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Az extracelluldris matrix (ECM) a daganatsejtek mozgdsa sordn nemcsak adhézios felszint jelent, hanem a benne meg-
kotott novekedeési faktorok a daganatos sejtek dltal torténd enzimatikus emésztés kovetkeztében a sejt szdmdra hozzd-
férhetévé vdlnak. Az epidermdlis ndvekedési faktor receptora (EGFR, erb-B1, HER-1), valamint a hepatocita névekedési
faktor receptora (c-Met) szdmos gyakori rosszindulatd daganatban mutat kéros aktivdciét, befolydsolva a tumorsejtek
kalcium-homeosztdzis is. Preklinikai vizsgdlatainkban humdn melandmasejtek és az ECM kolcsénhatdsdnak oligoszacharid
heparinfragmensek segitségével torténé befolydsoldsdn keresztiil gdtoltuk a sejtmigrdcidt, dllatkisérletes modellben
pedig a tiid6kolonizdciot. A melanémasejtek tulélésének szempontjabol a Ca*-homeosztdzisban szerepet jatszé P2X,
purinoreceptor in vitro anti-apoptotikus hatdstnak bizonyult. A humdn melandmasejtekben vizsgdlt tirozinkindz cél-
pontok koziil a HGF és az EGF receptorai konstitutiv aktivitdst mutattak. Mind a c-Met-, mind az EGFR-specifikus gdtlo-
szer in vivo xenograft modellben gdtolta a melandmadttétek kialakuldsdt, azonban a primer tumor ndvekedésére csak
a c-Met-szelektiv szer hatott. Kisérleteink felvetik egy valddi kettds célponttal rendelkezé TK-gdtlo fejlesztését. Magyar
Onkologia 55:55-58, 2011
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The components of the extracellular matrix (ECM) are more than just adhesion sites for migrating tumor cells: following
enzymatic degradation of the ECM, the release of sequestrated growth factors increases, thus they become available
for tumor cells. In a number of cancers dysfunction of epidermal growth factor receptor (EGFR) or hepatocyte growth
factor receptor (c-Met) contribute to the malignant transformation that directly regulates cell proliferation, survival
and motility. Furthermore, intracellular calcium level plays an important role in the regulation of the tyrosine kinase
pathway. In our preclinical experiments, by administering heparin-derived oligosaccharides we influenced the interaction
between human melanoma cells and ECM. In vitro cell migration was inhibited by heparin fragments. Moreover, two
of the effective oligosaccharides reduced the number of lung colonies formed in SCID mice. In human melanoma cells
an important element of Ca* homeostasis, the purinergic Ca* channel P2X, proved to be an anti-apoptotic protein.
EGFR and c-Met showed constitutive activity in human melanoma cells, and their inhibition in vitro caused decreased
proliferation, migration and elevated apoptosis. Administration of a selective c-Met-TKI significantly decreased primary
tumor growth in vivo as well as the capacity for liver colony formation in SCID mice. Selective EGFR-TKI had less
inhibitory effect on metastasis formation, and had no effect on the primary tumor. Our results suggest the necessity
of a rational dual-specific drug design for the purpose in the therapy of malignant melanoma.
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BEVEZETES

Az epidemiologiai adatok szerint a kutdn malignus
melandma incidencidja vilagszerte emelkedik, mely tenden-
cia hazankban is megfigyelhet. Nem tul gyakori el6fordu-
lasa ellenére jelent6ségét az adja, hogy egyike a legagresz-
szivebb rosszindulati daganatoknak, mely viszonylag korai
fazisban ad szervi attéteket. Mivel nagyfoku rezisztenciaval
rendelkezik mind az ismert kemo-, mind a sugarterdpiaval
szemben, valamint alacsony apoptdzis-készséggel rendelke-
zik, a sebészi megoldds sikertelensége esetén terapidja ujfaj-
ta megkozelitést tesz sziikségessé.

