Heparinkezelés hatasa a melanoma
attétképzésére preklinikai modellben
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Kiléonbozé tumorok antikoagulacios terapidja soran megfigyelték, hogy a
heparinszarmazékoknak tumorprogressziot késleltet6 hatasa is van. Mivel hu-
man melanomakban semmilyen erre vonatkozé adat nem all rendelkezésre,
megvizsgaltuk kiillonboz6 heparinok hatasat preklinikai tumormodelleken. Sem a
nem frakcionalt heparin (UFH), sem annak kis molekulastlyt szdrmazéka
(LMWH) nem befolyasolta a HT168-M1 melanomasejtek in vitro illetve in vivo
novekedését, azonban a heparinkezelések szignifikdnsan gatoltak a tiid6- és
majmetasztazisok kialakulasat 20-200 IU/kg dozistartomanyban. Az antimeta-
sztatikus hatdas egyik eleme a tumorsejtek tidéerekben torténd korai (5 perctél 4
oraig terjed6) megakadasanak gatlasa volt. A heparinok antimetasztatikus hatdsa-
nak vizsgalata soran kidertlt, hogy ennek fontos eleme a tumorsejtek migracioja-
lenthetjik, hogy a heparinoknak, kiilonosen az LMWH-nak, specifikus antimeta-
sztatikus hatdsa van human melanomak esetében, amely fliggetlen a véralvadas-
ra gyakorolt hatastol. Magyar Onkoldgia 48:235-241, 2004

Heparin treatment, at human equivalent doses, modulates coagulation parameters
in mice similarly to the human situation. Heparins were tested in various
melanoma metastasis models for their antimetastatic acitvity. Heparins were
active against melanoma metastasis without influencing the primary tumor. Tu-
mor cell-induced platelet aggregation was not the primary target of heparins, since
melanoma cells were not active in this respect. Our results support the notion that
heparins have antimetastatic acitivity. Tovdri J, Bereczky B, Gilly R, Skopdl ], Vdgo A,
Timdr ]. Heparin inhibits metastatization of experimental melanoma. Hungarian
Oncology 48:235-241, 2004
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Bevezetés

A malignus melanomak az egyik legmetasztati-
kusabb emberi daganatok, melyek esetében mar
néhany mm vastag tumornal is nagy a rizikdja az
5 éven belul kialakul6 tavoli attéteknek. Sajnos
ez a tumortipus igen ellendll6 a kemoterapiaval
szemben, ezért szitkséges ujfajta farmakoldgiai
eljarasok kidolgozasa, amelyek novelik a betegek
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talélését. A legtobb daganatra, kiillonosen azok
elérehaladott allapotaban kilénboz6 mértékd
véralvadasi zavar jellemz6 (13). A tumorsejtek
tobbféle prokoagulanst termelnek, amelyek fele-
16sek a hiperkoagulacioért, az extrinsic koagula-
ci6s utvonal aktivalasaért, amelyek végil a
thrombin (F-IIa) termelését eredményezik (12).
Eppen ezért a daganatos betegek antikoagulacios
terapidja altalanos gyakorlat, amelyet leggyak-
rabban kumarinszarmazékokkal vagy heparinok-
kal végeznek.

A Klinikai adatok elemzése rairanyitotta a fi-
gyelmet arra, hogy a heparinoknak mas antikoa-
gulansokkal szemben jobb hatdsuk van a daga-
nat-indukalta thromboembolidk kezelésében, és
az alacsony molekulastlyd heparin (LMWH) ha-
tékonyabb, mint a klasszikus forma (8, 11). Ezen
felill klinikai adatok utalnak arra, hogy a
warfarinnal (3, 30, 31), de még gyakrabban a
heparinszarmazékokkal kezelt daganatos bete-
gekben csokkent a tumoros progresszi6 és meg-
hosszabbodott a tulélés (4, 10, 18, 28).
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Az elmult 40 évben igen nagyszamu kisérle-
tes adat gytlt ossze arrél, hogy a heparinoknak
killonboz6 ragesalé daganatmodellekben antime-
tasztatikus hatasuk volt, a legjobb eredményeket
melanomak és emlécarcinomak esetében kaptak
(20). Ma mar tudjuk, hogy a heparinok antimeta-
sztatikus hatasanak molekularis mechanizmusa-
ban szerepet jatszanak a vérlemezkék, illetve
endothelsejtek adhéziés molekuldi, a P- és L-
szelektinek (1, 2, 14).

