A tumorok attétképzését korlatozo
hatéanyagok kutatasa

Jeney Andras, Kenessey Istvan, Timar Ferenc, Olah Julia, Pogany Gabor,
Babo Istvan, Harisi Reveka

ISemmelweis Egyetem 1. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet;
MTA-SE EKSZ Molekularis Patologiai Kutato Csoport, Budapest

Az attétképzésre iranyulo gyogyszerek sikeres kifejlesztésétdl varhat6 tovabbi elérehaladas a rosszin-
vandorlast gatlo vegytiletek az igéretes antimetasztatikus gyogyszerek kézzé sorolhatok. Megallapitot-
tuk, hogy a vandorlé tumorsejtek fenotipusbeli valtozékonysagaval 6sszhangban a daganatellenes
gyogyszerek (doxorubicin, taxol) és a jelatvitelt gatlé vegytiletek (PD-98059, LY-294002, SB-203580) el-
téré hatékonysagot mutatnak az egyes vizsgalati rendszerekben (Boyden-kamra, 3D ECM sejttenyé-
szet). Tanulmanyaink arra utalnak, hogy az antimetasztatikus gyogyszerkutatds iranymutat6 kémiai
vegytiletei (leading compounds) kozott érdemes szdmba venni az extracellularis matrix és a tu-
morsejtek kdlcsonhatasat befolyasolé (hexil-dezoxiuridin, borrelidin), valamint a géntranszlaciét sza-
balyoz6 (rapamycin, ribavirin) hatéanyagokat. A diagnosztikailag megalapozott, célzott antimetasztati-
kus gyogyszeres terdpia bevezetéséhez tovabbi vizsgalatok feladata feltdrni a sejtvandorlas améboid és
csoportos formainak molekularis sajatossagait. Magyar Onkologia 50:93-100, 2006

Further progress in the therapy of malignant diseases is expected from the introduction of potent
antimetastatic drugs. Surveying of the complex and multi-step behavior of the metastatic process,
compounds showing inhibitory action against tumor cell migration may be ranked among the
promising antimetastatic agents. Our present study indicate, however, that the antimigratory actions
of certain antitumor drugs (doxorubicin, taxol), and inhibitors of signal transduction (PD-98059, LY-
294002, SB-203580) are highly dependent on the assay applied (Boyden-chamber, 3D ECM cell
culture). It has been proposed that agents interrupting cell-extracellular matrix contacts (hexyl-
deoxyuridine, borrelidin) and others interfering with the regulatory mechanism of gene translation
(rapamycin, ribavirin) could be regarded as leading compounds in the antimetastatic drug
development process. Nevertheless, for introducing diagnostically based targeted therapy the forth-
coming tasks must include the further elucidation of the molecular mechanisms implicated in the
amoeboid and cluster type of cell migration. Jeney A, Kenessey I, Timdr F, Oldh ], Pogdny G, Babo I,
Harisi R. Inhibition of cell migration for the development of antimetastatic agents. Hungarian Oncology
50:93-100, 2006
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Bevezetés

Az elérehaladott malignus koérképek kimenetelét
jelentGsen meghatarozza a tumorsejtek tavoli szo-
vetekbe torténé elvandorldsa, az attétképzés,
amely a megbetegedések mintegy 50%-dban a be-
teg haldldhoz vezet. Igy érthets, hogy az antime-
tasztatikus gyogyszerek fejlesztése a daganatok si-
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daganatok attétképzésének széleskord tanulma-
nyozasa Kellner Béla iranyitasaval az Orszagos
Onkologiai Intézetben bontakozott ki az 1950-es
években, amelynek egyik eredménye a gyogy-
szerhatas megallapitasat szolgalo kisérleti modell
kialakitasa (23). Lapis Karoly mar étven évvel ez-
el6tt felismerte a metasztazisra haté gyogyszerek
kutatasanak jelent6ségét, és tobb kémiai vegytilet
hatékonysagi vizsgalatat kezdeményezte. Igen
nagy nemzetkozi elismerést valtott ki Németh
Laszloval irt kozleménye, amelyben beszamoltak
a hazai fejlesztési Degranol hatékonysagarol a
Guerin-tumorsejtek megtelepedésére és szaporo-
dasara kisérleti allatokban (29, 30). E vizsgdlatok
folytatasahoz azonban el6bb alapvetd ismereteket
kellett szerezni a tumorok attétképzésének sajatos
biologiai és molekularis szintli mechanizmusarol.

A XX. szazad végéig az onkologiai ismeret-
anyagban az attétképzés egyes szakaszainak kli-
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1. dbra.

A tumorsejtek vdandor-
ldsdnak mechanizmu-
sai €s azok vdltozékony-
sdaga. (CAT: collective-
amoeboid transition,
EMT: Epithelial-mes-
enchymal transition,
MAT: Mesenchymal-
amoeboid transition)

nikopatoldgiai jellemzéihez nem kapcsolodott a
vandorld tumorsejtek fenotipusbeli elktlontilése
a primer tumor sejtpopulaci6jatél, valamint a
mikrokdrnyezet szerepe az attétképzésben. A
primer tumorbdl a tavoli szervekbe vandorolt tu-
morsejtek szaporodasanak a korlatozasat a bisz-
foszfonatok hatékonysdganak megismeréséig (1,
53) a citotoxikus gyogyszerektél vartak hosszi
évtizedeken keresztiil. A biszfoszfonatok térhodi-
ban szemléleti valtozast hozott az antimetasztati-
kus gyogyszerkutatasban, mivel hatékonysagu-
kat nem lehetett a tumorsejtekre iranyulé citoto-
xicitasnak tulajdonitani. Ez a koriilmény 6szton-
z6leg hatott a mesenchymalis eredetd sejtek tu-
morprogresszidban betoltott szerepének a tanul-
manyozasara, emellett az onkoldgiai alapkutata-
sok az attétképzo tumorsejtek geno- és fenotipus-
beli sajatossagairdl jelentés megfigyelésekkel
gazdagitottak az onkofarmakologiat.

