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A lizofoszfatsav mint potencialis célpont
az ovariumtumorok molekularis
diagnozisaban ¢s kezelésében
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Az ovariumtumorok mortalitisa a legmagasabb a ndgyogyaszati tumorok kozott. Ez egyrészt a kés6i diagnozisnak, mdsrészt a
hatdsos terdpia hidnyanak kovetkezménye. Az oviriumtumorok karcinogenezise és metasztizisképzése egy komplikalt genetikai,
molekuldris és biokémiai folyamatsor eredménye. A lizofoszfitsav (LPA) termelésének, receptorstitusanak és szignaltranszdukcios
atvonaldnak abnormalitdsa gyakran megtaldlhat6 az ovariumtumorokban, ami azt sejteti, hogy az LPA nagyon fontos szerepet jat-
szik ennck a betegségnek a kialakuldsiban és patofizioldgidjaban. Igy jogosan feltételezhetjiik, hogy az LPA-szignilkaszkad szamos
célpontot szolgdltat a molekuldris kezelési modok kialakitasira és j6 példat mutat arra, hogyan lehet Gj diagnosztikus és terdpids
modszereket kialakitani egyes betegségek ellen. Az LPA-t lebonté és termel6 enzimesaladoknak csak a kozelmaltban tortént felfe-
dezése és a receptorspecifikus molekuldk kifejlesztése 1) fejezetet nyithat e potencidlisan haldlos betegség kezelésében. Ebben az
osszefoglald tanulmanyban ismertetjiik, hogy a tumorsejtekben 1évé LPA-t lebonté enzimek aktivitisa csokkent, és ez hozzajarul a
tumor progresszidjahoz. Ugyanezen enzimek mesterségesen létrehozott, fokozott aktivitasa csokkenti a tumorsejtek novekedését és
el8segiti a fiziologids viszonyok helyredlldsat. Bemutatjuk azokat az irodalmi adatokat, amelyek egyértelmiien bizonyitjak, hogy a
lipidfoszfat-foszfatiz enzimek hatdsukat a sejten kiviili LPA lebontésaval érik el. Minthogy ez a lebontés extracelluldrisan torténik,
ez megmagyardzza a ,,bystander-effect” eléforduldsat, amit szintén ismertetiink. Az LPA-lebontas és -termelés enzimjei, illetve az
LPA-t kotd receptorok kitting célpontok j molekularis terdpia kidolgozasira. A kiilonbozé LPA-izoformdk és mas lizofoszfolipi-
dek szintvaltozdsainak korai detektaldsa segithet a tumor korai diagnosztizildsaban, illetve késébb a kezelés hatékonysdganak ko-
vetésében. A kozelmalt jelentés LPA-szignalkaszkaddal kapesolatos kutatdsi eredményei azt sejtetik, hogy azok jelentSs szerepet
fognak jitszani ennek a még mindig haldlos betegségnek a kezelésében, de tovabbi kutatdsok sziikségesek a részletek pontos meg-
értéséhez.
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Lysophosphatidic acid as a potential target for treatment and molecular
diagnosis of epithelial ovarian cancers

Ovarian carcinoma has the highest mortality rate of all gynecologic malignancies owing to late diagnosis and a lack of effective tu-
mor-specific therapeutics. Ovarian carcinogenesis and metastasis is accompanied by a complicated cascade of genetic, molecular, and
biochemical events. Abnormal lysophosphatidic acid (LPA) production, receptor expression, and signaling are frequently found in
ovarian cancers suggesting that LPA plays a role in the pathophysiology of the disease. Moreover, the LPA pathway may provide
novel molecular targets, illustrating how the development of new therapeutic and diagnostic strategies can contribute to disease
management. The recent identification of the metabolizing enzymes that mediate the degradation and production of LPA and the
development of receptor selective-analogues open a potential new approach to the treatment of this deadly disease. In this review,
it is clearly presented that aberrations of LPP production contribute to the progression of ovarian cancer, just us overexpression of
these metabolizing enzymes return the physiologic situation and inhibit the growth of the cancer cells. LPPs exert their effect
through metabolizing extracellular LPA. This also clearly explains the dominant “bystander effect” of these enzymes. LPA through
its production, metabolism, and receptors may provide an excellent target for the development of molecular therapeutics, and the
carly detection of molecular forms of LPA, other lysolipids, and the activities of LPA pathway receptors and enzymes may facilitate
both diagnosis and monitoring the response of a given patient to therapy. The impressive development of knowledge about the
pathway regulating LPA production and the identification of selective LPA-receptor agonists suggest that targeting the LPA cascade
could be a real addition to the management and treatment of this still-deadly discase. Additional studies of the LPA cascade and
other phospholipids in ovarian cancer are essential to further elucidate their critical roles.
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Roviditések

ATX/lysoPLD = autotaxin/lizofoszfolipiz D; CMV = cytomegalovi-
rus; Edg = endothelial differentiation gén; FBS = fetal bovine serum;
GFP = z6ld fluoreszkil6 protein; hKTERT = human telomerase reverse
transcriptase; HU-K5 = humin lizofoszfolipiz-homolog; LPA = li-
zofoszfitsav; LPC = lizofoszfatidil-kolin; LPP = lipidfosztit-fosz-
fohidroldz enzim; NOE = normadlis ovdrium epithelialis sejtvonal;
OMPT = 1-oleoyl-Sn-2-O-methyl-Rac-glycero-3-phosphothionate;
PAP = foszfitsav-foszfatiz; PI = propidium iodide; PI3K = foszfatidili-
nozitol-3-kinaz; PLA = foszfolipiz A; RT-PCR = reverse transcription-
PCR; SV40 = Simian virus T 40 antigén; TGF-«, -f = transforming
growth factor-a -8; VEGF = vascular endothelial growth factor