Mivel korabbi adatok arra mutattak, hogy a
heparinoknak antimetasztatikus hatasuk van rag-
csal6 melanomék esetében, ugyanakkor nincs
emberi melanomara vonatkoz6 adat, preklinikai
vizsgalatainknak az volt a célja, hogy a heparinok
antimetasztatikus hatasat elemezzitk human
melanoma modellen.

Anyagok és modszerek

In vitro szovettenyészet

HT168-M1 human melanomasejteket 5% foetalis
borjusavét (FCS, Sigma) és 1% penicillin-sztrep-
tomicint (Sigma) tartalmaz6 RPMI 1640 médium-
ban (Sigma) tartottuk fenn 37°C-on 5% CO,-tar-
talmu levegdben.

Antikoaguldnsok

Két tipusu heparint hasznaltunk kisérleteink so-
ran: nem frakcionalt heparin-natricum (UFH,
Richter Rt.) és kis molekulasulyt dalteparin-
natricum (LMWH, Fragmin, Pharmacia/Pfizer).
Kontrollként rekombinans human hirudint alkal-
maztunk (lepirudin, Refludan, Hoechst Marion
Roussel GmbH), valamennyit 0,9%-os natrium-
klorid-oldatban.

Sejtproliferdcios vizsgalatok

2x10% tumorsejtet helyeztiink 96 lyuku szovette-
nyészté edénybe, 10% FCS-tartalmu RPMI-1640
médiumban, majd 24 d6ra utan kezeltiik 0,01-10
IU/ml UFH-val és LMWH-val 72 éran at 37°C-on.
Az inkubacios id6 végén MTT kolorimetrids tesz-
tet végeztiink a sejtdenzitds meghatarozasara
(16). A lemezeket 570 nm hullamhosszon elemez-
titk ELISA-platele-olvasoval (Model 550, Bio-Rad).

Sejtadhézio killonbozo matrixfehérjékhez in vitro

96 lyuku edényben 5 pg/lyuk koncentracioban
killénbdz6 matrixproteineket (fibronektin, lami-
nin, Matrigél, kollagén I-III és fibrinogén) egy é&j-
szakan at hasznaltunk bevondanyagként. A tu-
morsejteket elgkezeltiik 0,1-1-10 TU/ml UFH-val
és LMWH-val, vagy 5-15 pg/ml koncentraciéban
hirudinnal 1 6ran keresztil 37°C-on. Az elékeze-
1és utan 2x10* tumorsejtet helyeztiink a matrix-
proteinekkel bevont felszinekre, és 35-60 percig
inkubaltuk szérummentes médiumban. Az inku-
bacié végén a nem adherens sejteket eltavolitot-
tuk és a letapadt sejtek aranyat szulforodamin-B
(Sigma) festéssel hataroztuk meg.
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Sejtmigrdcio és Matrigél-invdzio in vitro

A migracios és invazios teszteket 96 lyukd CXF8
edényben végeztik (Chemicon). A 8 mm-es szi-
réket (Neuroprobe) Matrigéllel vontuk be az in-
vazios kisérlethez. A migracios kamra also6 felébe
30 ml 1-10% FCS-tartalma RPMI-t helyeztiink. A
tumorsejteket 1-10 TU/ml UFH-val és LMWH-val
elékezeltik 30 percen keresztill. Az elGkezelt
tumorsejteket 20 ml sejtszuszpenzioban 2x10*
dozisban helyeztiik a filterekre, majd 20 6ran ke-
resztil hagytuk migralni 37°C-on. Az inkubaci6
végén a felsé oldalrdl eltavolitottuk a sejteket,
majd a migralt sejteket 5 percig fixaltuk és
toludinkékkel festettitk. A migralt sejtek szamat
6 parhuzamos mintan fénymikroszképpal hata-
roztuk meg.

