1. Bevezetés

A daganatos haldlozds szinte kizarolag az attétképzés kovetkezménye'. A
metasztatikus kaszkad folyamatdnak sikeres végrehajtasahoz a tumorok beerezédésén feliil
elengedhetetlen a tumorsejtek letapadasi-, matrixbonto- és migracios képessége’™. A
tumorsejtek motilitdsanak szabalyozasaban kiilonbozo kis G-fehérjék vesznek részt. A Rho
GTP-dzok csaladjaba tartoz6 Racl, RhoA és cdc42 molekuldk az aktin filamentumok
kialakulasa, polimerizacidja-depolimerizacidja révén kulcsfontossigu szerepet téltenek be a
tumorok morfogenezise, sejtadhéziéja és migracidja soran".

Ugyanakkor szamos klinikai és kisérletes megfigyelés bizonyitja, hogy a nem
megfeleld oxigénellatas (szoveti hypoxia) és az anaemia csokkenti az életmindséget és a
kezelés kedvez6tlen kimenetelét is okozhatja, ugyanis a kevésbé oxigenizalt tumorszovetek
kisebb mértékben érzékenyek a sugarkezelésre és a kemoterapidra, valamint a rosszabb
oxigénellatottsag noveli az attétképzés valdszinliségét. A hypoxia egyik f6 szabalyozodja a
hypoxia-indukalta faktor-1 alfa (HIF-la), amely alacsony oxigén-ellatottsagi szoveti
teriileteken aktivdlodik. Normoxias koriilmények kozott a molekula ubiquitinalodik, és
folyamatosan lebomlik. A szovetek oxigénhianyos allapota esetén azonban a HIF-la nem
keriil degradaciora, stabilizalodik, igy képes bejutni a sejtmagba, ahol a HIF-1B alegységgel
heterodimer transzkripcios egységet alkotva szamos gén aktivacidjat segiti eld (EPO, EPOR,
VEGF, VEGFR, EGFR, NOS2, IGF-2, gliikoz metabolizmus génjei, stb)g“g.

Azonban arrdl kevés informacionk volt eddig (az is csak normdl sejtekben), hogy a
hypoxia (vagy a HIF-aktivitas) hogyan befolydsolja a kis G-fehérjék miikodését, ezaltal
potencidlisan a sejtek motilitasi képességét'’. Ezért a jelen palyazat célkitiizése az volt, hogy
megvizsgaljuk (1) a hypoxia hatasat a kis G-fehérjék aktivitasara és ezaltal a sejtek mozgasara
kiilonb6z6 szoveti eredetli tumorsejtekben in vitro koérilmények kézott, valamint (2) in vivo
kiserletes tumormodellekben és (3) human tumormintakban.

2. Az elért eredmények bemutatasa

2.1.  Humdn tumorsejt mozgdsdanak modellezése 3D rendszerben.

Egy korabbi posztdoktori OTKA palyazat befejezéseként alapkutatasi vizsgalatokat
végeztiink a sejtek mozgasanak leirdsara HT1080 fibrosarcoma tumorsejteken. Kettds
immufluoreszcens jelolési technikakat hasznalva megallapitottuk, hogy az aktinfilamentumok
¢s a mikrotubulusok szorosan egyiitt haladtak a sejtmozgas alatt, ugyanakkor az intermedier
filamentumok (a vimentint vizsgalva) valdsziniileg az aktinhoz kotdtten, viszont a vezet6 €l és
a mikrofilamentumok frontja mogott, jol elkiilonithet6en haladt a migracié soran a
sejtmaggal. Az 1. abran konfokalis mikroszkdoppal készitett képen lathatd, hogy a Boyden-
kamra porusan athaladé sejtek vezetd élén aktint talaltuk, melyet t6le kissé elkiildniilten a
porusba nyuld vimentinszalak kovettek, korbefonva a sejtmagot. A felvétel konfokalis
mikroszkoppal HT1080 sejtekrdl késziilt, a felszeletelt sikokat egymasra vetitettiik, és 45°
d6lésszogben mutatjuk.



1. Abra. Vimentin és aktin jelolés mozgd tumorsejtben.

A mikrofilamentum- és a mikrotubulus-rendszer kapcsoltsagara korabbi irodalmi
adatok is utaltak. Mindkét citoszkeletalis elem intenziv dinamikaval rendelkezik, és fontos
feladatuk van a sejtek polaritasanak kialakitisaban, valamint a sejtek alakjanak
moédositasaban. Vizsgalatainkban 2D migracid sordn tubulin jeloléssel azt talaltuk, hogy a
mikrotubulusok a mozgd tumorsejtekben valéban a félkor alaku vezetd €l fel¢€ iranyultak. A
sejt széléig kizarolag a sejt hats6 részének két oldalan futottak ki (2. abra). Szerepiik
valoszinileg a mar sziikségtelen adhéziok végso felszedésében, megsziintetésében all.

