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I.Bevezetés

1.1. A tumorokrol altalaban

A rakkutatas gyors fejlodésével szamos 0 informacid keriilt a kutatok kezébe,
melyek segitségével a tumor folyamatok legjelentdsebb lépéseit, tulajdonsagait
meghataroztak, és a tovabbi kutatasi irdnyvonalakat is felvazoltak.
2000-ben Hanahan és Weinberg Osszegezte az addigi ismeretek alapjan a rak legfobb
jellemzdit (Hanahan, 2000). Osszesen hat sejtfiziologiai modosulast irtak le, melyek a
korlatlan novekedést lehetdveé teszik. Kezdetben a rékos sejtek genomjukban
mutaciokat szenvednek, az onkogének esetében funkcid nyeréses, mig a tumor
szupresszor gének esetében funkcid vesztéses mutaciok révén a sejtek kikeriilnek a
sejtciklust szabalyz6 kontrol aldl. Ennek kovetkezményeként a novekedési
szignaloktol fiiggetleniil, illetve a gatlo szignalok jelenlétében egyarant korlatlanul
osztodnak ezek a sejtek. Osztodasuk utdn azonban egyarant elkeriilik a
differencialodast és a programozott sejthalalt. Majd a mar par mm’-nél nagyobb
tumorokban 0 vérerek jelennek meg, biztositva a sejteknek sziikséges oxigén és
tapanyag ellatast. A primer tumorokbdl levald sejtek pedig a kornyezd szdveteket,
vagy a veérarammal eljutva a tavolabbi szoveteket is megtamadhatjak, attéteket

kialakitva.

I.2. A galektin fehérje csalad

A galektinek széles korben megtalalhatok az élovilagban (Danguy,2002).

Ez idaig 16 kiilonboz6 galektint azonositottak, melyek elnevezése felfedezésiik
kronolégiai sorrendje szerint tortént (Stannard, 2010). Mindegyikiik két kozos
jellemzdje a P-galaktozidot tartalmazd cukrokhoz wvald affinitds, valamint a
galaktozid-koto helyet kialakité aminosavak hasonlosédga (Barondes, 1994). Legalabb
egy szénhidrat felismeré domain-t (CRD) minden galektinben talalunk, ami nagy
affinitassal koti a B-galaktozid tartalmi cukrokat (Rabinovich, 2005). A Galektin
csalad tagjait szerkezetiik alapjan harom tipusba soroljuk (Hughes, 1999):

= az ugynevezett prototipusba tartozok, melyek csupan egy CRD-t

tartalmaznak, legismertebb képviseldjiik a human galektin-1 (Gal-1)



= a tandem-ismétlddésii galektinek ketté kiilonb6z6, de egymassal
homoléog CRD-t tarlamaznak, melyet egy prolin-glycin gazdag linker
kapcsol dssze
= a kiméra tipust galektinek szintén egy CRD-vel ¢és egy révid glycin-
tyrozin-glutamin-prolin gazdag ismétlddéseket tartalmazo farki részbdl
allnak, jelenleg a madasodik legkutatottabb galektin tartozik csak
kozéjiik, a galektin-3 (Gal-3).
Citoplazmatikus proteinek tulajdonsagait mutatd fehérjék, mivel a transzportjukhoz
sziikséges szignal szekvencidkat nem tartalmaznak, nem glikozilaltak (Hughes 1999),
tovabba N-termindlisuk acetilalt (Clerch, 1988). Mégis szekretaldédnak, azonban ez
nem a szokvanyos endoplazmatikus retikulum-Golgi klasszikus utvonalon torténik
(Hughes 1999). Lokalizaciojukat tekintve intracellularisan, a sejtfelszinen ¢és
extracellularisan egyardnt elhelyezkedhetnek. Sejten beliil a citoplazmaban illetve a
sejtmagban, mig sejten kiviil az extracellularis matrixhoz koétdédve taldlhatok meg
(Perillo, 1998).