Tiidokolonizdcios assay

Kisérleteinkben 2-3 hénapos néstény BALB/c
SCID egereket hasznaltunk. Egysejtszuszpenziot
készitettiink 0,02% EDTA felhasznalasaval
HT168-M1 sejtkultirabol, és 108 tumorsejtet ol-
tottunk allatonként intravénasan. Egy nappal a
tumorsejtek oltasa elétt, illetve a kovetkezé ha-
rom napon az allatokat intraperitonealisan kezel-
tik UFH-val és LMWH-val (20-200 IU/kg) és
kontrollként rekombindns hirudinnal (1-3
mg/kg). Hét héttel a tumoroltas utan az allatokat
talaltattuk (Nembutallal), eltavolitottuk a tidé-
ket és a kialakult tumorattéteket fo rmalinos
fixalast kovetéen sztereomikroszkop alatt lesza-
moltuk.

Tumorsejtek megtapaddsdnak dinamikdja
a tidében

A néstény SCID egereket 200 1U/kg UFH-val és
LMWH-val intraperitonedlisan el6kezeltiik egy
nappal a tumorsejtek oltdsa el6tt. Ezutan 10°
tumorsejtet injektaltunk intravénasan az egerek-
be, majd azokat kiilonb6z6 idépontokban (5 perc,
1 6ra, 4 6ra) Nembutallal ttlaltattuk. A tiidéket
eltavolitottuk, formalinban fixaltuk, paraffinba
agyaztuk és 3 mm vastag metszeteket készitet-
tink.

A tudében kitapadt tumorsejteket monoklo-
nélis HMB45 (DAKO) és anti-MART1 antitestek-
kel immunhisztokémiaval megfestettiik. A jelolt
tumorsejtek szamat fénymikroszképpal hataroz-
tuk meg.

Mdjattétkepzés vizsgalata

10° tumorsejtet injektaltunk Nembuthallal elalta-
tott néstény egerek 1épébe. Ezutan UFH-val és
LMWH-val (20-200 IU/kg), illetve hirudinnal (3
mg/kg) minden nap kezeltiik az éallatokat a tu-
moroltas utani 8. naptol két héten keresztil. A ki-
sérlet végén (a 31. napon) az allatokat tulaltattuk
Nembutallal, eltavolitottuk a 1épet és a maéjat,
tomegiiket megmértitk majd formalinban fixal-
tuk azokat. A méjmetasztazisokat sztereomik-
roszkop alatt szamoltuk le.
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Tumorindukalt vérlemezke-aggregacio (TCIPA)

A koagulacios teszteket TX4 aggregométer segit-
ségével végeztiik. Egészséges onkéntestdl szar-
maz6 vérbél magas vérlemezke-tartalmu plazmat
3x10%/ml-re allitottuk be. A tumorsejtek altal in-
dukalt vérlemezke-aggregaciohoz 1/10 mennyi-
ségli tumorsejtet adtunk a vérlemezkében gazdag
plazmahoz, majd az aggregacios valasz kialakula-
saig 10 percig inkubaltuk a sejteket 37°C-on.

Veéralvaddsi paraméterek meghatdrozdsa

A heparinok altal indukalt véralvadasi paraméte-
rek koziil a leggyakrabban hasznalt laboratériumi
paraméter az aktivalt parcialis thromboplastin-
id6 (aPTT). Ennek normalis értéke kilonbozo la-
boratériumok esetében 22-38 szekundum kozott
van. Az aPTT-n kivil még meghataroztuk a
thrombin-idét (TT, 12-19 masodperc), a pro-
thrombinszintet (80-120%), €s a fibrinogénszin-
tet (20-400 mg/dl) a SCID egerekbdl szarmazo6
vérben. Egy nappal, illetve 1 6raval a SCID ege-
rekbdl torténd vérvétel el6tt UFH-val, LMWH-val
(20-200 IU/kg), illetve hirudinnal (3 mg/kg) ke-
zeltiik az egereket, ezutan Nembuthallal torténd
altatast kovetden a sziviikbél vett vérbdl hataroz-
tuk meg a véralvadasi paramétereket.

