, az OSI-774 (erlotinib) kezeléssel
szemben sejtjeink nagyfoku rezisztenciat mutattak (1C50>100 uM).

Az aramlasos cytométerrel végzett apoptdzis vizsgalat szerint 5%-ot meghaladd apoptozis a
legalacsonyabb ZD1839 kezelésnél 5 uM-os dozisban 2 sejtvonalban volt tapasztalhatd
(HT168 és WM983A), mig magasabb koncentricional 10% feletti apoptosis rata a HT168
csaladban (A2058, HT168 és M1) valamint a WM csaladban volt észlelhets, mely utébbi
bizonyult a legérzékenyebbnek ebb6l a szempontbol. A PD153035 kezelés joval kisebb
mértékben indukalt apoptdzist: 5 uM-os dozisban 5% alatt, mig magasabb dozisokban 10%
korili volt ez az érték. Megjegyzendd, hogy a vad tipusi EGFR-t expresszalo M24met
melandma vonal bizonyult a legrezisztensebbnek a TK gatlé hatasra.

Modositott Boyden-kamras technikaval kimutattuk, hogy a human melanoma sejteken
(HT168M1, WM983B) a ZD1839-el6kezelés gatolja a sejtmigraciot. A szimultan kezelésnél
inkabb a sejtpusztitd hatas kerdl elétérbe, igy valddi migracidgatlasrol nem beszélhetink.



SCID egér xenograft 1ép-maj modellben az intraperitoneélisan 3 héten keresztiil naponta adott
ZD1839 mar 0,2 mg/tskg gatolta a human melandma attétképzését, a primer tumorra nem
hatott, erésitve azon elképzeléstinket, hogy a melanoma EGFR a progreszidban jatszik fontos
szerepet (2-3).

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan felmerilt a lehetésége annak, hogy
melanomas megbetegedések soran egy masik tirozin-kinaz aktivitasu receptor, a hepatocyta
novekedési faktor (HGF) receptora, a c-Met is biologiai jelentéséggel bir. RT-PCR
segitségével meghataroztuk a c-Met molekula intra- és extracellularis doménjének jelenlétet
human melanéma sejtvonalainkon. Funkcionalis in vitro vizsgalataink soran tébb c-Met
gatloszer (EKB-569, SU11272) hatasat vizsgaltuk a sejtek tulélésére és migracios
képességére. Aramlasos cytométeres modszerrel és western-blot analizissel megvizsgéltuk a
kezelések hatasat a c-Met foszforilaciora és megallapitottuk, hogy a szerek (kilondsen a
specifikusabb SU11272) csokkenti a c-Met-molekulan a tirozin-foszforilacio mértékét. Ezutan
a tirozin-foszforilacio gatlasanak biologiai hatasat (proliferacio, apoptdzis, migracio) 4 fele
human melanéma (HT168-M1, M24met, HT199, WM983B) és az A431 laphamcarcindma
sejtvonalon vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az EKB-569, 6sszehasonlitva mas TK-
gatlokkal (amelyek legnagyobb mértékben az EGFR-t gatoljak, mint pl. Tarceva, Iressa,
SU5416) igen hatasosan gatolta a sejtek proliferacidjat, és fokozta azok apoptdzisat. Ezen
felll a c-Met TK aktivitdsanak gétlasa jelentésen csokkentette a sejtek migréacids képességet
is. Azonban az SU11272, amely secifikus c-met gatlo, még az el6zéeknél is hatdsosabbak
bizonyult mind az apopt6zis fokozasaban, ind a migracio gatlasban. Az in vitro vizsgalatokat
in vivo 1ép-maj modellel egészitettik ki. Ebben a rendszerben a tumorsejteket az allatok épbe
juttatjuk, és megfelel6 id6 utan a kialakult majkolonidk szdméat hatarozzuk meg.
Megallapitottuk, hogy c-Met gatlasa csokkenti a human melandma sejtek majba valo
kolonizacios készségét. Mindezen eredményeink alapjan felmerll, hogy az emberi
melanomaban a c-Met terapias célpontként szolgalhat (4), akar 6nalléan, akar az EGFR-el
kombinalva. Az ilyen dudlis vagy akar még tobb tirozin-kindzra hat6 gatloszer fejlesztése a
mai kutatasok egyik kifejezett célpontja. A melanomasejtek migraciojanak befolyasolhatosaga
a tirozin-kinadz gatlokkal témakdrben kapott eredményeinkrél egy publikacio biralat alatt, egy
pedig elokészités alatt all.

Miutan a sejtmozgas mindig matrix-fellleten torténik, a kooperdld adhézids
molekulaknak déntd szerepe van a folyamat szabalyozéasaban. Ujabb kutatasi eredmények azt
mutatjak, hogy az adhézioert felel6s legjelentésebb molekulacsalad, az integrinek gatlasa nem
elégséges a tumorsejtek migracidjanak blokkolasdhoz. Ugyanakkor tudjuk, hogy a
daganatsejtek szamos mas, heparanszulfat-lancot tartalmazé adhézios molekulat is
expresszalnak. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy HT168-M1 melanomakban a CD44 v3
exont tartalmazo splice variansai (egy sejtfelszini heparanszulfat-prpteoglikan) elleni aktivald
antitest fokozza a melandma motilitasat, ugyanakkor a heparinnak, illetve alacsony
molekulasulyu valtozatanak (LMWH) migracidé- és invazidgatlé hatasuk van a melanoma
sejteken, s ennek megfeleléen csokkentik a tumorsejtek in vivo metasztatizald képességét is
(5-7). Kooperacios partnerink segitségével jelenleg még kisebb oligoszacharidok hatasat
teszteljuk. Kimutattuk, hogy a 4 cukormolekulat tartalmazé oligoszacharid is képes in vitro
gatolni a melanoma sejtek motilitasat, és ezzel parhuzamosan a in vivo majkolonia képzését
(8). Munkank ezen részérdl a kéziratot most készitjik.

