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Az agyi endotélium és a daganatos sejtek kolcsonhatasanak szerepe az agyi

metasztazisok kialakulasaban

Az intrakranialis tumorok legnagyobb részét az agyi metasztazisok képezik. Az agyi
metasztazisok nagy tobbsége tiidokarcinoma (40-50%), emlédaganat (15-25%) és malignus
melanoma (5-20%) eredetli. Az intenziv kutatasi eréfeszitések ellenére az agyi metasztazisok
kezelése eredménytelennek tekinthetd, amit a betegek rovid talélése tiikroz.

Ezért a primér daganat sebészi eltavolitdsa mellett a metasztazisok képzodésének
visszaszoritasa, csOkkentése lehet az egyik legfontosabb terapids stratégia. Mivel a kdzponti
idegrendszeri parenchima nem rendelkezik nyirokkeringéssel, a tumorsejtek csupan a
vérarammal képesek eljutni az agyba. Ily modon a metasztazist képzd sejteknek at kell jutniuk
a vér-agy gaton. Annak ellenére, hogy az agyi attétképzés folyamata oriasi klinikai
jelentdséggel bir, nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre a daganatos sejtek transzendotelialis
migraciojarol. A jelen palyazatba foglalt kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy milyen
szerepet jatszik a vér-agy gat az agyi metasztazisok képzédésében: milyen uton/utakon jutnak
at a metasztatizalo sejtek a vér-agy gaton, milyen proteolitikus folyamatok vesznek részt a
junkcionalis fehérjék lebontasaban, milyen jelatviteli utak jatszanak szerepet a metasztatikus
folyamatot annak érdekében, hogy csokkentsiik a tumorsejtek metasztatizald képességét.

Kutatasainkhoz elsésorban egy in vitro vér-agy gat modellt (Wilhelm és Krizbai, Mol
Pharm. 2014 Jul 7;11(7):1949-63), illetve kiilonb6z6 tumorsejt vonalakat hasznalunk. Stabil
transzfekcioval eldallitottunk fluoreszcens fehérjéket expresszald tumorsejtvonalakat, igy
EGFP-vel jelolt B16/F10 egér melanémasejteket, illetve mCherry-vel, TdTomato-val vagy
EGFP-vel jelolt 4T1 egér eml6karcindma sejteket, lehetdvé téve a tumorsejtek megbizhatd in
vivo é€s in vitro azonositasat. A fluoreszcensen jeldlt sejteket €16 allatban is nyomon tudjuk
kovetni két-foton mikroszkopiaval. A tumorsejteket az a.cartotis communis-ba beoltva, 30
perc utan szamos sejt volt detektalhatd az agyi erekben, amelyeknek a szama csokkent az elsé
24 oraban. 48 oOra utdn még mindig elsdésorban intravaszkularis volt a tumorsejtek
elhelyezkedése. Jelenleg azt vizsgaljuk, hogy hogyan és mikor extravazalodnak a tumorsejtek
in vivo.

A jelatviteli utak koziil elsé 1épésben a Rho/ROCK ¢és a Rac szignalizacid jelentdségét

szerettiik volna feltdrni. Ezen utvonalak az aktin-citoszkeleton befolyasolasa révén jelentds



szereppel birnak a sejtek mozgasanak szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy a ROCK gatlasanak
hatasara a melanomasejtek mezenchimalis fenotipust vesznek fel, amelyet elnylt,
fibroblasztoid morfologia, aktinban gazdag protraziok és filopodiumok jellemeznek. Ezt a
melanémasejtek és az agyi endotélsejtek kozotti adhézios erd fokozddasa koveti, amit
atomierd mikroszkopia segitségével mértiink meg. A ROCK gatlas noveli az endotélréteghez
tapado, illetve azon atvandorlé melandmasejtek szamat, ezzel szemben a Rac gatlasa
csokkenti a kitapado sejtek szamat. Irreverzibilis inhibitorok és géncsendesités segitségével
kimutattuk, hogy a melanomasejtekben (és nem az agyi endotélsejtekben) zajlé Rho/ROCK
szignalizacio6 gatlasa felelds az agyi endotélrétegen keresztiil megndvekedett migracidért.

A megndvekedett kitapadas ellenére a ROCK gatlasa nem befolyasolta az ICAM-1,
ICAM-2, VCAM-1 and PECAM-1 expressziojat agyi endotélsejtekben, illetve az alfa-4, -v, -
L ¢é -M, a béta-1, -2 és -3 integrin alegységek, illetve MCAM expresszidjat
melanomasejtekben. Azonban a heparin kezelés csokkentette a ROCK gatlas hatasat, ami —
tekintettel arra, hogy a heparin szelektinekhez képes kotédni — a szelektinek szerepére utal.

In vitro eredményeinket in vivo is sikerilt igazolni, hiszen ROCK gatloszer
alkalmazaséval jelentdsen ndtt a parenchimdlis melandma metasztazisok szama (Wilhelm és
mtsai., Pigment Cell Melanoma Res. 2014 Jan;27(1):113-23).