Eredmények

Antikoaguldnsok hatdsa a humdn melanoma-
sejtek tiido- és mdjattétképzo képességeére

HT168-M1 melanomasejteket intravénasan oltot-
tunk be az antikoagulansokkal elkezelt SCID
egerekbe, majd a kezelést még 3 napig folytattuk.
Az oltas utani 7. héten az eredmények azt mutat-
tak, hogy az alacsony, a human-ekvivalens, és a
magas dozisu heparinok gatoltak a tidémetaszta-
zisok kialakuldsat (1A. dbra). Ez a hatds specifi-
kus volt a heparinokra, mert a rekombinans hiru-
din humén-ekvivalens dézisban nem hatott a ti-
dékolonizaciora (22).

A fenti antikoagulansokat majmetasztazis-
modellben is teszteltitk. A daganatsejteket a 1ép-
be oltottuk, majd az allatokat a 8. naptol két hétig
kezeltiik heparinokkal intraperitonedlisan. Az
LMWH madr a human-ekvivalens dézis 1/10-énél
szignifikdnsan csokkentette a majmetasztazis-
képzédést, mig a human-ekvivalens doézishan
(200 IU/kg) mindkét fajta heparin gétolta a méj-
attétképzodést (1B. dbra), ugyanakkor a hirudin-
nak semmiféle hatdsa nem volt (22).

Antikoagulansok hatdsa SCID egerek
hemosztdzisdra

A vérvétel el6tt egy nappal a SCID egereket intra-
peritonedlisan UFH-val, LMWH-val, illetve hiru-
dinnal kezeltiik. A legfontosabb koagulacios para-
métereket, mint az aPTT, TT, prothrombin- és
fibrinogénszintet mértik. A human-ekvivalens
dozisu heparin- és a hirudinkezelés hatasara az
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1. dbra. Heparinok hatdsa emberi melanomasejtek tiidokolonizdcidjdra (A)
és mdjdttétképzésére (B) SCID egerekben (n=10).
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2. dbra. Heparinok, illetve hirudin hatdsa SCID egerek véralvaddsi értékeire (A)
és HT168-M1 emberi melanomasejtek in vivo ndvekedésére (B).

aPTT: thromboplastin-idé, TT: thrombin-ido, FG: fibrinogénszint,

PT%: prothrombinszint (A: n=3-5, B: n=10).
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aPTT- és TT-értékek megemelkedtek, mig a pro-
thrombin- és fibrinogénszintek nem valtoztak
szignifikdnsan (2A. dbra).

Daganatsejt-proliferdcio in vitro €s in vivo

Egyik fajta heparin sem befolyasolta sem az in
vitro daganatsejt-novekedést, sem az intraspleni-
kus tumornévekedést (2B. dbra), hasonléan a hi-
rudinhoz (22).

Daganatsejt-adhézio matrixproteinekhez

A melanomasejteket kiilonb6z6 matrixfehérjék-
kel (fibronektin, laminin, Matrigél, kollagén I-I1I,
fibrinogén) bevont lemezeken inkubaltuk 35-60
percig, és a kitapadt sejtek szdzalékos aranyat
meghataroztuk. Sem a heparinok, sem a hirudin
nem befolyasolta a human melanomasejtek kita-
padasat fibrinogénre (3A. dbra) hasonléan mas
matrixproteinekhez.

Melanomasejtek in vitro migrdcioja és invdzidja
A heparinok jelenlétében elvégzett migracios
teszt azt mutatta, hogy - fliggetleniil a kemo-
attraktansként hasznalt szérum koncentraciojatol
- az alacsony és human-ekvivalens dézisi UFH és
LMWH szignifikansan gatolta a melanomasejtek
teinkben aheparinok szignifikansan gatoltak a hu-
man melanomasejtek matrixinvaziojat is (22).

Daganatsejt-indukalt vérlemezke-aggregdcio

Az aggregometriat abbol a célbdl végeztik el
hogy megallapitsuk, a thrombocyta-aggregacio le-
het-e oka a heparinok in vivo tapasztalt hatasa-
nak. Kisérleteinkben a HT168-M1 melanomasej-
tek igen gyengén aggregaltattak a human throm-
bocytdkat (8%-os volt a maximalis aggregacios
képesség a normalis, ADP-indukalt 62-91%-os
aranyhoz képest), ami nem volt befolyasolhat6
semmilyen antikoagulanssal sem.