A ndgyogyaszati daganatok kozott az ovariumtumorok
rendelkeznek a legmagasabb haldlozasi arinyszdmmal.
Ez a lehangol6 adat annak a kovetkezménye, hogy etfek-
tiv szlirGvizsgalatok hidnyaban, az esetek tobbsége elGre-
haladott stadiumban keril felismerésre. Az elmalt 25 év
soran kifejlesztett szimos @) terdpids lehetGség ellenére
a tényleges tulélés lényegesen nem valtozott [1]. A leg-
tobb beteg rovid idén belil kemoterapiarezisztenssé
valik és belehal progredialé betegségébe, igy a tényle-
ges oOtéves talélés a mai napig 30% alatt van [1]. Az el-
mult évtizedekben végzett genetikai vizsgilatok szimos
molekularis genetikai eltérést fedeztek fel az ovariumtu-
morokban [2, 3,4, 5, 6]. Ez a genetikai instabilitis hoz-
zdjarul a kezelésre rezisztens tumorsejtek kialakulasihoz
[7]. Ennek eredményeképpen, bar némely elsé vonala
kemoterapia hatdsossiga jelent6s, a gyogyuldsi arany
hosszt tavon mégis kompromizalt. Az el6rehaladott sti-
diumta ovariumtumorokat koriilvévs ascitesbdl szamos
biolégiai aktivitdssal rendelkez6 molekulat izoldltak,
s ezek kozil legjelentésebbnek a lizofoszfatsavat tartjak
[7,8,9].

A lizofoszfatsav fiziologias szerepe
¢és metabolizmusa

A lizofoszfitsav (LPA, 1-acyl-2-lyso-sn-glycero-3-phos-
phate) a lipidszintézis régen ismert prekurzora és alkoto-
eleme. Az LPA mint extracelluldris, biologiailag aktiv
lipidmolekula, szinte minden sejttipusban fontos szere-
pet jatszik a sejtszaporodds, migraci6é és talélés szaba-
lyozdsaban [10, 11]. Ismert tovabbd az is, hogy az LPA
stimulalja a kiillonboz6 protedzok és neovascularisatios
faktorok termelését, igy hozzajirul az attétképz&dés ki-
alakulasahoz [12, 13]. A szérum LPA-szintje fiziol6gids
korilmények kozott alacsony (100-200 nM), funkcidja
és metabolizmusa valtozatlanul fennmaradt az ontoge-
nezis sordan [14, 15]. Az LPA egyarant indukal sejtditte-
rencidlodéast, amely nekrézishoz és apoptdzishoz vezet,
mint ahogyan szerepe van a korai funkciok kialakulasi-
ban is, ideértve a motilitdst és a kemotaxist. Hosszabb
tavon az LPA fokozza a sejttalélést és gyorsitja a seb-
gyogyulast is [11]. Az LPA hatdssal van kiilonboz6
autokrin szignaltranszdukcids ttvonalakra peptidnéve-
kedési faktorok termelésének stimulalasan keresztiil [16,
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17]. Tovabb4d az LPA prekurzora mas biologiailag aktiv
lipideknek, példdul az LPA atalakitisa foszfitsavvd, befo-
lydsolja a membranviltozisokat az endocytosis folyama-
tidban [18].

A szérum LPA-szintje fiziologias koriilmények kozott
alacsony (100-200 nM), ami arra utal hogy termelése
és lebontdsa n vivo szigortan szabalyozott [15]. LPA-t
sokfajta sejttipus képes termelni, példaul adipocytik, ak-
tivalt thrombocytik, endothelialis sejtek és, ami patolo-
gias jelentSséggel bir, ovarium-tumorsejtek is [7, 10, 14,
19, 20, 21, 22]. Az LPA extracelluldris termelésének f6
enzimje az autotaxin (autotaxin/lysophospholipase D —
ATX/lysoPLD), ami lizofoszfatidil-kolinb6l egy kolin
eltavolitasaval LPA-t képez [23]. Az ATX/lysoPLD-
szint emelkedett kiilonb6z6 riakos megbetegedésekben,
ami arra utal, hogy valoszintleg szerepe van a malignus
tumorok patofiziolégidjiban [19, 24].

Az LPA lebontasat a lipidfoszfit-fosztatizok (LPD,
lipid phosphate phosphatases), mds néven foszfitsav-
fosztohidrolizok (PAP, phosphatidic acid phospho-
hydrolases) végzik [25, 26]. Az LPP enzimcsaldd eddig
ismert hirom tagja az LPP-1 (PAP2A), LPP-2 (PAP2C)
és LPP-3 (PAP2B). Mindhirom sejtmembrintfehérje;
hat transzmembrin doménnel rendelkeznek, és kataliti-
kus doménjiik extracelluldrisan helyezkedik el [25, 26,
27, 28]. Az LPP enzimek f6képpen a sejten kiviil elhe-
lyezkedd, receptorhoz kotott LPA-t tudjik metabolizalni
[29]. Tovabba azt is feltételezték, hogy az LPP-k koz-
vetleniil gitoljak az LPA G-protein-coupled receptorai-
nak mtkodését [29]. A lebontds mellett az LPA gyors
kitirtilése a keringésbdl is hozzajarul az alacsony fiziolo-
gias szint fenntartasihoz.