A jelen tanulmanyban rovid attekintést kiva-
nunk adni az attétképzést gatlo gyogyszerek ku-
tatasanak jelenlegi helyzetérdl, tovabba bemutat-
juk a Lapis Karoly szellemi iranymutatasahoz
kapcsolhat6 vizsgalatok néhany kovetkeztetését.

Az attétképzés klinikai és patobiologiai
jellemzé6i

A Klinikopatologiai vizsgalatok hivtak fel a figyel-
met arra, hogy a metasztazisok mar a tumorprog-
resszi6 korai szakaszdban kifejlédnek, az un.
mikrometasztazisok gyakorisdga a kiilonbozé
vizsgalati adatok szerint 20-50% kozott becstilhe-
t6 az emld-, prosztata-, vastagbél- és tiid6dagana-
tok esetében (54). Ezzel magyarazhat6 a lokalis
recidivak és a tavoli metasztazisok kialakulasa
abban az esetben is, amikor a primer tumor elta-
volitasakor a kornyezeti nyirokcsomok érintett-
sége nem allapithat6 meg (54).

A primer és az attéti tumorok nemcsak a mik-
rokornyezetiikkel, hanem egymassal is szoros
kapcsolatot tartanak fenn, az altaluk termelt no-
vekedési faktorokon keresztiil. Ez adhat magya-
razatot arra, hogy a primer tumor sebészi eltavo-
litasakor a metasztazisok gyorsan kezdenek no-
vekedni, vagy ellenkezéleg tomegik csokken.
Tovabba ezek a klinikopatologiai térténések ra-
mutatnak az egész szervezet potencialis érintett-
ségére a tumorprogresszioban, és a gyogyszeres
terapia szlikségességére a tumor sebészi vagy ra-
dioterapias eltavolitasakor (16).

A primer tumor kételékébdl felszabadul6 tu-
morsejt jelenti az attétképzés megindulasanak el-
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s6 1épését, a levalast (desquamatio), amikor érvé-
nyestl a tumorsejt csokkent homotipias affinita-
sa és megszakad a szomszéd sejtekkel a kapcso-
lat, amelynek molekularis mechanizmusaban az
adhéziés molekulak (pl. cadherin, integrin,
CD44) és a proteazok hibés illetve szabdlyozatlan
mukodésének van kiemelked6 szerepe. Az inter-
cellularis kotelékek megsziinését koveti a migra-
cio, amely torténhet multicellularis alakzatban,
kotelékben és szorosan kapcsolodva az extracel-
lularis matrixhoz, vagy egyenként, lebegve, mint
az. amoébak. A tumorsejtvandorlas citologiailag el-
kulonithet6 egyes formait eltéré molekularis me-
chanizmusok irdnyitjak, tehat kiilonbozé tdmada-
si pontu gyogyszerekkel befolyasolhatok. A gyogy-
szeres terapia sikerét tovabba korlatozza a van-
dorlas mechanizmusaban a mikrokérnyezet hata-
sara bekovetkez6 valtozas. A multicellularis kote-
1ékbal a tumorsejtek kiszabadulhatnak és lebegve
haladnak tovabb, vagy forditva, az améboid moz-
gasu sejtek koteléket alkotnak (9, 1. dbra).

A tumorsejtek vandorlasuk soran attorik a ba-
zalis membranokat, amelynek soran - hasonléan
a gyulladasos folyamat sejtes elemeihez - protea-
zokat és citokineket termelnek (pl. TNF-a) (28).

A tumorsejtek és mikrokdrnyezetitk kozotti
kapcsolat jelentGs szerepet jatszik az attétképzés
egész folyamataban, a sejteknek a primer tumor
kotelékébol torténd levalasaban, vandorlasuk el-
inditasaban, elérehaladasuk mechanikai feltét-
eleinek biztositasaban és letelepedésiikben. A tu-
morprogresszidban tilnyomoéan érvényesiil az
attétképzés mag és talaj (seed and soil) elmélete,
amely azt jelenti, hogy az attétképzé tumorsejtek
klonalis fejlédés soran, génexpresszio-valtozas
eredményeként alakulnak ki a primer tumorban,
azonban mikrokdrnyezeti tényezok iranyitjak az
attétképzés egész folyamatat, beleértve az alkal-
mas befogadé szévet megtalalasat (8). Ezt figyel-
hettiik meg abban a kisérletben, amelyben a ke-
vertsejtes bazaloid laphamrak invaziv jellegi no-
vekedést kizardlag az ortotopikus xenotransz-
plantaciokor mutatott, ugyanakkor novekedési
iteme még kifejezettebb volt heterotranszplanta-
ci6 esetén. A szovettani vizsgalatban megfigyel-
het6 volt, hogy a szajiregb6l szarmazo6 kevertsej-
tes laphamrak behatolt az egészséges szovetekbe
és MMP-9-et termelt, ha a xenotranszplantaci6 a
szajiregi submucosaba tortént (2, 3).

A véredényekbe jutva az epithelialis eredetd
tumorsejtek mesenchymalis format vesznek fel,
majd az érpalyat epithelialis formédban hagyjak
el. Az epithelialismesenchymalis atalakulasnak
nevezett esemény terapias és emellett diagnosz-
tikai korlatot is jelent, mivel megneheziti a kerin-
g6 tumorsejtek kimutatasat a primer tumor epi-
thelialis markereivel (4, 44).