Ezzel ellentétben, az emldkarcindma sejtekkel végzett kisérleteink soran a ROCK
gatlasa nem okozott transzmigracioé névekedést, a Rac gatlasa azonban csokkentette azt. Ezek
az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a daganatsejtek atjutdsdban vannak kozos
mechanizmusok, de jelentds kiilonbségek is vannak. A PI3K gatlasa csokkentette Ggy a
gatlasa (és a Rac gatlasa is) a transzmigracié korai fazisara volt hatassal melandmasejtek
esetén, mig emlékarcinoma esetén a transzmigracié késobbi lépéseit befolyasolta. Mivel a
PI3K gatldas nem befolyasolta az endotélium viabilitasat ¢&s barrier tulajdonségait,
eredményeink arra utalnak, hogy a PI3K/Akt titvonal gétlasa 0j lehetdséget jelenthet az agyi
metasztazisok kialakulasanak csokkentésében. Ezen eredmények jelentéségét noveli, hogy a
PI3K utvonal fokozott aktivacidja kulcsfontossagt a tumorsejtek talélésében és
novekedésében, és szdmos olyan potencidlis antitumoralis terdpias szer van fejlesztés alatt,
amely aPI3K utvonal kiilonb6zd elemeit gatolja. Eredményeink alapjan ezen gatldszerek
nemcsak a primér tumorokra lehetnek hatdssal, hanem az agyi attétek kialakulasara is.

Statikus és dinamikus in vitro vér-agy gat modelleket alkalmazva azt is Kimutattuk,
hogy a melanomasejtek jobban kitapadnak az agyi endotéliumhoz, mint az emlékarcindma

sejtek, ugyanakkor nagyobb szazalékban és gyorsabban véandorolnak at. Ennek egyik



Mmagyarazata az lehet, hogy a melanomasejtek jobban karositjdk az endotélsejteket
Osszekapcsold szoros kapcesolatokat, mint az emlékarcinoma sejtek (Molnar és mtsai., Cell
Adh Migr. 2016 May 3;10(3):269-81). Feltételezéseink szerint a melanémasejtek elsésorban
paracellularisan, az endotélsejtek kozotti junkciok kérositasa révén vandorolnak ki az erekbdl,
mig az emldkarcinoma sejtek hajlamosabbak lehetnek a transzcellularis (endotélsejteken
keresztiili) transzmigraciora. Ezen hipotézisiinket elektronmikroszkopias kisérletekkel
szeretnénk igazolni, kisérleteink folyamatban vannak.

Az interendotelidlis junkciok kiilonb6zé mértékii karositasa kiilonbozé proteolitikus
folyamatok kovetkezménye lehet melanoméban, illetve emldkarcindmaban. Eredményeink
alapjan mindkét tumorsejt tipus zselatinbontd szerin protedzokat termel az agyi endotélsejtek
jelenlétében. Ezen protedzok koziil azonositottuk a szeprazt melandémasejtekben, illetve a
matriptazt eml6karcinoma sejtekben. Az altalunk vizsgalt mindharom melanoémasejt vonalban
(A2058, A375 és WM239) jelen volt a szepraz mRNS. Kiilondsen magas szepraz expressziot
mutatott az A2058 melandma sejtvonal. Ezzel ellentétben az emldkarcindma sejtekben
(MDA-MB-231 ¢és MCF-7) csak minimalis szepraz expressziot detektaltunk, ugyanakkor
ezekben a sejtekben sikeriilt kimutatnunk a matriptaz jelenlétét, mely a melanémasejtekre
nem volt jellemzd. A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy az endotélsejteknek milyen
hatdsa van ezen protedzok termelddésére. Megfigyeltiik, hogy a szepraz mRNS expresszioja
melanémasejtekben tobbszorosére emelkedett az agyi endotélsejtek altal termelt faktorok
hatasara. Ezzel ellentétben az endotél-kondicionalt tapfolyadék nem okozott valtozast az
emldkarcindma sejtek matriptaz termelésében. Raadasul, a melanomasejtekkel ellentétben, az
emlokarcindbma sejtek esetében a szerin protedzok gatldsa nem csokkentette az agyi
endotélsejtek rétegén atvandorlo tumorsejtek szaméat (publikacio elokésziiletben).
Megallapitottuk, hogy ugy a melandma-, mint az emldkarcindma sejtek specifikus
valtozasokat képesek indukélni az endotélsejtekben, amelyek eldsegitik atvandorlasukat a
keringésbdl az agyszovetbe. A tumorsejtek TGF-béta szekretdldsa révén endotelialis-
mezenchimalis tranziciot (EndMT-t) indukalnak az agyi endotélsejtekben, amely a junkciok
sérillésével ¢és mezenchimdlis markerek megjelenésével jar. Melanomasejtek aktivalt
kondicionalt médiuménak hatasara csokkent a claudin-5 junkciondlis fehérje mennyisége agyi
endotélsejtekben, ugyanakkor megjelent, illetve megnétt az alfa-aktin és a fibronektin
expresszio, illetve a Smad2 ¢és Smad3 foszforildcio. Mindezen valtozasokat nem tapasztaltuk
TGF-béta receptor gatloszer jelenlétében. Az EndMT indukcidjat kimutattuk tobb kiilonbozo

melandéma-, illetve emlékarcindma sejtvonal esetében. Az EndMT kovetkezményeképpen a



tumorsejtek konnyebben letapadtak az endotélrétegre, és nagyobb szamban voltak képesek
azon atvandorolni (Krizbai és mtsai., PLoS One. 2015 Mar 30;10(3):e0123845).