Az LPA szignaltranszdukcié folyamatit a sejtfelszi-
nen elhelyezkedé LPA-receptorok is meghatarozzak.
Az LPA-t eukaryotasejtekben nagy affinitdssal megkots
receptorok, az LPA-1 (Edg-2), LPA-2 (Edg-4) és LPA-3
(Edg-7), az endothelial differentiation gene (Edg)
receptorcsalad tagjai [30, 31, 32]. Az LPA a sejtfelszinen
kapcsolodik ezekhez a G-protein-coupled receptorok-
hoz [31, 32].

A lizofoszfatsav-metabolizmus
patofiziol6giaja ovariumtumorokban

Az ovarilumtumoros betegek ascitesében az LPA-szint
gyakran emelkedett (80 pM-ig) [7, 33]. Ez egyértelmd-
en arra utal, hogy az ovirium-tumorsejtek LPA-gazdag
kornyezetben fejlédnek [33]. Mivel az LPA fokozza né-
hiny neovascularisatiés faktor — a ,,vascular endothelial
growth factor”, valamint az IL-8 és IL-6 — termelését,
varhat6é, hogy ezdltal a tumor id&vel malignusabb
fenotipusavd valtozik [ 34]. Ismert tovabba az is, hogy az
egészséges petefészekhamsejtek nem termelnek LPA-t,
viszont az ovarium-tumorsejtek jelentés mennyiségd
LPA-molekulét allitanak el [7, 35]. Tobb szerzd leirta,
hogy ezzel parhuzamosan az ATX/lysoPLD mRNS- és
proteinszintje szintén emelkedett a rosszindulata daga-

2009 m 150. évfolyam, 24. szam

ORVOSI HETILAP



natos betegségekben [7, 19]. Feltételezhets, hogy az
ascitesben megjelend magas LPA-szint a szérum-LPA-
szint emelkedéséhez vezet, igy alkalmazhatéva valik di-
agnosztikus célokra, mint tumormarker. Mar koribban
kozolték, hogy a korai stidiumban levé ovariumkar-
cin6mis betegek mintegy 90%-iban emelkedett a
szérum-LPA-szint [15].

Az LPP mRNS-expresszidja
¢és enzimaktivitdsa egyarant csokken
ovariumtumorokban

Affymetrix array data set felhasznaldsaval, egészséges
epitheliumsejt-mintdkat alapul véve, az LPP-1-mRNS-
expresszid szintje mintegy 6todére csokkent az ovarium-
tumor-mintakban [36]. Ahogy az 1. tablizatban lithatd,
az LPP-1 mRNS-szintje szintén alacsonyabb volt oviri-
um-tumorsejtekben, mint mas tumorsejtvonalakban.
Példdul az LPP-1 RNS-szintje prosztata- és vesetumo-
rokban 10-szerese volt az ovarium-tumorsejtekben mért
szintnek [19]. A hiarom LPP-tipus Osszesitett RINS-
szintje az ovariumtumor-mintikban szintén alatta ma-
radt méds tumortipusoknal mérhetd szintnek. Szemikvan-
titative RT-PCR analizis meger&sitette a microarray-
analizis eredményeit, a vizsgilt ovariumtumor-mintak és
ovariumtumor-sejtvonalak 80%-dban csokkent az LPP-
1-mRNS-szint normalis epitheliummintak LPP-1-
mRNS-expresszidjaval dsszehasonlitva [36]. Ennek alap-
jan feltételezhetd, hogy a tumoros betegek ascitesében
emelkedett LPA-szintnek és a tumorsejtvonalak emelke-
dett LPA-szintjének egyarint az oviariumtumorokban
felfedezett, csokkent LPP-1-szint az oka.

Az Osszesitett LPP-aktivitast vizsgdlva, az LPP-1 a
normilis ovarium epithelialis sejtvonalban (IOSE) a mért
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Ossz-LPP-aktivitds 10%-dért volt felelSs. Ezzel szemben
az ovariumtumor-sejtvonalakban (HEY, OVCAR-3 és
SKOV3) ennél jelentésen kisebb LPP-1-aktivitds volt
megfigyelhets. Az IOSE és malignus sejtvonalakban
mérhet6 LPP-1-aktivitds kozotti kiilonbség nagyobb
volt, mint az Osszesitett LPP-aktivitisok kiilonbsége
[36]. Ez arra utal, hogy ovdrium-karcin6masejtekben az
LPP-1-aktivitas szelektiven csokkent. Az LPP-1-aktivitds
mérhet6 csokkenése jol korreldlt az mRNS-expresszid
mar korabban megallapitott csokkenésével.