Az attétképzési folyamat utolsd allomasanak
tekinthetjik a tumorsejtek telepképzését a tavoli
szovetben, ez a folyamat azonban patobiologiailag
sokkal dsszetettebb, mint az a klinikai képbdl ki-
vehetd. Régota ismert, hogy a primer tumorbol ki-
szabadult tumorsejtek kozil csak kevés jut el a te-
lepképzés lehetdségéhez, tehat a malignus korkép
oldalarol tekintve az attétképzés hatékonysaga
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igen alacsony. Bebizonyosodott, hogy a tumorsej-
tek igen gyakran nem az érpalyan beliil pusztul-
nak el, hanem a szovetek korlatozzak letelepedé-
stiket és telepképzésiiket (5). A befogadd szovet
védekez6 mechanizmusa kovetkeztében a tumor-
sejtek elpusztulnak, vagy életképességitk megtar-
tasa esetén un. dormant (nyugvo) mikrometaszta-
zisok formajaban vannak jelen. Lapis és mtsai kli-
nikopatologiai tanulmanyukban igazoltdk, hogy
nem is feltétlentl sziikséges a tumorsejtek kilépé-
se a véredényekbdl ahhoz, hogy attéti telepet ké-
pezzenek, amennyiben a kapillarisokban fenna-
kadt sejtek szaporodni képesek (31).

Az attétképzé tumorsejt tulajdonsagai

Az attétképzo tumorsejt geno- és fenotipusanak a
megismerése jelentés tampontot nyujt elébb a
gyogyszerkutatas, majd az annak eredményeként
megteremtett célzott terapia szdmara. A primer
tumor egyes sejtjeiben az attétképzésre hajlamo-
sito vagy éppen ellenkezéleg, azt korlatozd gének
expresszigja egyarant megfigyelhetd volt. Az em-
beri tumorok metasztazisra jellemzé génprofiljara
vonatkoz6 vizsgalatok harom megallapitasat érde-
mes szamba venni: (i) A tumorok metasztatikus
tulajdonsaganak kialakulasaval egyes gének ex-
presszidja csokken, masoké emelkedik. (ii) Az at-
téti tumorban fokozottan expresszalodo gének ko-
z0tt gyakorinak tarthatok a fehérjeszintézis szaba-
lyozasat iranyito (SNRPF, EIF4EL3, HNRPAB,
DHSP), valamint az extracelluldris dllomany ki-
alakitdsaban kozremiikodé (pl. kollagén I) gének
(38, 50). (iii) A tumorok attétképzésének elmara-
dasa kapcsolatba hozhat6 az un. metasztazis-szup-
presszor génekkel (NM23, KAI-1 (CD82), KISS-1
TIMP, cadherin MKK-4, RhoGDI-2) (41). A meta-
sztatikus genotipus 1j képességekkel ruhazza fel a
tumorsejtet, mint a szoveti szerkezet megvaltoz-
tatasa, proteolizis, vandorlas.

A génexpresszio valtozasainak ismerete re-
ményt nyujt az antimetasztatikus genotipus tera-
pidban hasznosithaté6 moédositasara. Ennek a le-
het6ségét mutatja az NM23 metasztazis-szup-
presszor gén aktivalasa dexamethasone, medro-
xiprogeszteron vagy 5-azacitidin kezeléssel (41,
42). A génterapia egyik lehetéségét nyujtja a ki-
valasztott célpontra tervezett antiszenz oligonuk-
leotidokkal végzett kezelés (50). Munkacsopor-
tunk az MMP-9 génnel szemben tervezett anti-
szenz oligodezoxinukleotid antimigracios hatasat
allapitotta meg (34).

Tekintettel a metasztatikus genotipus jelen-
t6s heterogenitasara és a mikrokoérnyezet szere-
pére a gének expresszidjaban, a jelenlegi kutata-
sok a metasztazis fenotipusat fenntarté mecha-
nizmusokra és az azokat aktivalé molekuldkra
hato vegyiiletek felismerésére iranyul. Az attét-
képz6 tumorsejtek fenotipusbeli valtozékonysaga
biztositja egyfeldl az egymast kovetd patobiolo-
giai események (levalds a primer tumor kotelé-
kébdl, vandorlas, letapadas stb.) soran felmertilé
tobb irdnyu mikodésbeli feladatok ellatasat, mas-
feldl a fokozott életképességet (10). Az attétképzd
tumorsejtek gyakran keriilnek hypoxias illetve

A TUMOROK ATKEPZESET KORLATOZO HATOANYRGOK KUTATASA

anoxids kérnyezetbe, ezért a glikolizissel energiat
nyerd szubpopulaciok elényben vannak, ennek
tulajdonithat6, hogy az attétet képz6 méhnyak-
rakban és a fej-nyaki daganatokban megnétt a tej-
sav koncentracidja. A sejtek anaerob glikolizise
kedvez az attétképzésnek, amelyet igazol az a
preklinikai vizsgalat, amelyben novelni lehetett
az attétképzést, ha a tumorsejtek alkalmazkodtak
a hypoxiahoz (10, 39, 43).

Az epithelialis tumor és a szovetek
mesenchymalis sejtjei kozotti kapcsolatok
gatlasa

A tumorprogresszio jelentés hajtoerejének te-
kinthet6 a mesenchymalis eredetd sejtekkel (fib-
roblasztok, endothel, monocitak) kialakult kétol-
dalu kapcsolat (25), amely jol megfigyelhet6 a
csontattétek képzddésekor (6). A tumorsejtek 6n-
magukban nem lennének képesek a csontallo-
manyt megbontani, ezért csak ugy tudnak letele-
pedni, ha megvaltoztatjak az oszteoklasztok és az
oszteoblasztok kozotti egyensulyi allapotot. A tu-
morsejtek altal termelt novekedési faktorok meg-
zavarjak a csontallomany megujulasi folyamatat,
amely stlyos oszteolitikus elvaltozast hoz létre.

