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A szolid tumorok nagy mortalitdsa elsésorban invaziés és
attétképzd képességiiknek tulajdonithato. E folyamatok alap-
vetéen fliggenek a sejtmozgas és sejtosztdodas szabalyozasa-
tol. A sejtmozgast és sejtosztodast befolyasold ndvekedési-
faktor- (GF) receptor jelatviteli Utvonalak onkogén mutacidi
mind a tumorok kialakuldsaban, mind célzott terapiajukban
meghatarozdak. Videomikroszkdpos kisérleteink soran szig-
nifikans pozitiv korrelacidt talaltunk sejtmozgas és sejtosztd-
das kozott melandma- és tiidéraksejteken, igy a ..go or grow”
hipotézist nem sikeriilt megerdsiteni. Tovabba bemutattuk,
hogy kollagéngélbe agyazott agydaganatsejtek szferoidjainak
invazidja a proliferacié gatlasa mellett is bekdvetkezik. A me-
landmasejtek EGF- és FGF2-kezeléssel szemben mutatott
érzékenysége fliggott a BRAF és NRAS gének mutacioitol,
ezzel szemben a GF-receptorok tirozinkinaz-aktivitdsanak
gatldsa nem mutatott mutaciéfliggést. A prenilacidgatlas
a BRAF-mutans/PTEN-vad sejtek kivételével csokkentette
a melandmasejtek koldniaképzé képességét, ugyanakkor in
vitro novelte a migraciot BRAF-mutéans és in vivo az attét-
képzé képességet dupla vad tipusi melanémasejteken. Az
aktivin-jelatvitel (TGF-B fehérjecsalad) gatlasa csokkent osz-
tédast, serkentése megndvekedett migracidt okozott mezo-
teliomasejteken, igy az aktivin-jelatvitel igéretes célpontja
lehet célzott terdpias beavatkozasoknak. Osszefoglalva el-
mondhato, hogy a tumorsejtek osztédasa sem nem akadalya,
Tovabba igazoltuk, a kiilonb6zé onkogén mutacidk eltéréen
befolydsolhatjak a tumorsejtek migracidjat és proliferacio-
jat. Mindazonaltal igéretes tdmadaspontjai lehetnek célzott
terapidknak, ugyanakkor nagymértékben befolyasolhatjak
azok hatasat. Magyar Onkoldgia 60:339-342, 2016

Kulcsszavak: proliferacid, migracid, ndvekedési faktor re-
ceptor jelavitel, .go-or-grow” hipotézis

The high mortality of solid tumors can be attributed to their
invasive and metastatic potential that is based on their mi-
gration and proliferation. Importantly, growth factor receptor
(GF] signaling pathways regulating proliferation and migra-
tion are often affected by oncogenic mutations and are im-
portant targets for antitumor therapy. We found positive cor-
relation between migration and proliferation in melanoma
and lung cancer cells using videomicroscopy, not support-
ing the “go or grow” hypothesis. Furthermore, the invasion
into collagen | matrices from brain tumor spheroids was not
impaired upon the inhibition of proliferation. Sensitivity of
human melanoma cells towards EGF and FGFZ treatment
but not against GF receptor tyrosine kinase inhibitors was
oncogenic BRAF or NRAS mutation status dependent. Pre-
nylation inhibition failed to decrease clonogenic growth in
BRAF mutant but PTEN wild-type melanoma lines but in-
creased migration in BRAF-mutant cells. In certain meso-
thelioma cells, activin signaling showed a pro-tumorigenic
effect suggesting activin as a valuable candidate for thera-
peutic interference. In summary, our findings demonstrate
that proliferation is neither an obstacle nor a prerequisite
for tumor cell invasion. Furthermore, the specific oncogenic
mutations may differentially regulate migration and prolif-
eration of tumor cells. Therefore, they are not only thera-
peutic targets but can also profoundly influence the efficacy
of various therapies.
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BEVEZETES