Munkaterviink harmadik részében a daganatos angiogenezis néhany sajatossagat
vizsgaltuk. A daganatos progresszidban a daganatsejtek sikeres metasztatizalasaban az
adhézids-, matrix degradaciés-, valamint migraciés képességeken felil a daganatok



beerezédésének is Kitlintetett szerepe van. Azonban fontos megjegyezni, hogy a szdmos
kdzlemény eredményei alapjan gyakran ellentmondasos kdvetkeztetésekre lehet jutni.
Daganatos betegekben gyakran alakul ki anémia, amely az életmindség romlasan feliil
a kezelések kimenetelét is negativan befolyasolja. Tébbféle erythropoietikus szert hasznalnak
az anémia korrigalasara a terapias gyakorlatban, azonban szdmos ellentmondd kisérleti és
klinikai eredmény latott napvilagot a rekombinans human erythropoietinek (rHUEPO-k)
alkalmazésaval kapcsolatosan. Ezek eredete val6szinileg az EPO-receptor expreszoja,
amelyet kimutattak tébbek kdzott az erek endothelialis sejtjein, €és szamos tumorsejt esetében
is. Mivel az erythroid eléalakokon az EPO gatolja az apoptosist, ezzel fokozva az
erythrocytak szamanak emelkedését a keringésben, jogosan felmeril, hogy a tébbi EPOR-
pozitiv sejten is hasonld hatast lehet. Vizsgalataikban megallapitottuk, hogy a rHUEPO
befolyasolja a human daganatok indukalta neoangiogenezist preklinikai laphamrak (A431) és
colon-carcinoma (HT25) modellekben. A korabban leirt in vitro hatasan felul, miszerint az
kimutatnunk, hogy ez a proliferacié-fokozds nem jar az erek szamanak novekedésével,
viszont nagyobb atmeéréji erek képzédnek a tumorokban. Ezek az erek aztan jobb perfuziot
biztositanak a tumorszdvetbe, aminek kovetkeztében a kemoterapias szerek nagyobb teriiletet
érnek el a daganatba, fokozva azok hatasat. Erdekes, hogy a kisérleteinkben hasznalt
tumorvonalak is expresszaljak az EPO-receptrort, azonban azok proliferaciojat a rHUEPO sem
in vitro, sem in vivo nem befolyasolja (9). A tumorszovet perfaziojanak fokozasa nem csak a
kemoterapia hatékonysdgat fokozta, hanem a sugarkezelést is pozitivan befolyésolta. A
kialakult pozitiv hatds magyarazataul szolgal, hogy az rHUEPO-receptor pozitiv tumorsejtek
in vitro proliferdcidjanak és klonkepzo képességének géatlasa, valamint apoptozisa fokozddik
az rHUEPO kezelés hatasara. Ezen felil azonban jelentés szerepe van annak a
megfigyelésiinknek is, hogy az rHUEPO-kezelt daganatokban az erek endothelialis sejtjeinek
proliferacioja fokozodik, amelyre azaltal jobban hatott a sugarkezelés, és statisztikai
Osszefugges mutatkozik a daganatellenes hatékonysaggal. A rHUEPO-kezelés csokkentete a
daganatokban a hipoxia-indukélta faktor (HIF-1a) expresszidjat is, amelynek magas
kifejez6dése az irodalmi adatok szerint gatolja a sugarterapia hatékonysagat (10, 11).

A tumoros angiogenezist korabban kizarélag a daganatok hatasara a daganatszovetbe
bendvé Uj erek (sprouting, bimbozas) azonositottak. Azonban késébb kider(lt, hogy szamos
egyéb folyamat révén is szert tehetek erekre a daganatok (12, 13). Ezek kozil egyik a
csontveldi eredeti kering6 endothelialis 6ssejtek (EPC-k) beépllése a daganatos erekbe (14).
A kering6 endothelialis 6ssejtek (EPC) lehetséges szerepének vizsgalatakor nem Kkissejtes
tidoédaganatokban (NSCLC) flow citométeres és molekularis bioldgiai modszerekkel
(VEGFR2, AC133, CD34 és VE-Cadherin markereket hasznalva) megallapitottuk, hogy az
EPC-k szama a daganatos betegek periférigjan tobbszordose az egészseéges kontrollokhoz
képest. Ezen felil immunfluoreszcens mikroszkdpiaval kimutattuk, hogy ezek a sejtek
beéplilnek a daganatokba, és a periférian a szamuk azon betegek esetében, akiknél hatasosnak
bizonyult a terdpia csokkent, mig a progrediald betegek esetében dramaian megnovekedett
(15).

A lezérult posztdoktori tamogatas keretében sziiletett eredményeink bizonyitjak, hogy
a daganatok altal indukalt neoangiogenezis, valamint a daganatsejtek mozgasanak mind jobb
megismerése fontos adatokat szolgaltatnak a metasztazisképzés pontosabb feltérképezéséhez.
A daganatsejtek mozgasa mechanikajanak, vagy a szabalyozasaban résztvevé molekulak és
azok kapcsolatainak megismerése, illetve az alternativ angiogenezis mechanizmusok
felterképezese mind-mind potencialis Uj terapias célpontok azonositasat feltetelezik.
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