2. dbra. Mikrotubulus-rendszer migrdlé fibrosarcoma tumorsejtekben.

A kisérletes eredményeink alapjan egy modellt allitottunk fel a 3D mozgas soran
tapasztalhaté adhézios plakkok és a kiilonboz6 filamentrendszerek dinamikajarol (3. Abra).
Harom dimenzidéban az aktinszilak a letapadasi pontokhoz kapcsoltak maradtak, a porus
belsejében csak a plazmamembran alatt voltak megtallhatok, a migracio6 ideje, €s a Kiteriilés
folyamata alatt is. A péruson keresztiili migracio utdn a sejtek jbol kiteriiltek, a folyamat a
méar korabban jol jellemzett 2D rendszernck megfelelden zajlik. Eredményeinket a Cell
Adhesion and Migration folyéiratban (IF. 4.505) publikaltuk'".



3. dabra: HT1080 tumorsejtek mozgdsdnak 3D modellje.
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2.2. A hypoxia hatisa humdn daganatsejtek migrdcidjdra és dttétképzésére.

A hypoxias kortilmények fenntartasdhoz a pélyézat elején beszereztiink egy hypoxia
kamrdt (Billups-Rothenberg MC-101), és megszerveztik a megfelelé gazkeverékek
folyamatos ellatasat (Messer). A videdmikroszkdpos mérésekhez szintén szitkséges volt a
hypoxias koriilmények biztositasanak megolddsa, amelyben nem csak a légkér allandd
gazeloszlasat kellett biztositani, hanem a gézcserét, valamint a hémeérséklet és a paratartalom
szabalyozasat is. Vizsgilatainkba huméan melanoma (HT168-M1), vastagbél- (HT25 és
HT?29), fej-nyaki laphamrak (PE/CA-PJ15) és fibroszarkoéma (HT1080) sejtvonalak vontunk
be. A hypoxia kialakitasdhoz a sejteket 5% és 1% oxigént és 5% CO,-t tartalmazo nitrogén
gazban inkubaltuk a hypoxia kamraban 72 6ran 4t. Ezt kdvetden in vitro proliferacios- (MTT-
¢s SRB-tesztek), valamint modositott Boyden-kamraval és videomikroszkopiaval migracios
teszteket végeztiink a sejtekkel.

Videémikroszkopids vizsgalatainkban megéllapitottuk, hogy a sejteknek eltérd az alap
motilitasi aktivitasa (4. adbra). A colon carcinoma sejtek alig mozognak, mig a harom masik
vizsgalt sejtvonal kifejezett mozgési készséggel rendelkezik. A tovabbi vizsgalataink soran
megéallapitottuk, hogy a hypoxia is eltéréen hat a sejtek mozgasi képességére. A sejteket 24
orat normoxids koriilmények kozott tartottuk, majd 72 ordra lecseréltiik a gazkeveréket
csokkentett oxigén tartalma gazra. Azok a sejtek, amelyek magasabb alap mozgasi készséggel
rendelkeztek, azoknak fokozddott a mozgasi aktivitisa a hypoxias (5 és 1%-os oxigén
koncentracio) koriilmények kozott, mig az alacsony motilitasi képességgel rendelkezd sejtek
esetében nem volt megfigyelhetd az aktivitds fokozodasa (5. abra, Az dbran az 17 érték
jelenti a normoxids motilitasi képességgel megegyezd mozgasi aktivitast). Ezeket az
eredményeket megerdsitettilk a Boyden-kamras vizsgalatainkkal is.



4. dbra. A vizsgdlt tumorsejtek alap motilitdsi képessége.
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5. dbra. A hypoxia hatdsa (a: 5%, b: 1% O2 koncentrdcio) a sejtek motilitisanak
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valtozasok a HT1080 sejtvonalat leszamitva nem voltak szignifikansak. (1. Tabldzat).