A galektineknek fontos szerepilk van az alapveté sejt szintl
mechanizmusokban, mint a sejtek fejlédése, differenciacidja, az RNS splicing, a sejt-
sejt adhézid, a sejt- matrix kdlcsonhatdsok kialakitasa, a novekedés szabalyzas és az
apoptotikus folyamatok (Danguy, 2002). Tovabba egészségiigyi szempontbol
kiilonosen fontos és nem elhanyagolhaté a patologias elvaltozasok kialakuldsaban

betoltott szerepiik, kiilonds tekintettel a tumoros folyamatokra.

I.3. A galektinek szerepe a tumor fejlédésben

Ma mar szamos klinikai és kisérleti eredmény is bizonyitja, hogy a tumor
képzddés/tejlodes €s a galektin expresszido kozott kapcesolat van. Ezeket kiilonb6zo
szervek normal, és tumoros szovetei altal kifejezett galektinek relativ mennyiségének
Osszehasonlitasdval igazoltdk. Mind a Gal-1 mind pedig a Gal-3 emelkedett
expresszidja megfigyelhetd sok kiilonbdzé daganat esetében dsszehasonlitva a normal
szovetekben tapasztaltakkal. A m4j, a gyomor, a pajzsmirigy, a petefészek, a
prosztata, az izom ¢és a kozponti idegrendszer tumoros elvaltozasaiban a galektinek
magasabb expresszidja volt kimutathatd a daganatos szovetekbdl, mint a normal

szovetek esetében (Danguy, 2002).



A tobbféle mechanizmus koziil, melyekben a tumorfejlédés szempontjabdl
fontos szereppel birnak a galektinek, a legkiemelkeddbb a sejt adhézid kialakitasa, a
sejtnovekedés szabalyozéasa, bizonyos sejtek programozott sejthaldlanak indukcidja
vagy gatlasa (Danguy, 2002), tovabba az 1j erek képzésének serkentése (Thijssen,
2007).

a) Proliferaciora gyakorolt hatas

Gal-1 kozvetitett endotél sejtek aktivalasaval és osztédasuk serkentésével 4all
Osszefliggésben. A Gal-1 expresszid és novekedett endotél sejt proliferdcid pozitiv
korrelaciojat alatamasztotta mar 1990-ben Sanford és Harris-Hooker patkany tiido

artéria esetében (Perillo, 1998).

b) Erképzés indukalasa

A szilard tumorok fejlédéstik kezdetekor serkentik 0j erek képzddését is, az
angiogenezist, amivel biztositjak a tovabbi ndvekedéslikhoz sziikséges tapanyag és
oxigén ellatasukat (Thijssen, 2007). A par mm?-es nagysagu tumorok koriil kialakulod
hipoxiads kornyezet hatdsdra a tumorsejtek ndvekedési faktorokat szekretdlnak,
melyekkel aktivaljak a kornyezd erek endotél sejtjeit. Ezutan a ndvekedési faktorok
iranyitasaval, tobblépcsds folyamat révén jonnek létre az 0j, tumorszdvetbe 1épd erek
(I.1. abra). A Gal-1 ¢és Gal-3 fehérjék {6 szerepe ezen edotél sejtek proliferaciojanak,

¢s migracidjanak serkentése (Thijssen, 2007).
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I.1. abra: A tumorok érképzésének sematikus abrazolas:A: a korlatlan novekedésii
sejtek 1étrehozzak a primer tumort, B: az ereket stabilizaldo pericitdk levalnak az
érfalrél, a tumor sejtek novekedési faktorokat termelnek, C-D: az aktivalt endotél
sejtek protedzok termelését kezdik, melyek bontjak a bazdlis membrant és az
extracellularis matrixot, E-F: megkezdddik az endotél sejtek osztédasa és migraciodja,
mely folyamatot a novekedési faktor gradiens iranyitja, kialakitva az 1j
tumorszovetbe 1épo ereket. A képet V. L.J.L. Thijssen et al (2007) cikkébdl

adoptaltam.