LPP-1 és LPP-3 mesterségesen létrehozott
aktivitasa csOkkenti a tumorsejtek
koloniaképzését és fokozza az apoptdzist
ovariumkarcinéma-sejtvonalakban

A tumorsejt-proliferacié vizsgalatinak érzékeny mod-
szere a ,,colony formation assay”. Ahogy az 1. dbrin lit-
hatd, az LPP-1-gyel stabilan transzfektalt SKOV3 ovari-
um-tumorsejtek koloniaformal6 aktivitdsa csaknem felére
csokkent a nem transzfektilt sejtekkel Osszehasonlitva
(49+8,4-r6l 26+4,3-re kolénia/edény). Minthogy ne-
hézmagas LPP-1-expressziotelérniastabilan transzfektalt
tumorsejtekben, tranziens transzfekcidét kovetSen, az
LPP-1-expresszio jelentésen csokkentette az OVCAR-3
és SKOV3 sejtek novekedését és koldniaformald képes-
ségét. Az LPP-1 fokozott expresszidjanak gatldhatdsa az
OVCAR-3 és SKOV3 sejtek novekedésére 2,3-5,8-sze-
res volt, attél fiiggSen, hogy CMV vagy human telomeriz
(hTERT) promoter volt beépitve a DNS-vektorba [36].
A fenti eredmény egyértelmden arra utal, hogy az LPP-1
sejtfelszini aktivitdsanak fokozisival jelentGsen gatolni
tudjuk az ovarium-tumorsejtek prolifericidjat in vitro.

1. tibldzat | A DNS-array adatok elemzése
Enzime Génbank Atlagok Aranyok (%)
sorszam Normilis  Petefészek*  Eml6*  Tid6* Vastagbél* Prosztata*  Vese*  Hasnydl- | Petefészek/  Eml6/ Tuds/
epithelium  (n=27) (n=25) (n=27) (n=23) (n=26) (n=11) mirigy* | normalis normdlis  normalis
(n=6) | epithelium epithelium epithelium
PAP-2al AF0O 388 91 163 199 119 2310 980 284 0,2 0,4 0,5
(hLPP-1) | 14402
PAP-2b AFO 634 663 404 686 311 1767 3009 612 1,0 0,6 1,1
(hLPP-3) | 17786
PAP-2y AFO 230 264 642 509 718 230 103 856 1,1 2.8 22
(hLPP-2) | 35959
LPAATa |U 56417 490 812 773 632 757 595 725 653 1,7 1,6 1,3
LPAATE | U 56418 544 359 481 411 953 399 640 473 0,7 0,9 0,8
HU-K5 | U 67963 339 151 109 296 292 106 815 494 0,4 0,3 0,9
LPL1 AFO 512 458 665 417 561 576 248 355 09 1,3 0,8
81281

* A tibldzatban lithaté szamértékek minden egyes tumortipusndl az dsszes DNS-array eredménydtlaga [ Tanyi és mtsai, Clinical Cancer Research

2003. ref. 36].
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1. dbra Az LPP-1 és LPP-3 tumorsejt-névekedést gatld hatdsa. A) Két nappal az LPP-1-et expresszal6 vektorral elvégzett tranziens transzfekciot kovetSen a
sejteket tripszinnel mobilizaltuk és PBS-oldatban mostuk. Ezt kovetSen 3x10* tumorsejtet 30 mm-es sejtkultiracdényekbe telepitettiink. Két héttel
késébb a tumorsejt-koldnidkat 0,1% Coomassie blue, 30% methanol és 10% acetic-acid oldattal festettiik. Az dbrdn a kolénidk szimdnak hat, egymds-
tél figgetlentil megismételt kisérletbdl szamolt edényenkénti dtlagat és standard devidcidjit lathatjuk. B) Az el6z6 kisérlethez hasonléan, az LPP-3-at
expresszalo vektorral elvégzett tranziens transzfekciot kovetSen a sejteket tripszinnel mobilizaltuk és PBS-oldatban mostuk. 3x10* tumorsejtet 30
mm-es sejtkultaraedényekbe telepitettiink. Két héttel késébb a tumorsejt-kolonidkat 0,1% Coomassie blue, 30% methanol és 10% acetic-acid oldattal
festettiik. Az dbrdn a kolénidk szamdnak hat megismételt kisérletbdl szimolt edényenkénti dtlagdt és standard devidciéjit lithatjuk. Az ,effectorless
control” az tires vektorral transzfektdlt tumorsejt-kolénidkat jelenti [36, 37].
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2. abra

pcDNA3.1-LPP-3

Az LPP-1 és LPP-3 fokozott expresszidja noveli az apoptdzis ardnyat az ovariumtumor-sejtvonalakban. Két nappal a tranziens transzfekciot kovetden,
a sejteket Osszegytjtottiik és 0,25% paraformaldehid- és PBS-oldatban fixdltuk, majd a DNS-t propidium iodide (10 ug/ml) oldattal festettiik. Ket-
t6sszint-érzékelS cytometric analizist végeztiink és a ,,hypodiploid™ sejteket mint az apoptézis indikdtorait CellQuest szoftverprogrammal szamoltuk.
A) Az hTERT promoterrel rendelkez8 és LPP-1-et expresz-szilé vektorral SKOV3 tumorsejteken végrehajtott transzfekciot kovetSen, az eredeti flow
citometrids diagram lathaté. Az M1 a ,,hypodiploid” sejteket mutatja. A G1, S és G2 /M sejtciklusfizisban 1évé sejtek ardnyat a diagramok jobb olda-
ldn lathatjuk. B) Az LPP-3-mal elvégzett tranziens transzfekcid szintén fokozta az apoptotikus sejtek aranyat. A ,,hTERT-pc vagy CMV-pc” az ires
vektorral végrehajtott, mig a ,,hTERT-LPP-1, hTERT-LPP-3 vagy CMV-LPP-3” az LPP-1 vagy LPP-3 géncket tartalmazo6 vektorral végrehajtott
transzfekcidkat jeloli. Az oszlopdiagramban a hirom, egymidstol fiiggetlentil megismételt kisérletbdl ered6 apoptézisratik (M1) dtlaga és standard
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3. 4dbra

devidcioja [36, 37]

Az LPP-3-at expresszalé CMV vagy hTERT promoter
altal vezérelt vektorokkal végrehajtott transzfekcié utin
az LPP-3 jelentSsen csokkentette mind a SKOV3 sejtek
(7,1-7,3-szeres = 86% csokkenés), mind az OVCAR-3
sejtek (6,7-6,8-szeres = 85% csokkenés) koloniaformald
képességét [36, 37].