1. Tablazat. A hypoxia hatdsa a tumorsejtek in vitro proliferdcidjdra.

Sejtvonal 5% oxigén koncentracié 1% oxigén koncentracioé
HT168-M1 121 +4,9 110+ 1,4
HT1080 154 +16,9 65+ 16,5
HT25 126 + 8.4 107+ 35,6
HT29 88 + 6,2 66 + 16,9
PE/CA PJ15 7+2.7 10653

Meghataroztuk, hogy a kis-G fehérjék milyen expresszids valtozast mutatnak mind RNS,
mind fehérje szinten a hypoxia hatdsara, valamint a RhoA aktivitast hypoxias kériilmények




kozott. Azt tapasztaltuk, hogy a jobban migral6é sejtekben a kis-G fehérjék mennyisége
altaldban emelkedik a hypoxia hatasara, valamint a RhoA aktivitasa is fokozodik, ugyanakkor
a kevésbé motilis sejtekben csokkenést tapasztaltunk. Raadasul még a HIF 1o génexpresszioja
1s csokkent ezekben a sejtekben a hypoxia hatasara (6. abra, 2. Tablazat).

6. dbra. A HIFla és a kis-G fehérjék expresszidjanat viltozdsa hypoxidiban (,,1” a
NOrmoxias expresszios szint)
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2. Tdbldzat. A hypoxia hatdsa a tumorsejtek RhoA aktivitdsdra.

Sejtvonal 5% oxigén koncentricié 1% oxigén koncentricié
HT168-M1 150,47+1,9 130,83 +1,0
HT1080 171,74+ 10,2 100,25 + 0,4
HT25 119.8+212 9505+95
HT29 77,44 £4.2 758+ 78
PE/CA PJ15 104,83 £1,6 112+ 5.7




A munka tovabbi szakaszaban két olyan vonalat valasztottunk a vizsgalt tumorsejtvonalak
koziil, ahol az egyikben magas az alap motilitasi képesség (HT168-M1), mig a masikban
alacsonya (HT29, kiemelések vastagon a tablazatokban). A HT168-M1 sejtvonal esetében a
hypoxia jelentésen novelte a motilitisi képességét, mind a Boyden-kamras, mind a
videdmikroszkopos rendszerben. Ezzel parhuzamosan emelkedett a HIF-10. €s a vizsgalt kis
G-fehérjék génexpresszidja is mindkét hypoxias koriilmény hatdsara. Raadasul, in vivo
attétképzesi kisérletekben a mesterséges hypoxia (CoCl,y-aktivacio) fokozta az attétképzést is,
mig csokkent a HIF-gatld (chetomin) hatasara (7. abra). Ugyanakkor az in vitro rendszerben
nagyon kis mértékben migral6 HT29 human colon carcinoma sejtek mozgésa tulajdonképpen
nem valtozott a hypoxia hatdsdra, csokkent a HIFla és a vizsgalt kis G-fehérjék
génexpresszioja és a RhoA aktivitasa, és ezzel jol korreldlva az in vivo kisérletekben sem
mutatkozott kiilonbség a tiid6-, és a majattétek szamaban a hypoxias rendszerben (7. abra).

7. dbra. A hypoxia és a HIF gadtlds hatdsa HT168-M1 (A) és HT29 (B) sejtek in vivo

metasztatizaldsdra.
A F 100+ -
S 8o [
©
Q
R
o
© 40
T
1]
Q
£ 20
=
=
o v v
h % 9 o
0{'-‘?'0 C;oc} \9@
(&) )
o’(‘
B e
2 O control
8 801 0O coci2
g B Chetomin
@ 60-
E
e
2 a0
Q
E
S 20
= Hinl B
0 ' -
<
o >

A munka folytatdsaként, hogy bizonyitsuk a HIF 1a szerepét a kis-G fehérjék aktivitasaban
¢s ezaltal a migracioban-attétképzésben, géncsendesitéses technikat alkalmazva csokkentettiik
a két tumorsejtben a HIFla expressziojat. A vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy a
géncsendesités Onmagdban nem valtoztatta meg a tumorsejtek mozgasi aktivitasat,
ugyanakkor a korabban megfigyelt fokozodas a HT168-M1 sejtek esetében a hypoxia hatasara
a géncsendesitett vonalban nem volt kimutathatdé (8. abra). S6t, a kis G-fehérjék
expresszigjaban €s a RhoA aktivitasban megfigyelt valtozasok is gatolhatoak voltak ebben a
sejtvonalban a géncsendesitéssel (9. dbra). Ugyanakkor a HT29 sejtvonal esetében nem volt
kimutathaté valtozas a géncsendesités hatasara.