¢) Immunmédédosité hatas

A tumorsejtek immunprivilégiumanak biztositasa szintén elengedhetetlen a
tumor fejlédéshez. Thijssen €s munkatarsai human tumorok in vivo, és human tumor
sejtvonalak in vitro vizsgalata alapjan kimutattak, hogy kapcsolat all fenn a galektinek
expresszidja és a tumorok immunprivilégiumanak kialakitdsa kozott. Tovabba fény
deriilt arra is, hogy ebben az endotelialis galektinek is szerepet jatszanak. A tumor
sejtek indukaljak ugyanis a tumor specifikus immunsejteknek tumor szdvetbe vald
expresszalasaval befolyasolja azok talélését és funkcidjat (Thijssen, 2007).
Tovabbi kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy az intracellularis Gal-3 képes
gatolni a T-sejtek programozott sejthalalat (Perillo, 1998; Stannard, 2010), tovabba a

T-sejtek aktivacidjat a T-sejt receptorral valé komplex képzésével (Thijssen, 2007),



mig a szekretdlt Gal-1 az aktivalt T-sejtek apoptdzisat indukalja (Kovécs-Solyom,
2009; Rubinstein, 2004). A két galektin ellenkez6 hatasa a folyamatra arra utal, hogy
Osszehangolt szabalyozads révén felelések a sejtek menekitéséért €s apoptdzisaért

(Perillo, 1998).

d) Sejt-sejt, sejt- extracellularis matrix kolecsonhatasok kialakitasa, metasztazis
képzés

Az attétek képzésében nagy szerepet kapnak a Gal-1 és a Gal-3 sejt-sejt,
illetve sejt- extracellularis matrix kapcsolatok kialakitdsaban és bontasdban betoltott
funkciodi is (Perillo, 1998). Hiszen az adhézids kapcsolatok segitik a primer tumorbol
kijuto sejtek 1) helyen valé megtapadasat.

Tobbfele szovetben és sejt esetében tanulmanyoztak mar a galektinek hatésat,
legtobb informacidval a Gal-1-r6l és Gal-3-r81 rendelkeziink. Van den Brule és mtsi
melandémaknal kimutattak, hogy a Gal-1 endolektinként befolydsolja a tumor sejt-
laminin kolcsonhatas kialakulasat, ezért a tumor invazivitasat és metasztatikus
hajlamat befolyasolja. A Gal-3 esetében egy francia kutatocsoport igazolta, hogy a
Gal-3-ban gazdag extracellularis vezikulumok csak a magas metasztatikus hajlamua
melandmak esetében voltak megfigyelhetok (Danguy, 2002).

Szamos epitelidlis eredeti tumor, mint példaul a vastagbél és a tiidorak
esetében a Gal-1 és a Gal-3 expresszio szintén megfigyelhetd volt. Mig a Gal-1
emelkedett expresszidja ezekben a tumorokban a metasztatikus hajlam névekedésével
szoros Osszefliggést mutatott, addig a tiidorak esetében a Gal-3 csokkent expresszioja
mutatta ugyanezt az eredményt. Ebbdl arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy bizonyos
tumorok esetében a két galektin ellentétes hatdssal van a tumor agresszivitasara és
metasztatikus hajlamara (Perillo, 1998).

A 4T1 emld karcinomaval végzett kisérleteink is alatamasztjak a metasztatikus

hajlam és a Gal-1 expresszio kozotti korrelaciot (Szebeni, 2012).



I.4. A galektin-1 altalanos jellemzése

Az elsO leirt galektin a galektin-1 fehérje, mely az tgynevezett prototipus
szerkezettel rendelkezik (Hirabayashi, 1993). Egy homodimer molekula (I.2. abra),
amely két koriilbeliil 130 aminosavbol 4llo, 14 kDa méretii globularis egységbdl épiil
fel, melyet a benniik 6sszerendez6d6 B-redd strukturak hoznak létre (Barondes, 1994).

Mindkett6 alegység tartalmaz egy-egy B-galaktozid kotd helyet.

1.2. abra: A Gal-1 homodimer szerkezete

(forras: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283604010782)

A Gal-1 termelddését tobb normal és patologias szovetben egyarant kimutattak

mar, expresszioja pedig az egyedfejlodés soran valtozik (Perillo, 1998).
Jelenlétét detektaltak tobbek kozott a timusz, a nyirokcsomok, a 1ép, a m4j, a tiido, a
sziv, a szaporitd szervek szoveteiben, valamint mindharom izomszdvetben egyarant.
Tobb humén tumorban szintén kimutattak jelenlétiiket, expresszaljak a tumor sztroma
elemei: tumor asszocialt fibroblasztok, endotél és pericita sejtek, extracelluldris
matrix, tovabbd maguk a tumor sejtek is (Pietras, 2010).