Az antimetasztatikus hatds analizise

A tiid6kolonizacios teszt a hematogén uton tor-
tént metasztazis-képzédés masodik fazisat foglal-
ja magédban, amikor is a keringé daganatsejtek a
tiildében megakadnak, extravazalodnak és koloni-
zalnak. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy
ennek a komplex folyamatnak melyik fazisa be-
folyasolhato a heparinkezeléssel. Az allatokat hu-
man-ekvivalens dozist UFH-val és LMWH-val ke-
zeltik egy nappal, illetve egy 6raval a tumorsej-
tek bejuttatasa el6tt, majd az allatokat az 5. perc-
ben, az elsé illetve és 4. draban tdlaltattuk. A tu-
morsejteket a tidémetszeteken melanomaanti-
gének expresszidja alapjan azonositottuk és mik-
roszkop alatt szamoltuk le. Mar a legkorabbi idé-
pontban (5 perc) a daganatsejtek tidékapillaris-
beli gyakorisaga szignifikdnsan alacsonyabb volt
a heparin-el6kezelt allatokban, és ez a 4. oraig
észlelhet6 volt (4. dbra).

HEPARIN £S METASZTAZIS

Megbeszélés

Munkankkal el6szor bizonyitottuk be, hogy a
heparinoknak (UFH, LMWH) human melanoma
metasztazis-modellben specifikus antimetaszta-
tikus hatasa van. Korabbi tanulmanyok béséges
adatot szolgaltattak e hatasrél ragcsalé melano-
ma modellekben (20), amit a mi munkank is
megerdsit. Kisérletes tanulmanyok felvetik,
hogy a heparinok antimetasztatikus hatasaért a
daganatsejtek (beleértve a melanomat is) vérle-
mezkékkel és endothelialis P-szelektin moleku-
lakkal val6 interakcigjaban jatszott szerepiik fe-
lelés, minthogy a P- vagy L-szelektin-deficiens
allatokban hatasuk elttint (1, 2, 14). Metasztati-
kus human tumormodellinkben a fent emlitett

3. dbra.
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4. dbra. Heparinok hatdsa emberi melanomasejtek tiidében valo kitapaddsdnak

dinamikdjdra SCID egerekben (n=3).
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mechanizmusok koziil egyik sem tekinthet6 fe-
lelésnek a heparinok attétképzést gatlo hatasa-
ért. ElGszor is az antimetasztatikus hatds mar a
human-ekvivalens terapias dozisnal alacsonyabb
koncentracioban is jelentkezett, ahol a véralva-
dast gatlo hatas még nem volt detektalhat6. Mas-
részt az altalunk hasznalt human melanoma-sejt-
vonal (HT168-M1) nem aggregaltatta a vérle-
mezkéket. A heparinok antimetasztatikus hata-
sanak masik lehetséges mechanizmusa a human
melanoma xenograftokban az L-szelektinek altal
medidlt leukocitak gatlo hatasa (9, 29). A ttidéko-
lonizacié korai fazisanak morfologiai analizise
azonban nem tart fel ilyen sejteket a daganatsej-
tek kozvetlen kornyezetében az alveolaris kapil-
larisokban, ezzel kizarva a fent emlitett mecha-
nizmust. A heparinok antimetasztatikus hatasa-
nak vizsgalata azt bizonyitotta, hogy az intravé-
nasan beadott human melanomasejtek tovabb
maradtak a keringésben (ezt kvantitative PCR
modszerrel (17) ki is mutattuk), igy tovabb vol-
tak kitéve a keringé daganatsejteket érd kiilon-
b6z6 mechanikai és immuneffektor hatasoknak.
Masrészt a heparin-el6kezelés meggatolta a me-
lanomasejtek tiidékapillarisokban val6 kitapada-
sat, igy ez a mechanizmus is kozremtikodhet az
antimetasztatikus hatasban (22).