A biszfoszfonatok halogén-, amino-alkil- és
imidazol-szarmazékainak biologiai aktivitidsa a
monocita-makrofag rendszerre iranyul; gatoljak
az oszteoklasztok képzédését a monocitakbol és
csokkentik a makrofagok fagocitézisat és citokin-
termelését. A biszfoszfonatok gatoljak az oszteo-
klasztok csontleépité miikodését, majd elpusztit-
jak oket kozvetleniil vagy az oszteoblasztok koz-
vetitésével, ezaltal csokkenteni vagy késleltetni
képesek a csontrendszer lebontasat (32). A bisz-
foszfonatoknak az oszteoklasztokra iranyul6 gat-
16 hatasara az oszteolizis mérséklgdik, ezért csok-
ken a novekedési faktorok (IGF-1, TGF-a) ki-
aramlésa a csontallomanybol (2. dbra).

A harmadik generacios biszfoszfonatok hatasa
kiterjedhet kozvetleniil a tumorsejtekre, ame-
lyekben gatoljak a koleszterin-bioszintézis meva-
lonatképzddési 1épését. Ennek kovetkeztében el-
marad a GTP-t koté Rho fehérje prenilacidja, és
igy a citoszkeleton-rendszer hibasan miikodik a

2. dbra.

Az oszteoklasztok és az
oszteoblasztok kozotti
egyensulyi dllapot vdl-
tozdsa az dttétképzo
tumorok jelenlétében;

a csontdttétek gyogysze-
reinek tdmaddsi pontjai

Novekedési faktorok tarolasa
Elmeszesedett csontallomany

D-vitamin (EB-1089),
MMP-gétlék

Monocita/Makrofag TUMORSEJT
GM-CSF, TNF TGF-Crreceptor
IL-1, PTH-rP
Kemotaxis o\ TGF-O »
OSZTEOBLASZT OSZTEOKLASZT  INF-O
IGF, TGF-I, -O0 FGF I
l Biszfoszfonatok
v
Csontképzés LEZIO Csontlebontas
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3. dbra.

A sejtvdandorlds
vizsgdlati modszerei
(Dr. Paku Sandor
felvétele)

sejtvandorlasban (40). A zoledronat hatdsat a Rap-
1 prenilaciojara, az Akt foszforilacigjara és a kasz-
paz-3 aktivalasara ki lehet védeni geranilgeraniol,
de nem farnezol jelenlétében (6, 16, 32, 53).

Proteazok gatlasa

Az attétképzés egyik patobiologiai eseménye az
extracellularis matrix lebontasa. Bar az extracel-
lularis matrix biopolimerjeinek a lebontdsaban
tébb enzim (szerinprotedzok, plazmin, stb.) is
kézremtikodik, a matrix-metalloprotedzok (MMP)
szerepét kiemelt érdekl6dés vette koriil, mert az
epithelialis eredetd tumosejtek invaziv noveke-
dése soran a bazalis membran attorése az MMP
csalad két tagjanak (MMP-2 és -9) tulajdonithato.
Tobb preklinikai vizsgalatban, igy a szajiiregi ke-
vertsejtes laphamrak xenotranszplantaciés mo-
dellrendszerben 6sszefiiggést lehetett tapasztalni
a tumorprogresszio és az MMP-9 emelkedett akti-
vitasa kozott (2). A klinikai tanulmanyok hasonlo
kovetkeztetéseit munkacsoportunk is megerdsi-
tette, amikor magas MMP-9-aktivitast figyelt meg
azokban a petefészekrakokban, amelyek néveke-
dése a mitét utan révid idén beliil felgyorsul (7).
A széles korben megindult gyogyszerfejlesztés
eredményeként tobb kollagenaz- (MMP-2/9) gat-
16 vegyiilet antimetasztatikus hatasanak a prekli-
nikai majd klinikai vizsgalatara keriilt sor, ame-
lyek kozul emlitésre méltdé a Marimastat
(BB2516). A klinikai vizsgalatok eredménye sze-
rint stabilizalja a gyomordaganat progresszidjat,
kedvez6 hatasu temozolomiddal kombinacioban
a glioblastoma multiforme kezelésekor, valamint
pancreasrakban gemcitabinnal egyitt.

Torekvés a sejtvandorlast szelektiven
gatlé ijabb vegyiiletek felismerésére

Miutan irodalmi beszdmolok és sajat vizsgala-
taink alapjan bepillanthattunk az attétképzést
meghatarozo cellularis és molekularis mechaniz-
musok néhany eseményébe, feltételeztiik, hogy

HT-1080 sejtek Boyden-kamraban térténé migracidja

HT-1080 sejtek matrigélben torténd invazidja

Filter

Migrald sejt

Fibronektin (kemoattraktans)

Migralt sejtek

L pive

Monolayerben maradt sejtek
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a sejtvandorlas gatlasanak a vizsgélata az antime-
tasztatikus gyogyszerfejlesztés igéretes kiindulo-
pontja lehet (17, 18, 45- 47, 51). Ezt a feltételezést
kivanta alatdmasztani az alabbi kérdések tanul-
manyozasa: 1. Mennyiben befolyasolhat6 a mig-
racio szelektiven, tehat kifejezettebben, mint a
proliferacio? 2. A sejtvandorlas gatldinak a haté-
konysdga egyarant megallapithaté-e a legelter-
jedtebben alkalmazott két modszerrel, a Boyden-
kamraban és a haromdimenziés sejttenyészet-
ben? 3. A sejt szabalyoz6 mechanizmusainak mo-
dositasa mennyiben valtoztatja meg a sejtvandor-
last gatlok hatasat?