Megvizsgaltuk a kannabinoid receptorok szerepét is a tumorsejtek vér-agy gaton vald
atvandorlasaban. Kordabban kimutattuk, hogy a kannabinoid receptorok aktivalasa csokkenti a
leukocita adhéziot és transzmigraciot, igy valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy ez igy van-e
tumorsejtek esetén is. Kimutattuk, hogy az agyi endotélsejtek a kannabinoid receptorok koziil
a CBl, CB2(A), GPR18 (l-es varians) és GPRS55 receptorokat expresszaljak, de nem
expresszalnak GPR119-et. A melanoémasejtekben CB1, CB2(A), GPR18 (1l-es és 2-es
varians), GPR55 és GPR119 expresszalodott. A CB2 receptornak a JWH-133 nevii specifikus
agonistajaval torténd aktivacidja csokkentette a melandmasejtek kitapadasat az agyi
endotélsejtekhez, és csokkentette a transzmigraciot is. Kisérleti eredményeink azt igazoljak,
hogy ebben a folyamatban az agyi endotélsejtek altal expresszalt CB2 receptornak van fontos
szerepe. Eredményeink felvetik annak lehetdségét, hogy a CB2 receptor potencialis célpontja
lehet a melandma agyi metasztazisainak megel6zését célzo terapids probalkozasoknak (Hasko
és mtsai., Int J Mol Sci. 2014 May 8;15(5):8063-74).
felismertiik, hogy a Heliopsis helianthoides (napszem) lignanjai koziil kett6 (a helioxanthin és
a (7E)-7,8-dehydroheliobuphthalmin) javitja az agyi endotélrétegek barrier tulajdonsagait,
aminek hatterében a szoros kapcsolatok fehérjéinek megnovekedett mennyisége all. Emellet
ezek a ligndnok nemcsak az agyi endotélsejtek migraciojat gatoltdk, hanem a
melanomasejtekét is. Ezen tulmenden ezek a lignanok csokkentették a melanomasejtek
kitapadasat az agyi endotéliumhoz (Hajdu és mtsai., J Nat Prod. 2014 Dec 26;77(12):2641-
50).

Kisérletes és klinikai megfigyelések azt mutatjak, hogy szoros Osszefiiggés van az
attétképzés és egyes gyulladasos folyamatok kozott. Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy az
agyi endotélsejtek képesek funkciondlis inflammaszomaék létrehozasara, amelynek eredménye
a fokozott interleukin-1-béta termelés. A jelenségnek fontos szerepe lehet minden olyan
koézponti idegrendszeri megbetegedésben, amelyhez gyulladéassal jard folyamatok tarsulnak
(Nagydszi és mtsai., J Neurochem. 2015 Nov;135(3):551-64.).

Szamos adat all rendelkezésre arrol, hogy a vér-agy gat nem rendelkezik minden agyi
teriileten azonos tulajdonsagokkal. In silico in vitro és ex vivo kisérletek sorozataval
kimutattuk, hogy a junkcionalis fehérjék (occludin, claudin-5 és a-catenin) expresszidja
magasabb a fehérallomany kapilldrisaiban, mint a sziirkedllomany¢iban. Ezzel parhuzamosan

a fehérallomény endotélsejtjei jobb barrier tulajdonsdggal rendelkeznek mint a



sziirkeadllomany endotélsejtjei. Ezek a kiilonbségek jelentdsek lehetnek azokban a kdzponti
idegrendszeri megbetegedésekben, amelyek nem egyforma gyakorisaggal érintenek egyes
agyteriileteket (Nyul-Toth és mtsai., Am J Physiol Heart Circ Physiol.2016 Jun
1;310(11):H1702-14).
adatokat egy review cikkben foglaltuk 6ssze (Wilhelm és mtsai., Int J Mol Sci. 2013 Jan
11;14(1):1383-411). Az agyi mikroereknek, illetve a vér-agy gatnak a szerepét az agyi
metasztazisok kialakulasaban ¢és fenntartasdban egy konyvfejezetben foglaltuk Ossze
(Wilhelm és Krizbai. in: Brain Mapping: An Encyclopedic Reference (Ed. A.W. Toga),
vol. 3, pp. 1075-1079, Elsevier, 2015).

Mindezeken kiviil az OTKA/NKFIH tamogatasat megkoszontiikk szamos vér-agy gat

kutatassal kapcsolatos publikéacidban.