8. dbra. A HIF gén csendesitésének hatisa HT168-M1 (4) és HT29 (B) sejtek
motilitdsdra hypoxidiban
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9. dbra. A HIF gén csendesitésének hatisa a kis-G fehérjék expresszidjara (A) és a

RhoA aktivitasira HT168-M1 és HT29 sejtekben
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A HT168-M1 sejtvonal esetében, ahol a hypoxia mimikaldsa fokozta az in vivo
attétképzést, a géncsedesités utdn azt tapasztaltuk, hogy ez a fokozddas elmarad a hypoxia
hatasara (10. abra). Mindez azt bizonyitja, hogy a HIFla valdéban szerepet jatszik a
tumorsejtek mozgasanak és ezaltal a metasztatizalasanak szabalyozasaban is, azonban ezt nem
minden sejtben teszi egyforman.

10. abra. A HIFla gén csendesitésének hatdsa a HT168-M1 sejtek metasztatizdldsdra
hypoxia indukdldsa mellett
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Osszességében a kapott eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a hypoxia hatassal
van a tumorsejtek in vitro muotilitasi képességére, valamint in vivo metasztatizalasara.
Azonban ez a hatds nem minden sejtvonal esetében egyforma mértékii és iranyu, ezért nem
lehet egyértelmli kovetkeztetést levonni a csdkkent oxigéntartalom és a sejtvalaszok
megnyilvanulasa kdzott.

Eredményeinkrdl az elkésziilt publikacio biralat alatt van a Cancer Research folyoiratban.

2.3. A hypoxia korrekcidja és a HIF dltal szabdlyozott molekulik vizsgdlata humdn
tiidédaganatokban

Korabbi, OTKA altal tAmogatott vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy tébb irodalmi
adattal ellentétben a hypoxia szabalyozdsa alatt all6 EPO receptor expresszidja kisérletes
daganatsejteken nem befolyasolja a tumorok proliferaciojat. Raadasul, az exogén EPO kezelés
jelentdsen javitja a kemoterdpias szerek hatékonysagat kisérletes tumorokban, mivel fokozza
az intratumoralis erek méretét, ezaltal a daganatszovet perfuzi6jat. Mostani vizsgéalatainkban
humén tiid6 adenocarcinéma mintakban megéllapitottuk, hogy a normal szovethez képest
magasabb EPOR expressziét mutatd daganatos betegek thlélése szignifikansabb jobb, mint a
csokkent EPOR szintet mutato betegeké!.

A tiidédaganatok esetében a palyazat keretében kerestiik a lehetséges kapcsolatot a kis-G
fehérjék és a HIFla génexpresszidja és a metasztazisok kialakuldsa kozott. Ezért 65 beteg
mintait vizsgaltuk, amit gy osztottunk két csoportra, hogy a primer diagnézis utan mennyi
idén belill jelentek meg attétek a betegekben. Molekularis bioldgiai vizsgalataink azt



mutatjak, hogy a tiidérakok esetében a Rac mRNS szintje lehet egyfajta prediktiv markere a
metasztazisok gyors kialakuldsanak. A tobbi vizsgalt gén esetében nem talaltunk korrelaciot.
Jelenleg folyik még a colon rakok és a melandma anyagok hasonl6 feldolgozasa is.

Szintén tiidérak mintdkon vizsgaltuk a HIF-altal szabalyozott apelin molekula szerepét a
tumor-indukalta neoangiogenezisben. Megallapitottuk, hogy az apelinnek hatdsa van a
nyirokerek proliferacidjara is, rdadasul huméan mintak elemzése azt mutatta, hogy az apelin
receptor expresszidja Osszefligg a daganatok nyirokerezettségével és a nyirokcsomo attétek
kialakulasaval"’.

2.4. A hypoxidra adott egyik vilasz, az angiogenezis vizsgdlata kisérletes daganatokban

A hypoxidra adott egyik legfontosabb vélasz az angiogenezis indukaldsa. A jelen palyazat
egyik résztvevéjének laboratoriumaban a palyazatunk keretében vizsgaltuk az angiogenezis
sajatossagait kiillonboz6 kisérletes metasztazis-modellekben. Megallapitottuk, hogy a
killonboz0 szoveti eredetll daganatok (melanoma, colon carcinoma, fibrosarcoma)
tidoémetasztazisaiban ugyan kissé eltéré modon, de egységesen érinkorporacioval zajlik az
attétek beerezbdése'®. Ez azt jelenti, hogy a daganatattétek a mar meglév6 érhalézatot
hasznaljdk a novekedésik fenntartdsara, ij erek képzddése minimalis. Ez kiilondsen azért
fontos megfigyelés, mert az antiangiogén terapiak megvalasztasanal fontos tudni, hogy az
adott daganatban van-e ér endotelidlis sejtosztodas, ami gétlasa abban az esetben, amikor a
daganat az ereket pl. érinkorporacioval képzi, nagy valoszintiséggel hatastalan lesz.