Anyag és modszer

Az attétképzés egyes szakaszai koziil jelenleg el-
ta all a gyogyszerfejlesztés homlokterében. A ha-
tékony vegyiiletek kivédlasztasara az in vitro ke-
motaktikus modell terjedt el, az tin. Boyden-kam-
raban, amelyben a tumorsejtek 8 pm porusnagy-
sagl szliron ECM jelenlétében vagy anélkil ha-
ladnak at. A kémiai vegytletek sejtproliferaciora
és sejtvandorlasra iranyulé hatasanak a szimul-
tan, ugyanazon tenyészetben torténé meghataro-
zasadra munkacsoportunk az ECM-gélt tartalmazo
haromdimenziés sejtkulturat alkalmazza (13-15,
36) (3. dbra).

A tumorsejtek vandorlasat HT-1080 fibrosar-
coma és Oscort osteosarcoma in vitro sejttenyé-
szeteken vizsgaltuk az el6z6 kozleményeinkben
leirtak szerint (13, 36). A tumorsejtek egyedi és
kotelékben (cluster) torténé vandorlasdnak az
Osszehasonlitasara alkalmasnak igérkezett egyes
jelatvitelt gatlé vegytletek hatasanak oOsszeha-
sonlitasa Boyden-kamraban és 3D sejttenyészet-
ben. A szovettenyészethez hasznalt (fotlis borju-
savé (FCS), RPMI-1640 tapfolyadék, gentamy-
cin), valamint ,teszt” anyagokat (PD-98059, SB-
203580, LY-294002, okadansav) a Sigma-Aldrich
(Magyarorszag) Kft-tl szerezttik be.

3D ECM-gél invaziés modszer: 24-well multi-
plate-re felvitt sejttenyészetet (induld sejtszam
10° sejt/W) 24 oraig inkubaltunk 1 ml 10% FCS-t
tartalmaz6 médiumban, 37°C-on, 5% CO, mellett.
Ezutan a monolayerben maradt tenyészetet 24
oran keresztiil kezeltiik a teszt-anyagokkal, majd
médiumcsere utan 200 pl ECM-EHS matrigélt ré-
tegeztiink a tenyészetre, majd tjabb 24 6ran ke-
resztill inkubaltunk. 72 6rds tenyészetben. Biir-
ker-kamra segitségével szamoltuk meg a mono-
layerben maradt, ill. a gélbe vandorolt sejteket.

Sejtvandorlas vizsgalata Boyden-kamraban: A
6-well multiplate-re felvitt sejtenyészetet (induld
sejtszam 2,5x10° sejt/W) 24 6raig inkubaltunk 2,5
ml 10% FCS-t tartalmazé médiumban, 37°C-on,
5% CO, mellett. Ezutdn a monolayerben maradt
tenyészetet tjabb 24 6ran keresztiil kezeltik a
teszt-anyagokkal. A sejtek felszedése utan (0,02%-
os Sigma-Aldrich EDTA) a kemotaxist 48 lyuku
Boyden-kamraban (NeuroProbe, Pleasanton, CA)
8 Mm poérusatmérdji Nucleopore membranon
(NeuroProbe) keresztiil végeztilk. A kamra als6
részébe kerill a kemoattraktans fibronektin (100

© MAGYAR ONKOLGBUSOK TARSASAGA



pg/ml), a fels6 kamrafélbe pedig a HT-1080
tumorsejtek (2x10/lyuk) 10% FCS-t tartalmazo
RPMI-1640 médiumban. A kamrat ezutan 3 6ran
keresztiil inkubaltuk 37°C-on 5% CO, atmoszféra-
ban. A teszt végén a filtert eltavolitottuk, PBS-sel
lemostuk a nem migralt sejteket, utana metanol-
ban fixaltuk, és megfestettitk Diffquick oldattal
(American Scientific Products, McGraw Park, IL).
A teljes migralt sejtszamot Eagle-Eye denzitomet-
ria segitségével allapitottuk meg.

Az attétképzés in vivo preklinikai vizsgalata:
Az attétképzést C57BL/6 him egerek 1épébe beol-
tott colon 38 adenocarcinomaval kialakitott un.
1ép-m&j modellben vizsgaltuk. Ez a kisérleti rend-
szer alkalmas a primer lokalizaciéban névé tu-
mor novekedésének, valamint az onnan kiaram-
16 tumorsejtekbdl a majban képzodott kolonidk
szamanak a meghatarozasara és tomegének a
megitélésére.

Eredmények

A sejtvandorlds szelektiv gatldsanak lehetdsége

Gyakran felvet6dé kérdés, hogy lehet-e a tumor-
sejtek invaziv novekedésének egyik elemét, a
sejtvandorlast szelektiven, a proliferaciotol fiig-
getleniil csokkenteni. A 3D sejttenyészetben vég-
zett vizsgalatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy
a tumorsejteknek ezt a két mtikodését a citotoxi-
kus gyogyszerek eltéré mértékben gatolhatjak. A
3D ECM sejttenyészetben a topoizomeraz I1-t gat-
16 doxorubicin alacsony koncentraciéban sokkal
kifejezettebben csokkentette a vandorld sejtpo-
puléciot, mint a monolayerben maradt nem van-
dorl6 tumorsejteket. Ezzel szemben a taxol mind
az Oscort, mind a HT-1080 sejtek 3D tenyészeté-
ben kifejezettebben gatolta a sejtek szaporodasat,
mint vandorlasat. A rapamycin vizsgalata tovabbi
bizonyitékot szolgaltatott arrél, hogy megalapo-
zottnak tekintheté a szelektiv sejtvandorlast gatlo
hatéanyagok gyogyszerként torténd fejlesztésé-
nek tervezése (1. tabldzat).