Az egyre gyakrabban eléforduld daganatos megbetegedések
tobbségében nem az elsédleges daganat, hanem a tavoli
attétek kialakuldsa miatt végzetes a betegség. Az attétek
kialakulasa soran sziikséges a sejtek adhézidjanak, oszto-
dasanak és mozgasanak idébeli és térbeli 6sszehangolasa.
Ennek az 9sszehangoltsagnak az egyik aspektusat irja le a .go
or grow” hipotézis, mely posztulalja, hogy a sejt migracidja és
proliferacioja egymast kizard folyamatok, és a tumorsejtek
késleltetik az osztodast a migracid érdekében. Ha ez igy van,
akkor avandorlé tumorsejtek kisebb érzékenységet mutathat-
nak azokkal a kezelésekkel szemben, melyek a proliferaciot
gatoljak. Tovabba a proliferaciot gatlo terapiak alkalmazasa
soran kivalogatédhatnak nagyobb migracids képességl sej-
tek, valamint fokozodhat a sejtmozgas a tuléls sejtpopuldci-
okban. Ugyanakkor a migracio gatlasa osztddast indukalhat
a vandorld sejtekben, ami az elsédleges vagy attéti tumor
novekedéséhez vezethet. Ezen okok miatt a sejtosztodas és
sejtmozgas kozétti kapcsolat mélyebb megismerése elenged-
hetetlen a mindkét folyamatot gatlé terapiak kifejlesztéséhez.
A ,,goor grow” hipotézist neuroektodermalis, mezodermalis
és entodermalis eredet( sejtvonalakon vizsgaltuk.

Napjainkban a kiilonb6zé rakellenes terdpiak a proliferacio
és migracio gatlasahoz gyakran veszik célba a kiilonbz6 no-
vekedési faktor (GF] jelatviteli Gtvonalakat, melyek sok esetben
atfednek, példaul a Ras és Raf fehérjék mind az EGF-, mind az
FGF2-szignalizacidban kozponti szerepet jatszanak. Fokozott
EGFR- és FGFR-jelatvitel mind a receptorok, mind a jelatviteli
kaszkad elemeinek mutacioi (NRAS: 10-30%; BRAF: 40-70%)
révén meghatarozéak a melandéma esetében. Az EGFR/FGFR
szignalizaci6 gatlasa megvaldsithatd mind a receptorok, mind
a jelatvitel alsébb szintjein is. Ez torténik a zoledronsavval
torténd kezelés esetében is, ami a Ras egyik fehérjeszintézis
utani mddositasat, a prenilaciot gatolja. Mivel az EGF és az
FGF2 jelentdsen atfedd jelatviteli halozatokon hatnak, valamint
a melandmaban talalhaté onkogén mutaciok legnagyobb része
ezeket érinti, munkank soran az EGF- és FGF2-szignalizacid
aktivacidjara és gatlasara adott valaszt vizsgaltuk kiilonbozd
NRAS- és BRAF-mutacidot hordozé melandmasejtekben.

Az aktivin fehérje a TGF-B jelatviteli rendszer egyik ele-
me. Eltér6 eredet(i daganatokban az aktivin szignalizaciéja
a sejtosztédas és tumorprogresszié gatlasara és fokozasara
is képes lehet. Egy gatloszer (SB-431542) képes az aktivin
mindharom |-es tipusu receptorat gatolni. Mivel az aktivin
daganatserkent6 hatassal bir szdmos melliiregi daganatban,
valamint a malignus pleuralis mezoteliéma ellen nem létezik
még célzott terdpia, kisérleteinkben az aktivinszignalizacié
gatlasat vizsgaltuk human mezoteliomasejteken.

CELKITUZESEK
1.A .go or grow” hipotézis vizsgalata - tidédaganat-,

migraciéjanak és citokinézise idétartamanak, valamint ezek
korrelaciéinak vizsgalata.
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2. 3D multicellularis tumorsejtszferoidok kollagéngélben
nem megengedd korilmények kozott.

3. Meghatarozni az onkogén BRAF- és NRAS-mutacioknak
az EGFR és FGFR aktivaciojara, illetve gatlasara gyakorolt
hatdsat melandmasejteken.

4. A prenilaciégatlas hatasanak vizsgalata az onkogén
BRAF- és NRAS-mutacidk fliggvényében in vivo és in vitro
melanémamodellben.