A Gal-1 szamos fiziologias és patologias folyamatban szerepet vallal: sejt
adhézio kialakitasa (Thijssen, 2007) vagy gatlasa (pl izom), immunmodulacid
(Rubinstein, 2004), sejt proliferacid ¢€s migraci®6 indukalds vagy gatlas (pl
fehérvérsejtek) (Thijssen, 2010) , valamint tumor transzformacioé (Rabinovich, 2005).

Részt vesz az immunhomeosztazis szabalyzdsaban a periférias aktivalt T-
sejtek (Thl tipus) apoptozisan keresztiil, mind a tumoros, mind a gyulladasos
folyamatok sordn. A krénikus gyulladdsokban a Thl tipust valaszt eltolja a Th2

tipust sejtek aktivitasanak iranyaba, ezaltal gatolva a gyulladasos citokinek (TNF-a,



IFN-y) szekrécidjat (Rubinstein, 2004). Valamint egyarant szerepe van a fiziologids és

a tumor sejtek immunprivilégiumanak biztositasaban (Rubinstein, 2004).

L.5. A Gal-1 fobb funkcioi és ezek dsszefiiggése a tumorok fejlodésével

1) Endotél sejtek aktivalasa, proliferaciojuk, migraciéjuk serkentése

Serkenti az endotél sejtek aktivalodasat, osztodasat €s migracidjat, mely az uj
erek képzésének alapfeltétele. Ez a folyamat az egyik kezdd I1épése a tumorok
fejlodésének, ezaltal biztositjak a szamukra megfeleld oxigén €s tapanyag ellatasat. A
szilard tumorok kezdetben novekedési faktorokat szekretdlnak, melyekkel aktivaljak
az endotél sejteket ) erek képzését indukalva (Thijssen, 2007), emellett az endotél
sejtek Gal-1 emelkedett expressziojat is eredményezi (Thijssen, 2010). Human
koldokzsindr véndbodl izolalt endotél sejteken végzett in vitro kisérletekkel
alatdmasztottak, hogy a Gal-1 az aktivalt endotél sejtek egyik fontos markere, in vivo
pedig ndvekvd expresszidja aranyos az endotél sejtek aktivaciojaval (Thijssen, 2007;
Thijssen, 2006).

A tumor fejlodésben betoltott szerepét igazolja, hogy a Gal-1 knock-out
egerekben a tumor angiogenezis hibas, azonban, ha Gal-1-et magasan expresszalo
tumorral oltottak be ket az angiogenezis kevésbé gatlodott. Tehat az endotél sejtek a
kornyezetiikbdl felvett, jelen esetben a tumor sejtek altal szintetizalt Gal-1-et is
képesek hasznositani. Tovabba ezek az eredmények azt is bizonyitjak, hogy a tumor
sejtek képesek Gal-1 szekréciora ezzel tamogatva a tumor progressziot (Thijssen,

2010).

2) Immunprivilégium biztositasa

Az immunsejtek homeosztazisat szamos galektin befolyasolja, ezek koziil a
Gal-1-nek kiilondsen jelentds szerepe van ezekben a folyamatokban. A Gal-1 tobbek
kozott gatolja a T-sejtek novekedését és az aktivalt T-sejtek apoptodzisat indukalja
(Stannard 2010; Kovacs-Solyom, 2009; Rubinstein, 2004)

Mivel a tumorok korlatlan novekedésének elengedhetetlen feltétele a sejtek
immunrendszertél vald6 menekitése, ezért a Gal-1 tumor specifikus T-sejtekre
gyakorolt hatasa alapvetd fontossdggal bir ennek biztositdsdban. A programozott
sejthalal szabalyzasaban betdltott szerepét alatamasztjadk a csoportunk altal végzett

meland6man ¢és glioman végzett ko-kultaras kisérletek. A Gal-1-et expresszalo



melandma illetve glioma tumor sejtvonalakat egészséges aktivalt T-sejtekkel ko-
kultardban névesztve jelentds T-sejt apoptozist tapasztaltunk. Mig, jelentds apoptozis
csOkkenést mutattak ugyanezen tumor sejtvonalakkal a Gal-1 eltavolitasa utan végzett

kisérletek (Kovacs-Sélyom, 2009).