Tovabbi kérdés azonban, hogy a vizsgalt vegyii-
letek hatdsa mennyiben valtozik az egyes kisérleti
modellekben, kilonos tekintettel a sejtvandorlas
mechanizmusanak a mikrokornyzettél vald fiiggo-
ségére. A Boyden-kamraban a tumorsejtek kemo-
taktikus fibronektin iranyitasa alatt a 8 pm atméré-
ji poérusokon egyedileg haladnak at, mig a 3D
ECM-gélben kotelékben haladnak, igy valoszintsit-
het6 a sejtvandorlas eltéré molekularis mechaniz-
musainak érvényesiilése. Osszehasonlitva a taxol
gatl6 hatasat a HT-1080 fibrosarcoma sejtek van-
dorlasara Boyden-kamraban és 3D ECM tenyészet-
ben, igen eltéré hatékonysagot lehetett megallapi-
tani. A taxol, amelyik szelektiv sejtproliferacio-gat-
16 hatast mutatott az Oscort osteosarcoma sejtek
3D tenyészetében, a proliferacional jobban gatolta
a HT-1080 sejtek vandorlasat Boyden-kamraban. A
taxol Boyden-kamraban megfigyelhet6 sejtmigra-
ci6t gatlo hatasat szamottevéen lehetett mérsékel-
ni a MEK/ERK-gatl6, PD98059 jelzést vegytilettel,
amely dnmagdban nem befolyasolta a sejtmigra-
ciot ebben a vizsgalati rendszerben (2. tdabldzat).
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A jelatvitel mechanizmusénak gatl6ival vég-
zett vizsgalatok tovabbi adatot szolgaltattak a
Boyden-kamréban és a 3D sejttenyészetben torté-
n6 sejtvandorlas eltérd valaszreakci6irdl. A 3. tdb-
ldzatban feltintetett adatok mutatjak, hogy a fib-
rosarcoma sejtek vandorlasat Boyden-kamraban
a proteinfoszfataz 2A és a PKC gatlasaval, 3D
ECM tenyészetben pedig ERK- és p38-SAPK-gat-
16kkal lehetett jelentds mértékben csokkenteni.

Tumorsejtek és az extracelluldris mdtrix
kapcsolat modositdsa

Az integrinek, mint sejtfelszini receptorok fontos
szerepet jatszanak a sejt és mikrokérnyezet ko-
zotti kétiranyu jelatvitelben, amelynek moleku-
laris letéteményese az integrinek kapcsolodasa
egyfeldl a sejtcitoszkeletonhoz, masfel6l az ECM-
biopolimerekhez. A sejtek specifikus integrin-
ECM profilja jelentésen eltérd, valtozasai befo-
lyasoljak a sejtek miikodését. A megfelel6 ECM-

1. tabldzat.

Daganatellenes gyogy-
szerek hatdsa a prolife-
rdciora és a sejtvandor-
ldsra Oscort 3D ECM

integrin kapcsoloédaskor aktivalodik az integrin- sejttenyészetben
Kezelés Sejtek szama
Nem vandorlo Véandorlo
atlag+SD(x10%) % atlag+SD(x10%) %
Kontroll 12,5+£2,0 100 19,0+3,1 100
Taxol
0,1 ng/ml 7,8+0,9 57 17,6+1,2 93
1,0 ng/ml 6,1+0,6 49 12,7+1,8 67
10,0 ng/ml 2,0+0,6 16 6,0+1,4 32
Doxorubicin
0,01 pg/ml 18,3%1,5 146 9,5+3,0 50
0,05 pg/ml 10,4+2,8 83 2,7+0,6 14
0,25 pg/ml 7,6+£2,7 61 2,0+1,0 10
Rapamycin:
0,05 pg/ml 11,8+3,5 94 3,7+0,8 19

2. tdbldzat. A taxol daganatellenes hatdsdnak modositdsa a MEK/ERK gdtldsdval

HT-1080 fibrosarcoma sejteken sejttenyészetbem és Boyden kamrdban

Kezelés Proliferacio (sejtszam) Migracio (denzitas)
x10? % atlag+SD %

Kontroll 46,5 100 46,6+8,6 100

Taxol (50 ng/ml) 18,5 39,8 1,8+1,8 3,9

Taxol (10 ng/ml) 28,5 61,3 5,3+2,8 11,4

Taxol (1 ng/ml) 31,5 67,7 35,4+ 5,3 76,0

Taxol (0,1 ng/ml) 26,0 55,9 60,8 +11,6 130,5

PD-98059 (50 pM) 28,5 61,3 43,5 +7,2 93,3

PD-98059 19,5 41,0 4,0+4,0 8,6
+ Taxol (50 ng/ml)

PD-98059 32,5 68,4 11,9+45,0 25,5
+ Taxol (10 ng/ml)

PD-98059 26 55,9 51,8+6,1 11,1
+ Taxol (1 ng/ml)

PD-98059 41,0 87,4 63,6+2,4 136,5
+ Taxol (0,1 ng/ml)
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3. tdbldzat.