5. Az aktivinszignalizacio tumorserkenté vagy -gatlé ha-
tdsanak vizsgalata mezoteliomasejteken.

MODSZEREK

Tizenhdarom melanéma-, tizenkét mezotelioma-, tiz tiidéda-
ganat- és két agytumor-eredet( sejtvonal 2 és 3D sejttenyé-
szeteit vizsgaltuk kisérleteink soran. A sejtek proliferacidja-
faziskontraszt videomikroszképos felvételek elemzésével
végeztik el. Gliomasejtek 3D szferoidjait agyaztuk kolla-
géngélbe, majd vizsgaltuk a sejtek invaziés mintazatanak
proliferaciofliggését. A melanémasejtek BRAF- és NRAS-mu-
tacids statuszat mikrokapillaris restrikciés fragmens hossz
analizis és DNS-szekvenalds segitségével hataroztuk meg.
Az EGFR és FGFR expresszidjat kvantitativ valés ideji PCR
segitségével mértiik meg. Kisérleteink soran EGF-, FGF2- és
FGFR-gatlészerek (ponatinib, BGJ-398, BIBF-1120, AZD-
4547); EGFR-gatlészerek (gefitinib, erlotinib, CI-1033, peli-
tinib); zoledronsav (ZAJ; aktivin- és aktivinreceptor-inhibitor
(SB-431542) kezeléseket alkalmaztunk. A tumorsejtek élet-
képességét SRB-, apoptozisat TUNEL-festéssel hataroztuk
meg. A kezelések jelatviteli haldzatra gyakorolt hatasat az
Erk1/2 és Sé fehérjék foszforilacidjanak immunoblot ana-
lizisével vizsgaltuk. A ZA in vivo hatasainak vizsgalatara
szubkutan tumorndvekedés és lép-maj metasztazis modellt
alkalmaztunk NSG egerekben.

EREDMENYEK

A sejtmozgas és osztodas dsszefiiggése sejtkulturakban
Videomikroszképos felvételek elemzésével vizsgaltuk
a migraciot, proliferaciot és a citokinézishosszt mind az
egyedi sejtek, mind populacidik szintjén 35 kiilonb6zé -
12 mezoteliéma-, 13 melandma- és 10 tiidérak-eredet(
- sejtvonal kétdimenziés tenyészetében. A 24 é6ra alatt
mért atlagos eltadvolodas szignifikdnsan nagyobbnak bi-
zonyult mezotelioma-sejtvonalakban a melandmabdl vagy
tlid6rakbol szarmazd sejtekhez képest. A 24 dra alatti
osztddasok varhato értékében és a citokinézis atlagos
id6tartamaban nem talaltunk szignifikans kilonbséget
a tumortipusok kozétt.

A mért paraméterek kozti korrelacioét vizsgalva pozitiv
korrelaciot talaltunk a sejtosztédas és sejtmozgds kozott
melandma- és tiidéraksejtvonalakban, mig mezoteliomaban
nem volt korreldcié. A citokinézis idétartama és a migracio
kozott szignifikans negativ korrelaciot talaltunk melanéma



esetében. A proliferacio és a citokinézis idétartama kozott
csak mezoteliomasejtek esetében volt szignifikans korrelacio.

Mivel bizonyos modellek a proliferaciot eléfeltételnek
tekintik a daganatsejtek kornyezé két6szovetbe vandorla-
sahoz, megvizsgaltuk a sejtosztddas és a gélinvazid kozotti
osszefliggést glioblasztdmasejtek 3D-s tenyészeteiben. Az
invaziés mintazatok, illetve a mért migracios tavolsagok nem
valtoztak a proliferaciot gatlo kezelést koveté elsd 24 draban.
Eredményeink alapjaul szolgaltak egy, az extracellularis
matrixba iranyulé sejtinvaziéo mintazatat leird matematikai
modellnek.

Az EGFR- és FGFR-jelpalya mutaciofiigg6 aktivacidja
melanémaban

A kisérleteink soran hasznalt melandma-sejtvonalak kozil
négy sejtvonalban talaltunk BRAF- (V600E), két sejtvonalban
NRAS- (Q61K és Q61R) mutaciot mikrokapillaris restrikcios
fragmens hossz analizis és DNS-szekvenalas soran, mig
tovabbi két sejtvonal eme génekre nézve vad tipusu volt. Az
EGFR és FGFR gének GAPDH-hoz viszonyitott kifejezédé-
sét gPCR alkalmazasaval vizsgalva megallapitottuk, hogy
mindegyik vizsgalt sejtvonalban az EGFR, FGFR1 és FGFR4
jelentds mértékben termelddik. Erdekesség, hogy FGFR2-
és FGFR3-transzkripciot nem talaltunk a két NRAS-mutans
sejtvonalban. Elmondhatd, hogy a novekedési faktorok re-
ceptorainak kifejez6dése a kettds vad tipusu sejtekben volt
a legalacsonyabb.