Az attétképzés egy Osszetett, tobblépcsds, kaszkadszert
folyamat, melynek egyes 1épéseit végigkiséri az adhézid, a
degraddci6 és a migracio sajatos harmasa. Az extracellularis
matrix egyes komponensei a daganatsejtek mozgasa soran
tobbek kozott adhézids felszint jelentenek. A heparinok az
extracellularis matrix hepardnszulfatjainak szamos biologi-
ai funkcidjaval interferdlnak. Legismertebb klinikai alkal-
mazasa az antikoaguldcidra hasznalt szintetikus heparin,
és annak szdrmazéka, az alacsony molekulasulyu heparin
(LMWH). Klinikai vizsgalatok kimutattédk, hogy daganatos
betegekben a heparinszdrmazékok alkalmazasa késlelteti a
tumorprogresszidt és megnoveli a talélést. Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint éllatkisérletes xenograft modell-
ben az alkalmazott LMWH- és nem frakcionalt heparin-
kezelések (UFH) szignifikdnsan gitoltdk a melandmasejtek
tiud6kolonizacidjat és majattétjeinek kialakulasat. A heparin
hatasdnak fontos része volt a tumorsejtek migracidjanak és
matrixinvéziéjanak blokkoldsa. Tovabbi preklinikai modell-
ben a tumorindukalt angiogenezis gatlasanak utjan bebizo-
nyosodott a lényegesen révidebb, akar antikoagulans hatassal
nem rendelkezé heparinszarmazékok tumorellenes hatdsa is,
azonban e heparinszarmazékok kozvetleniil a daganatsejtek-
re kifejtett hatasat (pl. a migracié szempontjabdl) eddig még
senki nem vizsgalta.

Egy sejtfelszini molekula, a CD44 részt vesz a sejt-mat-
rix és a sejt-sejt kapcsolat kialakitasdban. A CD44 v3 exont
tartalmazé izoformdi képesek a hepardnszulfat (HS) ko-
tésére, a glikandciéra. Ezen tulmenden a CD44v3-pozitiv
melanémak szignifikdnsan rosszabb prognoézist mutatnak,
mint a negativ esetek. Mivel a v3 exont expresszalo CD44
izoformak HS-glikozilaltak, ezért felmeriil annak a lehet-
sége, miszerint a CD44v3 a heparinszarmazékok potencia-
lis célpontja lehet.

Az extracelluldris matrix a daganatsejtek mozgasa so-
ran nemcsak adhézios felszint jelent, hanem a benne meg-
kotott novekedési faktorok a daganatos sejtek altal torténd
enzimatikus emésztés kovetkeztében a sejt szamara hozza-
férhetévé valnak. Ennek megfelel6en a novekedési fakto-
rok tirozinkindz (TK) receptorairdl induld jelpalyak fontos

szabalyozdi a tumorsejtek proliferacidjanak, tulélésének és
mozgasanak. Az epidermalis névekedési faktor receptora
(EGFR, erb-B1, HER-1), valamint a hepatocita novekedési
faktor receptora (c-Met) szamos gyakori rosszindulatu da-
ganatban mutat koros aktivaciot (pl. glioblasztéma, nem-
kissejtes tidorak, fej-nyaki régié daganatai). A c-Met pro-
tein megtalalhat6 a normalis epithelialis sejteken, valamint
a melanocitakon. Ezen tilmenden a legtobb melandémasejt
onmaga is szintetizalja a HGF-et. Az autokrin és parakrin
szabalyozas, valamint a c-Met-overexpresszié korreldl a
tumornévekedéssel, ami azt sugallja, hogy a c-Met/HGF
jelatviteli utvonalnak alapveté szerepe van a melandéma
progresszidjaban. Korabbi elemzések szerint human
malomasejteknél a c-Met mutdcidja a juxtamembran
doménben van, azonban soha nem irtak le alteraciot a
tirozinkindz doménben. Munkacsoportunk molekularis
biologiai elemzést végzé munkatdrsai kimutattdk, hogy
sajat melandmds sejtvonalaink esetén sem a molekula
extracelluldris régidjaban, sem a tirozinkiniz doménben
nem volt mutacié. Mivel a melandmasejtek expresszaltak a
receptort, emiatt feltételeztiik, hogy a c-Met potencialis cél-
pont lehet a malignus melanéma kezelésében.