Kilénféle kisérletes modellekben igazoltdk,
hogy a heparinoknak antiangiogenetikus hatasa
is van (19). Minthogy a SCID egerek heparinke-
zelésének gatlo hatasa volt daganatsejtek tidé-
kapillarishan valé korai megtapadasara (4 6ran
belill), ez valészintitlenné teszi, hogy a hepari-
nok antiangiogenetikus hatasa szignifikans sze-
reppel birna a human melanomasejtek attétkép-
zésének befolyasolasaban. Tovabba a tiid6 a leg-
jobban vaszkularizalt szervek kozé tartozik, ahol
altalaban a daganatsejteknek nincs szitksége 1j
erek képzésére ahhoz, hogy a koloniaképzés
meginduljon.

In vitro tanulmanyaink soran direkt anti-mela-
noma hatast figyeltiink meg, ami a heparinok egy
1j érdekes specifikus antimigraciés hatasaban
nyilvanult meg anélkiil, hogy interferdlna a daga-
natsejtek kordbban mar vizsgalt mas aktivitasaval:
a proliferacioval, a tuléléssel vagy a matrixadhé-
zi6val. Trodalmi adatok szerint a heparinok P-sze-
lektin-medialt antimetasztatikus hatasa a daganat-
sejtek felszini heparanszulfat-proteoglikanjai
(HSPG) gliikézaminoglikdn-lancainak koszoénhet6
(15). A tumorprogressziéban a human melanoma
esetében a CD44v3 és syndecan-4 expresszidja
jatszhat szerepet (6, 24). Kisérletes tanulmanyok
szerint mind a heparanszulfat-bioszintézis gatlasa,
mind bazikus peptidekkel torténé blokkolasuk
antimetasztatikus hatdsi human melanoma mo-
dellekben (7, 23).

A heparinoknak a tumorsejtek tidében valo
korai megkotédését gatlo hatasat mar masfajta
daganattipusokban is leirtak, és thrombocyta-
vagy endothelsejt-interakciokkal, vagy az anti-
koagulans hatdssal magyaraztdk (20). A daganat-
sejtek extravazacidja a szervkolonizacié soran
egy kulcsfontossagu 1épés, ahol migracios készsé-
giik jatssza a legkritikusabb szerepet. Kisérle-
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teink azt bizonyitjak, hogy a heparinok specifiku-
san gatoljak a daganatsejt-migraciot és a bazalis
membranon keresztiili invaziot. E gatlas potenci-
alis molekularis mechanizmusa a heparanszulfat-
proteoglikanok integrinszupportalé funkcidival
lehet kapcsolatban (19), vagy éppen magukkal az
integrinekkel. A kisérleti adatok azt mutatjak,
hogy a heparinok képesek kotddni az allbf3-hoz,
ami a thrombocytédk predominans integrinje (5).
Korabbi munkainkban bemutattuk, hogy kiilon-
béz6 daganatsejt-tipusok, beleértve a human
melanomat is, ektopids oIlbP3 integrint ex-
presszalnak (26), és e funkciok gatlasa (antiteste-
ken keresztiil) specifikusan megsziinteti a mela-
nomasejtek in vitro migraciéjat és gyengiti meta-
sztatikus képességiiket (15, 27).

A heparinok most megfigyelt hatasa eléreha-
ladott melanomak klinikai kezelésében is fel-
hasznalhato lehetne. Igen igéretes az a megfigye-
1és, mely szerint a heparinoknak, kiilonésen az
LMWH-nak alacsony ddzisban ugyanolyan anti-
metasztatikus hatdsa van human melanomara,
mint magas dézisban, igy ezt a kezelést hosszabb
ideig (akar honapokig) is lehetne a betegeknek
adni, a progresszi6 korai fazisainak diagnosztiza-
lasa utan (limfatikus attét és bérrecidiva). Né-
hany klinikai vizsgalat mar bebizonyitotta az
LMWH direkt antimetasztatikus hatasat emlérak-
ban és kismedencei tumorokban, de melanomara
vonatkozé adat még nem ismert (10, 21). Mivel a
melanoma kemorezisztens daganat, az LMWH-
kezelésnek a betegség progresszidja szempontja-
bol komoly jelentdsége lehet.
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