Fokozott migracioval és proliferaciéval jart egyitt mind
a BRAF, mind az NRAS aktivalé mutaciéja a kettds vad tipusu
sejtekhez képest, kontrollkdrilmények kozott. Ugyanakkor az
50 ng/ml EGF- és/vagy FGF2-kezelés hataséra csak a kettds
vad tipusu sejtek esetében volt tapasztalhatd a proliferacié
mérsékelt fokozédasa. A migraciora gyakorolt hatas jelen-
tésebb volt a proliferacioban bekdvetkezett valtozasokhoz
képest, és a hatds szintén csak a kettds vad tipusu sejteken
volt lathatd.

A novekedési faktorok jelpalyainak két fontos effektora
az Erk1/2 és az Sé fehérjék. Ezek foszforilacid altali aktiva-
ciéjatimmunblot mddszerrel vizsgalva megallapitottuk, hogy
a BRAF- és NRAS-mutaciok nagyobb mértékd Erk1/2- és
Sé-alapaktivitassal jarnak. A novekedési faktorok hatasara
a kettds vad sejtekben sokkal nagyobb mértékben nétt az
Erk1/2 és Sé foszforilacidja, mint a BRAF- vagy NRAS-mutéans
sejtekben. Elmondhato, hogy kezelés hatdsara ezen onkogén
mutdciot hordozd sejtekben az Erk1/2 és Sé foszforilacioja-
nak szintje alig valtozott a kettds vad sejtvonalakhoz képest.

Az EGFR- és FGFR-jelpalya mutaciofiiggo gatlasa
melandomaban

Az EGFR- és FGFR-jelatvitel receptorszinten torténd gat-
lasdnak mutaciofliggését a sejtvonalak 72 éran at tarto
EGFR-inhibitor (gefitinib, erlotinib, CI-1033 és pelitinib) és
FGFR-inhibitor (ponatinib, BGJ-389, BIBF-1120 és AZD-4745)
kezelést kdvets SRB-festéssel vizsgaltuk. Bar a CI-1033 és
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a pelitinib alkalmazasa hatékonyabbnak bizonyult a gefiti-
nib- és erlotinibkezeléshez képest, egyik EGFR-gatlo sem
mutatott mutacioktol fliggd hatast. Hasonloképpen az FGFR
gatloszereinek a sejtek életképességére gyakorolt hatdsais
fliggetlennek mutatkozott a sejtek BRAF- és NRAS-mutaciés
statuszatol.

Az EGFR- és FGFR-jelatvitel részben gatolhaté a jelat-
vitelben szerepl6 Ras fehérje poszttranszlaciés médosula-
sainak - prenilacidjanak - gatlasa révén. Ezért vizsgaltuk
a prenilaciogatlas hatdsossagat NRAS-mutans, BRAF-mu-
taciot onmagaban, vagy a PI3K-dtvonal aktivalodasat eld-
segité PTEN-delécidval egyiitt hordozd, illetve mind BRAF-,
mind NRAS-génre vad tipusi melandma-sejtvonalakban. Az
NRAS-mutans sejtek életképességét a 72 dras ZA-kezelés
egyértelmuien csokkentette még alacsony koncentraciok
alkalmazasa esetén is, ugyanakkor a BRAF-mutans és a ket-
t6s vad sejtekben magasabb koncentraciok hatasara is csak
kisebb mérték( csokkenést lehetett megfigyelni. A 10 napig
tartd kezelés mellett csak a BRAF-mutans/PTEN-vad sejtek
koldniaképzd képessége nem csokkent jelentés mértékben.
Videomikroszképos vizsgalataink soran BRAF-mutans sejtvo-
nalakban a ZA-kezelés nagyobb mértékben novelte a sejtek
migraciés aktivitasat, mint a nem BRAF-mutans sejtvonalak
esetében. ATUNEL-festés alkalmazasaval kapott, az apopto-
tikus sejtek szamara vonatkozd eredményeink egybevagtak
az életképességi vizsgalatok eredményeivel.