Az LPP-k hatdsa az ovarium-tumorsejtek koldoniafor-
mél6 és proliferacids képességére valoszintleg a sejtcik-
lus-progresszio lassulasin vagy fokozott apoptdzisritin
alapul. Flow citometriaval vizsgalva, a sejtciklus kiilon-
b6z6 fazisaiba 1épd sejtek aranya a LPP-1-gyel transz-
tektalt SKOV3 vagy OVCAR-3 sejtek és a kontrollsejtek
kozott meglepd moédon hasonlo volt (2.4 abra). A sejt-
ciklus analizise soran kiilonbség mutatkozott a hipo-
diploid cstics magassagaban, és ez az apoptozisba 1épd,
a sejtciklusbol kiszelektalodott sejtek szazalékos ara-
nyat reflektdlja. Igy megdllapithaté, hogy a proliferacios
¢és koloniaformald képesség csokkenése az emelkedett
apoptézisrata kovetkezménye. Erdekes médon az LPP-1
hatdsahoz hasonléan a hipodiploid cstcs szignifikins
emelkedése kovetkezett be az LPP-3-t expresszilo vek-
torral tortént transzfekcié utan is (2.B dbra). Ezcek sze-
rint az LPP-3 inhibiciés hatdsa szintén az emelkedett
apoptozisrata eredménye [ 36, 37].

Az LPP-3 a tumorsejtek novekedésének
gatlasat a sejten kiviili szabad LPA
lebontasaval éri el

Mint mar korabban utaltunk rd, ahhoz, hogy az LPP-3
kifejtse hatasit, intakt katalitikus doménre van sziikség.
Annak bizonyitasara, hogy az LPP-3 tumorsejtekre kifej-
tett, novekedésgatlé hatdsit valéban a sejten kiviili
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Az LPP-1 és LPP-3 fokozott expresszidja csokkenti a transzfektalt sejtek kornyezetében elhelyezkedd, de nem transzfektdlt (bystander) sejtek kolo-
niaformdlé képességét. A) A 3x10*pcDNA3.1 iires vektorokkal transzfektalt kontroll tumorsejteket (I), vagy kétszeres mennyiség(i ugyanezen sejte-
ket (IT) és 3x10* LPP-1-et expresszalé tumorsejteket kiilon edényekbe telepitettiik. Ahhoz, hogy a ,,bystander” hatdst vizsgalhassuk, 3 x 10* iires
vektorral transzfektdlt kontrollsejtet és ugyanezen mennyiség(i LPP-1-gyel transzfektalt tumorsejtet egyiitt, ugyanazon sejtkulttracdénybe telepitet-
tiink. Két héttel késGbb a kolonidkat megfestettiik és megszamoltuk. Az dbran lithaté ,,predicted value” a vart eredmény, ami a 3 x 10* kiilon telepitett
kontroll és 3 x10* LPP-1-gyel transzfektdlt kolénidk dsszege. Az ,actual value” az a kapott koléniaszdm, ami az egyiitt telepitett 3 x 10* kontrollsej-
tekbdl és 3 x10* LPP-1-gyel transzfektalt sejtekbdl keletkezett. B) A kisérletet megismételtiik LPP-3-mal végrehajtott transzfekciéval is ugyanolyan
kisérleti feltételek mellett. A diagramokban ldthat6 szimadatok hat, egymastdl fiiggetleniil megismételt kisérletbdl szarmazé adatok dtlaga és standard

(extracellularis) LPA lebontasaval éri el, az LPP-3-mal
stabilan transzfektilt sejtekhez exogén LPA-t vagy egy,
az LPP altal le nem bonthaté LPA-analégot, OMPT-t
(1-Oleoyl-Sn-2-O-Methyl-Rac-Glycero-3-Phospho-
thionate) adagoltunk [37, 38]. Az LPP-3-mal stabilan
transzfektalt sejtek 4,4-szer gyorsabban bontottik le az
LPA-t, mint az eredeti, érintetlen tumorsejtek. Az oldat-
hoz adott exogén LPA ugyan nem, de az OMPT képes
volt ellenstlyozni az LPP-3 a tumorsejtek koléniafor-
mal6 képességére kifejtett gatld hatasat [37, 38]. Ez az
eredmény azt sugallja, hogy a membrinasszocialt LPP-3
a tumorsejt novekedésére kifejtett gatlé hatasat valoban
az extracelluldris szabad LPA lebontdsaval éri el.