A c-Met-tel ellentétben a malignus melanéma EGFR-
expresszidjat és esetleges bioldgiai funkcidjat vizsgalo kisérletes
munkak ellentmondasos eredményeket hoztak. Human mu-
téti anyagokon végzett vizsgalatban az EGFR-génamplifikacié
rossz prognosztikai tényezének bizonyult. Munkacsoportunk
nyolc human melanémads sejtvonalon végzett molekularis bio-
légiai elemzése kimutatta, hogy az EGFR extracellularis részét
tekintve sejtvonalaink koziil kettdben nem volt mutacio, ket-
t6ben teljes, kett6ben részleges deléciot talaltak, mig két sejt-
vonal splice varidnst expresszalt. A molekula intracellularis
részén alteraciot nem tapasztaltak.

A tirozinkindz jelpalya szdmos elemét befolyasolja az intra-
cellularis kalciumszint, mely tobbek kozott apoptézisinduk-
cidban nyilvanulhat meg. Az intracellularis Ca**-szint vélto-
zasai melanomasejtekben is kritikusak a tlélés és a migracios
készség szempontjabol. A kalcium f6 forrasa intracellularisan
az endoplazmds retikulum Ca?-raktdra, extracellularisan
a plazmamembran Ca*-csatornai, melyek kozott vannak
fesziiltség-, illetve ligandum-aktivalt tipusok is. Munkacso-
portunk expresszids chipes vizsgalatok segitségével, izolalt
humdn melanocitdkkal 6sszehasonlitva kimutatta, hogy hé-
rom, kiilonb6z6 genetikai hatterti melanémas sejtvonalban a
rianodinreceptor 2, valamint két szabalyozoja overexpressziot
mutat, azonban az dramlasi vizsgalatok szerint a receptor nem
bizonyult aktivnak. A Ca*-homeosztazis masik fontos ele-
me, a plazmamembran purinerg P2X, Ca**-csatornaja mind
melanocitak, mind melandémasejtek esetén overexpressziot
mutatott, azonban az aramldsi vizsgalatok szerint ez a csatorna
csak a melanomasejtekben funkcionalt teljesértékien.
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CELKITUZESEK

1. Humin melanéma-sejtvonalak esetén a révid cukor-
lanct heparinszarmazékok képesek-e interferalni az
extracelluldris matrix heparanszulfat csoportjaival, és
ezzel befolydsolhato-e a sejtek migraciokészsége?

2. Human malignus melanéma milyen formaban expresz-
szalja a hepatocita novekedési faktor receptorat, a c-Met-
et, és mi a c-Met fehérje in vitro és in vivo szerepe a
sejtproliferacid, az apoptdzis, a migracié és az invazid
folyamataiban?

3. Human malignus melanéma milyen formaban fejezi ki
az epidermdlis novekedési faktor receptorat (EGFR), va-
lamint mi annak szerepe a sejtproliferacio, az apoptozis,
a migracid és az invazié szabalyozasdban?

4. Milyen szerepe van human malignus melanéma sejtvo-
nalak tulélésében a Ca**-jelatviteli utnak?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Emberi melandma-sejvonalakon immuntechnikakat al-
kalmazva vizsgéltuk az EGFR és a c-Met kiilonbozé
szakaszainak expressziojat és tirozinkindz-aktivitdsat
(immuncitokémia, dramldsi citométer, Western-blot).
Specifikus gatloszerek, si-RNS-sel vald transzfekcio és
oligoszacharid heparinfragmensek hatasét vizsgaltuk a sej-
tek in vitro tulajdonsdagaira (proliferdcio: MTT-teszt; mig-
récié: Boyden-kamra; invazi6: Boyden-kamra ECM-bevont
membréan alkalmazasdval).