2.5. Anti-angiogén terdpids szerek kimutatdsa daganatmintikban MALDI
spektroszkopidval

Kollaboraciés partnereinkkel kozdsen egy 1j teriileten kezdtink kutatiasokba. A
daganatellenes szerek hatistalansdga gyakran azon is mulik, hogy a hatéanyagok nem
megfeleld mennyiségben jutnak el a daganatsejtekhez. Azonban a szerek kimutatisa barmiféle
detektalhat6 jelolés nélkiil nem egyszerd. Ezért 0j kutatdsi iranyként elkezdtik annak a
lehet6ségét vizsgalni, hogy MALDI témegspektroszkopiaval ki lehet-e mutatni antiangiogén
szereket kisérletes daganatokban. Az elsd kisérleti eredmények igen biztatéak, mivel sikeriilt
a Sunitinibet (ordlis tirozin-kindz gatlo) kimutatni a kisérletes daganatokban, raadasul
metszeteken a lokalizaciojat is meg lehetett dllapitani a tumorszdveten beliil. Ez azért fontos,
mert a hypoxids teriiletek jelolésével megallapithato, hogy a daganatellenes hatéanyagok
elérik-e az alacsonyabb oxigénellatottsagu tumorteriileteket is. Ezek az 1ij eredmények nagyon
biztatoak, és jovébeni kutatasi témék elinditasat alapoztak meg. ">

2.6. HIF dltal szabdlyozott molekulik szerepe fej-nyaki daganatokban

Fej-nyaki daganatokban a hypoxia 6nall6 prognosztikus marker. Jelen palyazat keretében
vizsgdltuk a HIF altal szabalyozott epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és a
daganatok progresszidjinak lehetséges kapcsolatdit. Az EGFR szignal tébb ponton
kapcsolédik a HIF jeldtvitellel, ami felveti a kétféle utvonal egyiittes gatlasanak lehet6ségét.
Eredményeink azt mutattak, hogy ebben a lokalizacioban sem az EGFR, sem a legfobb
jelatviteli molekuldja a Ras oncogén nem hordozzak a klasszikus/ mas lokalizacidkban leirt
mutaciokat. Az EGFR esetében azonban a betegek egy jelentds réizében volt kimutathat6 az
extracellularis domén nagy szakaszanak hianya (vIII muticio), amely az antitest-terapia
rezisztencidjat okozhatja. Ezt kisérletesen be is bizonyitottuk: a vIII mutans sejtvonal
rezisztens az antitest-terapidra, ezért az ilyen tumoroknal mas terapids Gitvonalak (pl. anti-HIF)
keresése elengedhetetlen!”.



A tumorsejtek migraciojaban és ezaltal a metasztatizalasaban is elengedhetetlen a
kiilsnbdz6 sejtkapesolé molekuldk megfelelé dinamikaja. A fej-nyaki daganatok esetében
vizsgaltuk egy sejtkapcsold molekulacsalad, a claudinok szerepét humén mintdkban. Ezek a
molekuldk fontos szerepet toltenek be a sejtek egymas kozotti kapcsolatainak kialakitdsaban,
amelyek megvaltoznak a hypoxia hatdsdra, valamint a sejtek mozgisa/metasziatizaldsa
kozben. Azt tapasztaltuk, hogy tobb claudin expresszéja nem kiilonbdzik a normal hamhoz
képest (claudin 3, 4, 8, 10), azonban a claudin 1 ¢és 7 expresszidja szignifikdnsan magasabb a
tumorokban. Az igazéan érdekes eredmény az, hogy a claudin 2 expresszidja szignifikansan

csokkent a tumorok esetében, ami rdaddsul korrelal a tumorok progresszidjaval, a rosszabb
1012 18
tuléléssel .

2.7. A pdlydzat témdjdval szorosan nem 0sszefiiggd egyéb eredmények

A pélyazat futamideje alatt t6bb olyan parhuzamos kutatas is folyt, amelyekben a palyazat
végrehajtasa soran is alkalmazott vizsgalati technikdk és modszerek keriiltek alkalmazasra.
Igy vizsgaltuk a hypoxia 4ltal befolyasolt sugarkezelés érzékenyithetdségét prosztata tumor"’
és mesothelioma modellekben?, a vese proximalis tubulusaiban a Ca®'-szigndlt ischemia
utani reperfiizioban®, valamint Gj megallapitisokat tettiink a melanoma progresszidja és

terapia-rezisztencidja teriiletén?>%.
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