Ha ez valéban igy van, akkor az LPP-1-gyel vagy LPP-
3-mal transzfektalt tumorsejtek a médiumban talalhat6
LPA lebontdsa altal csokkenteni fogjak az ugyanott talal-
hato, bystander, nem transzfektalt sejtek novekedését is.
Ennek vizsgilata egyenlé mennyiségl transzfektalt és
nem transzfektalt sejt dsszekeverésével és koloniaformald
képességiiknek vizsgalataval tortént, tiszta, nem kevert
sejtpopulaciokkal osszehasonlitva (3.A-B dbra). A ke-
vert sejtpopuldciokban a sejtnovekedés lelassult, ami arra
utal, hogy az LPP-1-et vagy LPP-3-at kivalasztd sejtek
hatassal vannak a nem transzfektalt bystander sejtekre is,
feltehetbleg egy extracellularis mediator (LPA) lebontasa
altal [36, 371].

Az LPP fokozott kivalasztasa cs6kkenti
a tumorsejtek migracidjat in vitro
¢s a tumorsejtek novekedését in vivo

Az LPA migraciét fokozo6 hatdsat mar tobben is vizsgal-
tak. Kozismert, hogy az LPA fokozza mind az ovirium
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vagy mas, példdul prosztatatumorsejtek migraciéjat [ 39,
40]. Nem vizsgiltak azonban azt, hogy az LPP-1 foko-
zott kivalasztisa és aktivitisa vajon csokkenti-e az LPA
altal indukdlt sejtmigraciét? A tumorsejtek LPP-1-
expresszalé vektorral tortént transzfektdlisit kovetGen
az LPA nem volt képes stimulalni a tumorsejtek migraci-
ojat [36]. Kovetkezésképpen az LPP-1 dltal végrehajtott
extracelluliris LPA-lebontis negativan Dbefolydsolta a
tumorsejtek migracios képességét. Ez az informacio igen
fontos lehet majd az ovariumtumorok attétképzésének
befolyasoldsaban.

Az igéretes in vitro eredmények utdn sziikségessé valt
az LPP enzimek fokozott expresszidjanak vizsgilata in
vivo kérnyezetben is. Ovarium-tumorsejteket (SKOV3)
athymias (thymus nélkili, csokkent celluldris immuni-
tassal rendelkez8) egerek bdre ald fecskendezve, tiz
SKOV3-mal injekciézott egérbdl 9-ben alakult ki tumor,
az LPP-3-at expresszilo stabilan transzfektdlt sejtek be-
fecskendezése utan viszont a 10-bdl csak 4 egérben fej-
16dott ki daganat, azaz az LPP-3-mal transzfektalt
sejtekkel joval kisebb tumorimplanticios szazalékot ér-
tlink el. Nemcsak az implantacié szazalékos el6fordu-
lasa, hanem a tumornovekedés mértéke is kiilonbozott.
Az LPP-3-at expresszald sejtekbdl kialakult tumorok
joval lassabban novekedtek, mint az eredeti tumorsej-
tekbdl kifejl6dé daganatok. Az eredeti SKOV3 sejtek-
b4l kialakult tumorok dtlagsalya 0,48+0,15 g volt, el-
lentétben az LPP-3-at expresszald SKOV3 sejtekbdl
kialakult tumoroknal talalhat6 0,13+0,04 g-mal. Tehat
az eredeti sejtvonalbdl kifejlédott tumorok atlagsilya
négyszerese volt az LPP-3-mal transzfektalt sejtekbdl ki-
alakult daganatoknak [37].

Az ovirium-tumorsejteknek (SKOV3 ¢s SKOV3-1P))
az egerek hasiiregébe tortént fecskendezése utin a
tumorimplantaciés rata hasonléképpen jelentésen csok-
kent (1/5 SKOV3 LPP-3 és 3/5 SKOV3 IP -LPP-3
sejtekkel injekcidzott egereknél). A LPP-3 fokozott
expresszidja csokkentette a SKOV3 és SKOV3 IP, sejtek
novekedését a hasiiregben. Ahogy a 4. dbran lathatd, ezt
a kisérleti 4llat salyvaltozasaval és haskorfogatanak méré-
sével nyomon kovethetd volt.

Az el6bbiek alapjan az LPP-3 fokozott expresszidja
jelentGsen csokkentette a tumorimplanticids ratat és a
tumorszigetek novekedését is. Azonban a kezdeti lassa
novekedés utan egy gyorsabb tumornovekedési tenden-
cia volt megfigyelhetS. Az egerek eutanazidja utdn a has-
tiregi tumormintabol elvégzett RT-PCR igazolta, hogy a
hastiregben néveked6 tumorsejtekben mérhet6 LPP-3-
expresszid és -aktivitds 4 hét utan jelentSsen csokkent.
Ez arra utal, hogy iz vivo erGs negativ szelekcio érvénye-
stil az LPP-3-t fokozottan expresszal6é tumorsejtek ellen,
és az LPP-3 , down regulation”-ja kovetkezik be a taléls
ovarium-tumorsejtekben [37].