3) Sejt-sejt, sejt-extracellularis matrix kapcsolatok kialakitasa

A metasztazisok kialakuldsa szamos sejt-sejt, sejt-extracellularis matrix
atalakulast igényel, ezért a sejt-sejt ¢€s a sejt-extracellularis kapcsolatok
kialakitasanak, legnagyobb jelentdsége tumorok esetében a primer tumor szovetbol
kiszabadulo sejtek 1) szOvetben vald megtapadasaban rejlik. Tehat a tumorok
attétképzésével szorosan Osszefligg a Gal-1 sejtkapcsolatok kialakitdsadban betoltott
szerepe. Hiszen a Gal-1 segiti a primer tumorbdl levald sejtek extracelluléris
matrixhoz, valamint az endotél sejtekhez valé adhézidjat (Rabinovich, 2005).

Csoportunk a mesenchimalis &ssejtekkel (MSC) végzett kutatdsok soran
bizonyitotta, hogy a 4T1 emld karcindma attétképzését a tiidoben a vad tipusa MSC-k
szignifikansan serkentették, mig a Gal-1 knock-out MSC-k ezeket a paramétereket

nem valtoztattak meg a csak emld tumorral oltott egerekhez képest (Szebeni, 2012).

1.4. Anginex, mint a galektin-1-et célzo terapias szer a tumorgatlasban

A magasan vaszkularizalt tumorok rossz klinikai prognozissal parosulnak,
nem csak a kontrollalatlan tumor névekedés miatt, hanem az erekhez val6 konnyebb
hozzatérhetoség kovetkeztében megnovekedett metasztatikus potencialjuk miatt is
(Dings, 2003). Ezek alapjan az angiogenezist gatldé hatdanyagok kidolgozasa jo
iranyvonalat jelentett a tumor fejlodés gatlasara. A tumor endotél sejtek konnyen
hozzatérhetdek a terapids szerek bejuttatisa szempontjabdl, valamint tumor tipustol
fiiggetleniil alkalmazhato targetként szolgalnak. Azonban a terapids szernek el kell
kiilonitenie a patologias endotél sejteket az egészségestol. Mivel a tumor-asszocialt
erek endotél sejtjei, szemben az egészséges erek endotél sejtjeivel, nagy mennyiségl
Gal-1-et termelnek, ezért a Gal-1 jo célpontnak bizonyulhat (Ito,2011; Thijssen, 2007;
Mathieu 2007). Mivel a Gal-1 jelentds funkciot tolt be az angiogenezis folyamataban,

tovabba a tumor és a tumor endotél sejtek egyarant magasabban expresszaljak a
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normal endotél sejteknél, ezért megfeleld targetként tekintették a terdpias szerek
alkalmazasahoz.

Az angiogenezis gatlasara Kevin H. Mayo és csoportja szintetizalt egy 33
aminosavbol alldé mesterséges oligopeptidet, az anginexet. Tervezése mas endogén
anti-angiogén fehérjék, mint az interleukin-8, trombocita faktor-4 szekvencidja és

harom dimenzios strukruréja alapjan tortént (Kevin H. Mayo, 2001;Schaft, 2002).
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1.3. abra: Az anginex szerkezete Dr. Martinek Tamas és Hegediis Zsofia alapjan.
A, az anginex szerkezeti rajza, a sargaval jelolt aminosavak a B-redo kialakitdsaban
vesznek részt (Kevin H. Mayo, 2001) B, az anginex oldalnézetbdl az amfifil jellegét

kialakito hidrofob(+) és hidrofil (H) oldallancaival

Az anginex ezekhez a fehérjékhez hasonld B-redd szerkezettel rendelkezik, melynek
jelentéséget tulajdonitanak az anti-angiogén hatasban (I.3. abra). Az in vitro
hatoanyag tesztelés soran kimutattak, hogy az anginex hatasa az aktivalt és tumor
apoptozisanak indukalasan keresztiil (Schaft, 2002).