Jelatvitelt gatlok eltéré
hatdsa a HT-1080
fibrosarcoma sejtek
vdandorldsdra Boyden-

fiigg6 kindz (ILK), amely a jelatvitelt kozvetitve
az. Akt/PKB-hez a sejtanyagcserét és a citoszkele-
talis rendszert alkalmass4 teszi a migraciéra (37).
Ennek egyik példdjat mutatja az IGF-receptor
egytttmtikodése az avB3 integrinnel, mely sze-
sara iranyul, tehat a sejtszaporodas fokozodasa
nélkil. Az avB3 integrin expresszigja akkor ko-
vetkezik be, amikor a melanomasejt horizontalis

kamrdban és 3D ECM novekedése vertikalis iranyba valt at, tehat a tu-
sejttenyészetben morsejt invazivitasa megnyilvanul. A melanoma
(kontroll %) sejtieinek attétképzése megakadalyozhaté az
Kezelés Tdmadasi pont  Proliferacio Boyden 3D ECM
% % (atlag+SD) % (atlag+SD)
PD-98059 MEK/ERK 92,5 109,2+6 33,3+2,8
(50 pMm)
[Y-294002 Foszfatidil- 104 134,3+15,2 91,1+11,7
(50 um) inozitol-3-kindz
SB 294002 P38/SAPK 103 7719 36+15
(10 uMm)
Okadansav Protein- 112 0,3+0,3 67,9+8,6
(10 nM) foszfataz 2
Calphostin-C  Proteinkinaz-C 72 5,245,2 72,443,2
(100 nM)

4. tdbldzat. A sejt-ECM kapcsolatra hato vegyiiletek antimigrdcios hatdsa HT-1080
fibrosarcoma 3D ECM sejttenyészetében (dtlag + SD)

Kezelés A B Invazios
Szaporodas Vandorlas index
monolayerben az ECM-gélbe B/(A+B)
sejtszam (x10%)  sejtszém (x10°) %
Kontroll 10,1+1,1 9,8+1,5 49
HUGR (50 pg/ml) 14,3%1,0 5,8+1,2 29
Lodronat (300 pg/ml) 12,8+1,2 6,8+0,8 35
Lodronat (150 pg/ml) 10,3+1,0 8,0+1,3 44
Borrelidin (50 ng/ml) 12,0+1,3 8,6+1,3 41
Borrelidin (150 ng/ml) 14,33+1,4 5,7+0,8 28
Borrelidin (450 ng/ml) 11,8+1,9 4,3+0,5 27

5. tabldzat. Fehérjeszintézis szabdlyozdsdt gatlok hatdsa a colon 38 adenocarcinoma

attétképzésére (dtlag + SD)

Kezelés Primer tumor Maj Majattétek
témege (g) témege (g) széma

Kontroll 1,57+0,8 6,18+0,9 12,0+1,36
(2x5, 0,9 % NaCl 0,2 ml)

Ribavirin 1,69+0,3 3,7+0,8 6,0+2,1
(2x5, 0,04 mg/kg p.o.)

Rapamycin 3,04+0,58 1,97+0,2 4,3+0,8
(2x5, 1,5 mg/kg i.p.)

Borrelidin 1,99+0,6 4,25+0,8 6,0+1,0
(2x5, 0,2 mg/kg i.p.)

Rapamycin + Borrelidin 1,66+0,4 2,6+0,7 2,8+0,4
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0vf3 integrin mikodésének a felfiiggesztésével.
Az avf36 integrin fokozott megjelenése egybeesik
az MMP-9 fokozott termelésével.

Az integrin-ECM kapcsolat modositasara al-
kalmas gyogyszerek fejlesztésének kiindulasi
pontjat elébb az RGD-peptidek, majd a disintegri-
nek csaladja jelentette, amelyhez késébb csatla-
kozott az integrin inaktivalasat eredményezd
egyéb molekuldk, pl. cilengitid és a borrelidin fel-
ismerése. A kozelmultban végzett vizsgalataink-
ban megfigyelhettik az extracellularis matrix
(ECM) egyes biopolimerjei (fibronektin, hepa-
ranszulfat-proteoglikdn) tumorsejt-migraciét fo-
koz6 hatasat. Megallapitottuk, hogy HSPG és a
fibronektin migraciot fokozo hatasa kapcsolatba
hozhat6 a tumorsejtek integrinexpresszi6janak
és MMP-9-aktivitasanak a fokozodasaval, vala-
mint a topoizomeraz II és topoizomeraz I ex-
presszibja kozotti arany megvaltozasaval (13-15).

A heparanszulfat-proteoglikanok attétképzést
fokoz6 hatasanak a jelentGségét alatamasztja az,
hogy a szintézistiket gatlo 5-hexil-2'-dezoxiuridin-
nel (HUdR) jelentésen csokkentheté egyes tumo-
rok attétképzése. A HUAR antimetasztatikus hata-
sanak a felismerése a vegyiilet molekularis tama-
dasi pontja és a HSPG metasztazisban betoltott sze-
repének azonos munkacsoportban torténd vizsga-
latanak koszonhet6. A HUAR citotoxikus hatas-
modjanak tanulmanyozasa azt a kovetkeztetést
eredményezte, miszerint ez a pirimidin-antimeta-
bolit nem a nukleotidszintézist gatolja, hanem az
uridinnukleozid-transzportot, ezért csokkenti a
HSPG-termelést (35). Ugyanakkor kapcsolatot le-
hetett megallapitani LLT sejtvonalakban a fokozott
attétképzés és az emelkedett HSPG-termelés ko-
z6tt (49). Ez a két megfigyelés 0sztonzott az 5-hexil-
2-dezoxiuridin antimetasztatikus hatasanak a meg-
allapitasara (21, 22, 24, 47, 48).