Megbesz¢lés

Fiziologias koriilmények kozott a testfolyadékok, sejt-
membranok és sejtek LPA-szintje alacsony (szubmikro-
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molaris). Ez valészintleg a gyors kivalasztis és lebontds
kovetkezménye [20]. Az ovariumkarcindbmas betegek
ascitesében talalt, emelkedett LPA-koncentraciét felte-
hetSen az LPA-t termeld sejtek (tumorsejtek) szamanak
emelkedése, illetve az LPA megviltozott lebontisa okoz-
za. Az LPA-szint ilyen mértékid véltozisa és annak a
tumorsejtekre kifejtett hatasa érdekes vizsgalati tertilet-
nek igérkezett. A , public transcriptional profiling” adat-
bankok (CGAP SAGE és az M.D. Anderson Cancer
Center ,transcriptional profiling” adatbank) felhasznala-
sdval megillapithatd, hogy ovariumkarcinémaban egyér-
telmtien csokken az LPP-k szintje, és ezzel lelassul az
LPA lebontasa [36]. Ezzel pirhuzamosan az ATX/
LysoPLD mRNS-szintje jelentsen emelkedett az
ovariumkarcin6mas betegekbdl nyert mintdk nagy szaza-
lékdban [23, 41]. Ezen enzimek egylittes hatdsaként
varhatéan emelkedni fog az LPA szintje a daganat kor-
nyezetében. A hiarom LPP-mRNS 6sszesitett szintje
ovariumkarcindma-szovetmintaban ¢és -sejtvonalakban
alacsonyabb volt, mint egészséges haimszovetben, illetve
egészséges petefészekbdl nyert hamsejtekben [36]. Ez
ellentétben volt az ATX /lysoPLD aktivitassal és megfe-
lelt annak a megallapitasnak, hogy ascitesben emelkedett
az LPA-szint. Az Osszesitett LPP-mRNS-szintkiilonbség
az emlitett mintakban elsGsorban a jelentGsen kiilonbo-
z6 LPP-1-szintbdl eredt — a szint ovariumkarcindma-sej-
tekben atlagosan 6tszor alacsonyabb volt, mint normalis
hdmsejtekben [36]. Az adatok arra utalnak, hogy a pete-
fészek-karcinéma sejtjei, szemben az egészséges pete-
tészekhamsejtekkel, fokozott mennyiségben képesek
LPA-t képezni. Az LPA metabolizmusiban részt vevs
enzimek termelése és mikodése jelentGsen megvaltozik
ovariumkarcinémaban, emiatt az LPA termelésében ész-
lelt minimdlis valtozasok is jelentds szintemelkedést
okozhatnak. Mindezt 0sszefoglalva megillapithatjuk,
hogy az ovariumkarcinéma LPA-ban gazdag kornyezete
az LPA aberrans termelésébdl és metabolizmusabdl ered
[7, 24, 36, 37]. Ez a tény potenciilisan lehetSséget ad
1j, LPA-termelésre és -aktivitasra alapozott terapias lehe-
téségek kialakitasara zn vivo és in vitro. Az LPA szintje a
tumorsejtek kornyezetében egyértelmtien befolydsolta
azok migracids képességét: ahogy noveltiik az LPP
expresszidjit, tgy csokkent a tumorsejtek migracios akti-
vitdsa. Saunders és mtsai hasonld eredményeket értek el
az LPA termelésében részt vevs autotaxin enzim gatlasa-
val [42]. A tumorsejtek migracidja lelassult, a molekuld-
ris inhibitorokkal gatolt autotaxinaktivitas ugyanis csok-
kent LPA-termel6déshez vezetett.
Petefészekkarcindma-sejtvonalakat és kontroll normal
hdmsejteket tranziensen és stabilan transzfektilva, a LPP-
1 és LPP-3 izoenzimek mesterségesen fokozott aktivi-
tdsa csokkenti a tumorsejtek proliferdcidjat és talélését.
Az LPP-1 és LPP-3 enzimek ilyen hatdsa fiigg az intakt
katalitikus doméntdl, azaz a mutans, bioldgiailag inaktiv
LPP-3-nak nincs hatdsa a tumorsejtekre [37]. Az LPP-1-
és LPP-3-aktivitds emelkedése jelentésen megnovelte az
apoptoézis aranyat ovariumkarcinéma-sejtvonalakban és
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meg [37]

Az LPP-3 fokozott expresszidja csokkenti a tumorsejtek novekedését iz vivo. A tumornovekedést athymicus immunszuppresszilt egereken vizsgdl-
tuk nem transzfektdlt ,,parental” vagy LPP-3-at stabilan expresszalé tumorsejtek bér ald vagy hasiiregbe torténé befecskendezésével. A-B) Ebben
a kisérletben 4 milli6 SKOV3 vagy SKOV3 IP eredeti ovdriumkarcinéma-sejtet vagy 4 millié LPP-3-mal stabilan transzfektalt ovariumkarcin6ma-
sejtet fecskendeztiink az egerek bére ald. A tumor névekedését a tumor méretének masnaponkénti pontos mérésével kovettiik nyomon. A tumorok
novekedése az SKOV-3 sejteknél a 21., mig az SKOV-3 I sejteknél a 14. napon valt mérhet6vé. Ezt kovetSen 10 milli6 SKOV3 vagy SKOV-3 IP
tumorsejtet, illetve ugyanezen mennyiségli LPP-3-mal transzfektalt tumorsejtet fecskendeztiink az egerek hasiiregébe. A tumor novekedését a
haskorfogat mérésével (C-D), illetve stlynovekedésével kovettiik (E-F). A haskorfogat és a testsuly mérését a befecskendezés utdni 9. napon kezdtiik
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kevésbé befolydsolta a sejtciklus progressziojat. Tehdt a
csokkent proliferacié és emelkedett sejthalilozds egy-
arant felel6s a csokkent novekedési ratdért. Az exogén,
az LPP-3 altal nem hidrolizilhaté LLPA3 receptort sze-
lektiven aktivil6 agonista OMPT jelent6sen ellensulyoz-
ta az LPP-3 dltal okozott novekedésgatl6 hatast csakiagy,
mint a fokozott apoptézist [37, 38]. gy megallapithato,
hogy az LPP-3 hatdsat az ovariumkarcinéma-sejtek no-
vekedésére valoban az extracellularis LPA hidrolizisen
keresztiil fejti ki [24, 37, 43].