Késobb ¢élesztd két hibrid rendszer segitségével, anginex kezelt endotél sejtek
kettds festésével, valamint NMR spektroszkopiaval is igazoltdk, hogy az anginex
kovetkeztettek, hogy a Gal-1 az angiogenezist gatldo anginex receptora. Ezért Gal-1

deficiens ¢s vad tipusi egereken is megvizsgaltdk az anginex hatasat. A vad
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tipustiaknal a tumor ndvekedés gatlodott a kezelésre, mig a GAIl-1 knockout egerek
esetében nem fejtett ki hatast a tumor novekedésére, valamint nem befolydsolta az
infiltralé immunsejtek szdmat sem. Ez a bizonyiték arra, hogy a Gal-1 alkalmas az
angiogenezist gatlo terapia célmolekuldjanak, valamint hogy az anginex a Gal-1-en
keresztiil fejti ki ezt a hatasat.

Az anginex in vivo alkalmazasanak optimalizalasara iranyuld vizsgalatok
soran MA148 petefészek karcindma xenograft modellen kimutattak, hogy az anginex
dozis fliggden egyarant gatolja a tumorok novekedését, valamint a mar meglévo

tumorok tovabbi fejlodését (Dings, 2003).
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I1. Célkitiizés

Az erOsen vaszkularizalt tumorok rossz klinikai progndzisa miatt az
angiogenezis gatlasan alapuld6 modszerek kidolgozasa igéretes irdnyvonalat képeznek
a rakterapiaban. Nem elhanyagolhat6o tény az sem, hogy a Gal-1 ndvekvd szintje a
tumorok egyre rosszabb prognézisat eredményezi. Mivel a Gal-1-et a tumor sejtek
¢s/vagy a tumorsztroma elemei is kifejezik, valamint az angiogenezisben is szerepet
jatszik, ezért jo targetként szolgal a terdpias kezelésekhez.

Munkank soran olyan, feltételezésiink szerint a Gal-1 angiogén funkciojat gatlo,
hatéanyag kidolgozésat tiiztiik ki célul, mely értékes jelolt lehet a rakterapidban.

A hatoéanyagokat az SZTE Gyogyszerkémiai Intézetébdl Dr. Martinek Tamas
¢s munkatarsai szintetizaltak meg, mig csoportunk ezek bioldgiai tesztelését végezte.
Kiindulasként az antiangiogén hat4st anginex molekulat vettiik, mely bizonyitottan a
tumor asszocialt erek endotél sejteinek Gal-1-én keresztiil fejti ki hatasat. Az anginex:

= szerkezete alapjan késziiltek el az anginex analdgok, ezek az anginexszel
megegyez0 B-redd struktaraval rendelkeznek, melynek az antiangiogén
hatasban jelentdséget tulajdonitanak

= egy kisebb szakaszat reprezentald mimetikumot is szintetizaltak- ez az anginex
foldamer (AnxF) molekula-, amely annak tdltéseloszlasat reprezentalja, bar

szerkezete €s mérete teljesen eltér az anginexétol.
Célunk volt a megszintetizalt molekulak endotél sejtekre gyakorolt hatdsanak

Osszehasonlitdsa, ezaltal megallapitani melyik a legalkalmasabb a tovabbi kutatasok

folytatasahoz.
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ITI. Anyagok és moédszerek

I11.1. Egér nyirokcsomo sejtek izolalasa

Cervikalis diszlokacioval felaldozott hat-hetes ndstény BALB/c egerek
inguinalis és mezenterialis nyirokcsomoit 10 % magzati borju szérummal (FCS,
Gibco, Invitrogen) kiegészitett RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen) tartalmu petri
csészében homogenizaltuk, majd a sejtszuszpenzidét nagyobb szovetdaraboktol
mentesen atszivtuk egy tiszta Falcon csdbe, majd 50ul sejtszuszpenziohoz 450ul
tripankéket adva Biirker-kamraban megszamoltuk a sejteket. Az allatokkal a hatalyos

jogszabalyoknak megfelelden, allatkisérleti engedéllyel dolgoztunk.