A ZA in vivo hatdsat szubkutan tumorndvekedési és lép-
maj kolonizaciés tumormodellekben vizsgaltuk NSG egerek-
ben. A ZA 50, illetve 500 pg/kg dézisban nem gatolta a szub-
kutan tumorok novekedését. Az attétképzések gatlasa sem
volt jelentés mértéki az alkalmazott ZA-kezelés hatasara.
Ugyanakkor meglepé mddon a ZA alacsonyabb koncent-
raciéban (50 pg/kg) alkalmazva szignifikdnsan névelte az
attétképzddést kettds vad tipusu sejtvonalak esetén.

Az aktivin jelatviteli Ut befolyasoldasa mezoteliomaban
Az aktivin-jelatvitel aktivalasa bizonyos melliregi tumorokban
fokozza a tumorok progressziéjat, ugyanakkor a jelatvitel
mezoteliomaban jatszott szerepére vonatkozéan korabban
nem tdrtént vizsgalat. Az aktivin A (20 ng/ml), az SB-431542
aktivinreceptor-inhibitor (20 pM) és ezek kombinacidjanak
proliferaciora és sejtmozgasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk
videomikroszkdpos modszerrel mezoteliomasejteken. Az SB-
431542 6nmagaban vagy kombinacidban alkalmazva az M38K
aktivinkezelés hatasara a sejtek migracids aktivitasa ndveke-
dett. A P31 mezotelidma-sejtvonal sem az aktivin-jelatvitel
gatlasara, sem serkentésére nem mutatott érzékenységet.
Avideomikroszképia kivételes lehet6séget biztosit a rendelle-
nes citokinézisek azonositasara. A P31 mezotelioma-sejtvonal
sejtjeinél az aktivinreceptorokat gatlé SB-431542 6nmagaban
vagy kombinacidban torténd alkalmazasa a kontrollhoz (2%)
képest szignifikdnsan magasabb aranyu (7-8%) multipolaris,
tobbségében harompodlusu sejtosztodashoz vezetett.

MAGYAR ONKOLOGIA 60:339-342, 2016



342 GARAY

KOVETKEZTETESEK

1. Eredményeink nem tdmasztjak ald a ..go or grow”
hipotézist, mivel nem sikeriilt negativ korrelaciét kimutatni
a sejtmigracio és a proliferacio kozott. A korrelacié melané-
mabdl és tiidérakbol szarmazd sejtek esetében pozitiv volt.

2. Kollagénbe &gyazott multicelluléris gliomaszferoidok
esetében kimutattuk, hogy a matrix invazidjanak nem eld-
feltétele a proliferacio.

3. Amutacids statusztol fliggé EGF- és FGF-valasz vizs-
galatanal alacsonyabb migracids és proliferacios alapaktivi-
tast és magasabb indukalhatésagot mutattunk ki dupla vad
melanémasejteken, mint onkogén NRAS- vagy BRAF-mutans
melanémakon. Ezzel szemben a GF-receptor tirozinkinaz-in-
hibitorok az onkogén mutaciétol fliggetlen hatast mutattak.

4. Aprenilacié gatlasa a proliferacio csokkenését és apop-
tozis indukcidjat okozta a BRAF-mutans/PTEN-vad sejtek
kivételével az 9sszes vizsgalt melanéma-sejtvonal esetében.
Tovabba a sejtmozgas novekedését eredmeényezte a BRAF-mu-
tans sejtek esetében in vitro. Dupla vad sejtek esetében ala-
csony dozisu kezelés mellett az attétképzés novekedését
tapasztaltunk in vivo. Eredményeink alapjan az NRAS-mutans
melandmanak a zoledronsav megfeleld terapija lehet, ugyan-
akkor a BRAF-mutans esetekben a PTEN-statusz jelentésen
befolydsolhatja a ZA-kezelés kimenetelét.
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5. Mezotelidmak esetében az aktivinszignalizacio daga-
natserkentd hatassal bir. Az eredmények alapjan az aktivin
hatékony terapias célpont lehet a mezotelidma kezelésében.
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