Propidium-jodidos festéssel, illetve Annexin V és propi-
dium-jodid kett6s jeloléssel és aramlasi citométerrel detektdl-
tuk a kezeldszerek apoptdzisindukeids hatasat.

Kiilonboz6 in vivo kisérleti 6sszeallitasokban SCID ege-
rekben vizsgaltuk az egyes kezel8szerek melandmasejtek at-
tétképzésére és kolonizdciokészségére kifejtett hatasat (1ép-
méj metasztazis modell, tiid6kolonizaciés modell).

EREDMENYEK

Preklinikai vizsgalatainkban a 4-18 monomerbdl allo
oligoszacharid heparinszarmazékok gatoltdk human mela-
némasejtek in vitro sejtmigraciojat és invazidjat, ezzel szem-
ben proliferaciogatld hatasunak csak a 18 monomerbél allo
dpl8 oligoszacharid bizonyult. Az oligoszacharid heparin-
fragmensek kikapcsoltak a CD44v3 human melanomasejtek
SCID egerekkel végzett allatkisérletes in vivo modellben hu-
man melandmasejtek tiid6kolonizacidjat gatolta a 4, illetve
a 18 egységbdl allo oligoszacharid, mig az in vitro kisérle-
tekben hatastalan dp22 ebbél a biologiai aspektusbdl sem
eredményezett valtozast. A tiid6koloniakbol késziilt szovet-
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tani metszetek fénymikroszkoppal valé elemezésének segit-
ségével kimutattuk, hogy a dpl8 oligoszacharid szignifikans
mértékben csokkentette a melanomas kolénidk mikroszké-
pos méretét, ami Osszhangban van a dpl8 in vitro tapasztalt
proliferaciégatlé hatasaval. A dp4 és a dp22 nem befolyasolta
szignifikdns mértékben a tumorkolonidk méretét. A kezelés
hatdsdra a tumorkolonidk szoveti szerkezetében nem tapasz-
taltunk véltozast. Mivel irodalmi adatok szerint a hat, illetve
anndl rovidebb lanchossza oligoszacharidok antikoagulacios
hatdsa minimalis, ezért ennek a vegytiiletcsoportnak a kolo-
nizéciogatlo hatdsa felveti a malignus melandma terdpidjaban
torténd alkalmazas lehetéséget anélkiil, hogy szamolni kellene
a hemosztazisra gyakorolt mellékhatasokkal.

Munkacsoportunk RNS-szintli vizsgalataira alapozva
aramlasi citométerrel és immunfluoreszcens eljaras segitsé-
gével vizsgaltuk meg human melanémasejtekben az EGFR
és a c-Met fehérjeszintii expresszidjat. A melanémasejtek ex-
presszéltak a c-Met fehérje intracellularis és extracellularis ré-
szét, azonban az EGFR esetén a kiils6 régio elleni antitest (egy
sejtvonal kivételével) minden esetben negativnak bizonyult.
Permeabilizalt sejteken az EGFR intracellularis doménjét
mindenvizsgaltsejtvonal esetén detektaltuk. Foszfospecifikus
antitest segitségével bizonyitottuk, hogy exogén ligandum hi-
anyaban mind az EGFR, mind a c-Met konstitutiv aktivitast
mutat. Monospecifikus tirozinkindz-gatlo kezeléssel mind a
c-Met, mind az EGFR aktivitasa gatolhato volt. A specifikus
gatlds c-Met esetén id6- és koncentraciéfiiggének bizonyult.
A receptoraktivitds mind kis molekulasulyu tirozinkinaz-
gatlok, mind si-RNS-transzfekcio segitségével tortént gatlasa
a melanémasejtek in vitro proliferacidjanak és migracioja-
nak csokkenésében nyilvanult meg. Az EGFR-t és a c-Met-et
célz6 tirozinkindz-gatlas az egyébként nehezen apoptdzisba
hozhat6é melandmasejtekben jelentds mértékii apoptdzist in-
dukalt. SCID egerekben végzett allatkisérletes in vivo 1ép-maj
xenograft modellben mind az EGFR-t, mind a c-Met-et gatlo
monospecifikus kezelés kovetkeztében a majban szignifikan-
san kevesebb attét alakult ki. Mivel a kettds specificitast mu-
tatd, EGFR-re és c-Met-re egyarant hatd tirozinkindz-gatl6
minden vizsgalt bioldgiai paraméter (proliferécio, migracio,
apoptozisindukcid, attétképzés) esetén a monospecifikus
kezelésnél hatdsosabbnak bizonyult, felmeriil malignus
melandma esetén a tobb célpontra hato szerek fejlesztésének
sziitkségessége.