Igazolt tény, hogy az LPA jelent&sen noveli a sejtmig-
raciot és ezzel valészintileg hozzdjarul a daganat agresz-
sziv viselkedéséhez, illetve metasztizis képzéséhez [44,
45]. ,, Transwell assay”-vel vizsgdlva 10 pM LPA serken-
tette a kontroll SKOV3 sejtek migraciojat, de érdekes
modon az LPP-1-gyel transzfektalt SKOV3 sejtekben
ez a hatds elmaradt. Ezek szerint az LPP-1 altal okozott
fokozott extracellularis LPA-hidrolizis a sejtmotilitas,
prolifericio, koloniaformalas és a ttlélés valtozasat ered-
ményezi. A fenti adatok igazoljak hipotézistinket, misze-
rint az ovariumkarcinémaban lecsokkent LPP-1-szint és
-aktivitas, a proliferdcio, talélés és metasztatikus kaszkad
megnovelésével, befolyasolja a tumor patofiziologidjat.
Ehhez kapcsolodik sajit és mas szerzok dltal is leirt meg-
allapitas, miszerintaz LPA megnovelte a tumorinvaziéban
és metasztazisban részt vevs proteazok szintjét és aktivi-
tasat [17, 24, 43, 46]. A bystander hatds alapjan, mind
az LPP-1 és LPP-3 fokozott expresszidja csokkentette az
extracellularis LPA-szintet, igy az emelkedett LPP-1-
aktivitast ovariumkarcinéma-sejtpopulacié pozitivan be-
folyasolja a kornyezetében levé nem transzfektalt tumor-
sejteket is [36, 37]. Ez az adat hasznosithaté lehet
génterapias megoldasoknal, hiszen a bevezetett LPP-1 és
LPP-3 a nem transzfektalt tumorsejtek halalat is okoz-
hatja.

Az LPP-enzimek altal okozott proliferacié és apop-
téziscsokkenés inm  pitro hasonléban megnyilvanult a
tumorsejtek megtapaddsanak és novekedésének jelentds
csokkenésében 7 vivo. SKOV3 sejtek szubkutdn befecs-
kendezése utan a kisérleti egerek 90%-daban alakult ki
daganat, mig az LPP-3-mal dusitott SKOV3 sejtek
befecskedezése utan ez az ardny 40%-ra csokkent [37].
A megtapadt daganatok novekedési ratdja ugyanilyen kii-
lonbséget mutatott az LPP-3 transzfektalt és eredeti sej-
tek kozott: a SKOV3 sejtekbdl ered6 tumorok mérete
4-szerese volt az LPP-3-mal dusitott SKOV3 sejtekbdl
kialakult daganatok méretének. A peritoneumba fecs-
kendezett daganatok esetében az LPP-3-aktiv minta a
kisérleti allatok mindossze 20%-aban tapadt meg, mig az
eredeti sejtek minden esetben tumor kialakulasihoz ve-
zettek. A haskorfogat mérésével megallapitottuk, hogy a
tumor névekedését az LPP-3 ugyanilyen aranyban befo-
lyasolta a kisérlet korai fazisiban. KésGbb azonban az
LPP-3-mal dusitott tumorsejtek novekedése wjra fel-
gyorsult. RT-PCR alkalmazasaval kimutattuk, hogy in
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rivo a SKOV3 sejtek a transzfektalt LPP-3 expresszidjit
elveszitik. Valészind, hogy az ovariumkarcinémakban 7
vivo rendkiviil erés negativ szelekcids hatds érvényesiil az
LPP-3-expresszioval szemben. Guo és misai hasonld
eredményre jutottak, amikor LPA-t nem termeld
prosztatatumorsejtekbe stabilan transzfektiltak LPA ter-
meléséért felel6s gént. A stabilan transzfektalt sejtek fo-
kozott intraperitonealis megtapadast és novekedést értek
el a nem transzfektilt, eredeti sejtekkel dsszehasonlitva
[47].

Az LPA metabolizmusrendszere ovariumkarcinémak-
ban még szamtalan tovabbi teriiletet kindl kivizsgalasra.
Az ATX/LysoPLD is rendkiviil értékes terdpids célpont
lehet. Az RNSi hatdsa az ATX/LysoPLD-re negativ
iranyban befolyasolhatja a sejtproliferdciot és talélést.
Ovariumkarcinémara specifikus aktivitassal (példdul telo-
merdz) rendelkezd adenovirusvektorok sorozata van
mar kifejlesztve terapias célokkal. Tobb szerzd vizsgal
LPA-receptor-szelektiv agonista és antagonista mole-
kuldkat, de valéban eftektiv terdpiat még senki nem fej-
lesztett ki.

Végezetiil, ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy ennek
az autokrin LPA-rendszernek kritikus szerepe van az
ovariumkarcinéma-sejtek proliferaciéjaban, motilitasi-
ban és életképességében in vivo. Ugyanakkor ez az
autokrin LPA-rendszer potencidlis célpont az ovirium
és esetleg mdas karcinémak elleni terapia kifejlesztésé-
ben.
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