A tumorsejtek és az extracellularis matrix ko-
z6tti kapcsolat befolyasolhat6 az integrinek vagy az
egyes specialisan kot6dé biopolimerek inaktivalasa
atjan. Az inaktivalas mechanizmusa a bioszintézis
elmaradasa, vagy a kapcsolat kozvetlen vagy koz-
vetett felfliggesztése. Az eddigi vizsgalataink arra
utalnak, hogy a HUdR a heparanszulfat, a lodronat
pedig egyéb proteoglikanok képzddésének a csok-
kentése tutjan modositja egyes tumorsejtek vandor-
lasat. A borrelidin csokkenti az a5B3 integrin ex-
presszidjat, és ezaltal modosul az érintett tumorsej-
tek kapcsolata az extracellularis allomannyal, vala-
mint az integrin-kozvetitett intracellularis jelatvi-
tel. A 4. tabldzatban 1athat6, hogy a HUdR szelekti-
ven visszatartotta a sejtek vandorlasat a sejtpopula-
ci6 nagysaganak a valtozasa nélkiil, igy viszonyla-
gosnak kell tekinteni a nem vandorl6, monolayer-
ben maradt sejtek szamanak az emelkedését. Bor-
relidin kezelést kovetGen jelentGsen csokken a
vandorl6 sejtek szama, de valtozatlan a nem van-
dorlo sejtpopuldcié nagysaga (4. tdbldzat).

Az dttétképzés in vivo korldtozdsa a jeldatvitelt
gdtlo vegyiiletekkel

A sejtvandorlas szovettenyészetekben megalla-
pithat6 szelektiv csokkentése nyoman az a kér-
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dés vetddik fel, hogy ez a hatas elegendé-e az at-
tétképzés korlatozasara. A colon 38 adenocarci-
kialakitott metasztazis-modellben 6sszehasonli-
tottuk a rapamycin, a borrelidin és a ribavirin ha-
tasat a primer tumorra és a képz6dott majattétek-
re. A kivélasztott vegytletek a géntranszlacio sza-
balyozasaban szerepet jatsz6 molekuldkra
(mTOR, el4FE, p38SAPK) iranyuld hatasukon ke-
resztill csokkentik a fehérjeszintézist (11, 12, 20,
26, 27, 52). Igen figyelemreméltonak tarthato,
hogy ezek a vegytiletek nem csokkentették a pri-
mer tumor novekedését, azonban jelentésen kor-
latoztak az attétek szamat a majban, valamint ez
utébbinak az attétek kovetkeztében megnoveke-
dett tomegét (5. tdbldzat).

Megbeszélés

A korszer( gyogyszerfejlesztést az adott korképet
meghatdroz6 patobiologiai események ismereté-
re kivanatos épiteni. Az antimetasztatikus gyogy-
szerek kutatdsa vonatkozasdban ez azt jelenti,
hogy meg kell hatarozni az attétképzésnek azt a
patobiologiai eseményét, amelynek a gyogysze-
res befolyasolasa képezi a vizsgalat iranyat. Ebbdl
kovetkezik, hogy az antimetasztatikus hato-
anyagok vizsgalatakor a gyogyszerfejlesztés ha-
rom feltételének kell eleget tenni: (i) Ismerni
kell az attétképzés molekularis mechanizmusait,
amelyek a kivalasztott vegytlet potencialis cél-
pontjaként tekintheték. (ii) Ki kell alakitani a
megfeleld hatastani értékméré modszert. (i)
Rendelkezni kell a hatékonysagot megjelenité
kémiai vegytilettel (Un. leading compounds),
amelynek szarmazékai koziil lehet az optimalisat
(hatékonysdg, toxikoldgiai és farmakokinetikai
tulajdonsagok alapjan) kivalasztani.

Napjainkban az attétképzés Osszetett esemé-
nyei kozil a tumorsejtek vandorlasat szelektiven
gatl6 hatéanyagoktol varhat6 hatékony antimeta-
sztatikus gyogyszer kifejlesztése. Ennek a célnak
a megvalositasat azonban megneheziti az a koriil-
mény, hogy a vandorl6 tumorsejtek a valtozd
mikrokdrnyezeti tényezék kovetkeztében eltérd
molekularis folyamatokban vesznek részt, amely
jelentésen meghatarozza a kémiai vegyiiletekkel
szembeni valaszreakcioikat. Ezt a helyzetet igen
jol mutatja az epithelialis-mesenchymalis atala-
kulas, valamint az améboid és kotelékben torté-
né vandorlasi formak valtakozé megjelenése.
Ezért a jelenlegi feladatok egyike a sejtvandorlas
egyes formajanak a tovabbi jellemzése. Ennek
alapjan kell kialakitani a megfelel6 gyogyszer-ki-
valasztasi modszert, hogy a sejtvandorlas egyes
formaira hat6 gyogyszerek alljanak rendelkezés-
re. Munkacsoportunk ezt a célkitiizést szem elétt
tartva Osszehasonlitotta citotoxikus gyogyszerek
és jelatvitelt gatlok hatasat a Boyden-kamraban
és a 3D-ECM sejttenyészetben megfigyelhet6
sejtvandorlasra. A sejtproliferaci6 gatlasara kifej-
lesztett citotoxikus gyogyszerek alacsony kon-
centracioban jelentds mértékben, de az alkalma-
zott vizsgalati modszert6l fiiggéen, szelektiven
gatoltak a tumorsejtek vandorlasat. Bar a sejtvan-
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dorlas kilénbéz6 formait (améboid, csoportos)
iranyité molekularis mechanizmusok ma még
csak korvonalaikban ismertek, tobboldalt vizsga-
latok utalnak a PI3K/Akt/mTOR kozremiikodé-
sére a sejtfelszinrdl érkezé jelek tovabbitasara
mind a sejtmozgast végrehajté citoszkeletalis
rendszer, mind az invaziv novekedéshez sziiksé-
ges fehérjék transzlacios szintl szabalyozoi felé
(33) (4. dbra).
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