A tirozinkinaz jelpalydban szamos jelatviteli molekula,
féként kis G-fehérje érintett, melyen keresztiil érvényesiil a
Ca?* szabalyozd szerepe. A ligandfiiggé P2X, purinerg kal-
ciumcsatorna ATP-vel valé aktivaldsa 6nmagaban human
melandémasejtekben nem indukalt apoptozist, ugyanakkor
csokkentette a 2-metoxi-6sztradiol kovetkeztében kialakulo
apoptozis mértékét. Ezzel szemben a P2X, expresszidjanak
specifikus si-RNS-sel torténd gatlasa novelte a human
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melandmasejtek 2-metoxi-osztradiol kezelésre kialakuld
apoptotikus frakciéjat. Human melandmasejteken végzett,
a P2X, ligandfiiggd Ca®*-csatorna expresszids statuszat és
rendellenes mtikodését célzé kisérletes munkank segithet az
apoptozisrezisztencia molekuldris mechanizmusdnak meg-
értésében, valamint hatasosabb gyodgyszerek fejlesztésében.

KOVETKEZTETESEK

1. Azonositottuk humian melandmasejtek esetén az
LMWH 4-18 hossztisagu oligoszacharid-szdrmazékait,
melyek antiproliferdcids és/vagy antimigracids, vala-
mint kolonizacidgatlé hatassal rendelkeznek. Struktura-
lis szempontbdl definialtuk a bioldgiai hatds eléréséhez
szitkséges szekvenciat.

2. A vad tipust c-Met human malignus melanémasejtek-
ben exogén HGF nélkiil konstitutiv aktivitist mutatott.
A c-Met funkciondlis gatlasa szelektiv tirozinkindz-
inhibitorral humén melandmasejtek esetén gatolta az in
vitro proliferaciot és a migraciot, apoptozist indukalt, és
allatkisérletes in vivo modellben visszafogta mind a pri-
mer tumor névekedését, mind a metasztazisképzést.

3. Igazoltuk, hogy huméan melandéma-sejtvonalaink tobb-
ségében az EGFR konstitutiv aktivitdst mutatott. Ennek
megfeleléen a melandmasejtek érzékenyen reagaltak
a szelektiv EGFR-gatld kezelésre: a kezelészer gatolta
az in vitro proliferdciot és a migraciot, apoptozist in-
dukalt, és allatkisérletes in vivo modellben csokken-
tette a metasztdzisképzédést. Eredményeink felvetik a
valodi kettds célponttal (c-Met és EGFR) rendelkez6
tirozinkindz-gatlok fejlesztésének szitkségességét.

4. Igazoltuk, hogy human malignus melanéma sejtvona-
lak esetén a Ca?*-homeosztazisban szerepet jatszé P2X,
purinoreceptor anti-apoptotikus hatasu.
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