I11.2. A kisérletekben alkalmazott sejtvonalak fobb jellemzoi

SEJTEK
egér | human egér
fiziologias immortalizalt fiz. . emlé
. . melanéma o
sejt sejtek karcinédma
LN blaszt H5V bEnd3 B16/F10 SKMEL-28 HT144 4T1
KRPMI DMEM 10% | DMEM RPMI 10% KRPMI 10% MEM KRPMI 10%
10% FCS FCS 10% FCS FCS FCS 10% FCS FCS

Vizsgalatainkat egér illetve human eredetli tumor sejtvonalakon, illetve egér
immortalizalt endotél sejteken végeztiik. Tovabba annak érdekében, hogy lassuk a
szervezet normal fiziologias sejtjeire milyen hatassal vannak az alkalmazott
hat6anyagok egérbdl izolalt nyirokcsomo sejteket is teszteltiink.

Egér tumorsejtek koziil a B16-F10 melanoma ¢és 4T1 emlé karcinoma sejteket,
valamint az egérbdl izolalt periférids nyirokcsomo sejteket penicillin/streptomicinnel
(100 TU és 100 pg/ml), L-glutaminnal (2 mM) és 10 % 0;jsziilott borju szérummal
(FCS, Gibco, Invitrogen) kiegészitett RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen) szovettenyésztd
médiumban novesztettiik. A H5V sziv kapillaris endotél és a bEnd.3 agyi endotél
sejteket valamint a csontveldi mesenchymalis Ossejteket (MSC) penicillin/
streptomicinnel, L-glutaminnal (2 mM) ¢és 10 % FCS-sel kiegészitett DMEM
médiumban tartottuk fenn. A HT144 human melanéma sejteket pedig az eldz6ekben
leirt modon kiegészitett MEM médiumban. A sejtvonalakat tovabba 5 % CO, -ban 37

°C-on, inkubatorban helyeztiik el a kisérletek ideje alatt.
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I11.3. Proliferacios teszt
A hasznalt sejttipusokbol a kisérlethez megfeleld sejtszam titralds utdn a

kovetkezd mennyiségeket vettiik:

sejtszamok
Sejtek (db)/ lyuk
T-sejtek 3000
H5V 1500
(szivkapillaris endotél)
bEnd.3 1000
(agy1 endotél)
B16/F10 5000
(egér melandoma)
SKMEL-28 1’1*104
(humén melanoma)
(humén melanoma)
4Tl 6000
(egér emld karcindbma)

A kiilonbdzé koncentracioban alkalmazott hatdanyagok hatdsaként a sejtek
proliferacid valtozésat vizsgaltuk XTT moddszerrel, minden koncentracional harom
parhuzamost alkalmazva. A sejteket 96 lyukt Costar sejtteny€sztd lemezen kezeltiik.
Az anginex tesztelését H5V illetve bEnd.3 sejteken, mig az anal6gokkal csak a
masodik sejtvonalon végeztiink vizsgalatot minden esetben 3 napos inkubacids iddvel,
kontrolként pedig a molekuldk oldasara hasznalt DMSO-t (dimetil- szulfoxidot;
Sigma D2650) hasznaltuk.

Az AnxF-t az egyes sejtek esetében 150, 100, 75, 50, és 25 uM-os koncentraciokban
alkalmaztuk 24 Oras inkubaci6 mellett, kontrolként pedig az olddsdra hasznalt
Hepes/NaCl szolgalt, mely 10mM Hepes (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulfonic Acid) és 150mM NaCl ImM-os oldata.

Az inkubdcios 1d0 leteltével 50-50 ul frissen elkészitett XTT-t adtunk a mintakhoz, és
sejttipustol fliggden tovabbi 1-4 oran at inkubaltuk XTT-vel a sejtekkel. Az inkubéacio
alatt a hozzdadott XTT-ben levd tetrazolium s6t a metabolikusan aktiv sejtek
mitokondridlis  dehidrogendzaikkal spektrofotometridsan mérhetd formazanna

alakitjak, amelynek mennyisége aranyos a sejtszammal. Osszehasonlithatova teszi az
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azonos sejtszamokbol kiinduld kisérletek soran tapasztalhaté proliferacio
valtozasokat. Az optikai denzitdsok mérése Thermo / LabSystems Multiskan RC
Microplate Reader-rel 450 nm hulldimhosszon tortént, melynek kezeléséhez EMS Reader

szoftvert hasznaltunk.

I11.4. Statisztikai analizis

Statisztikai szamitdsainkat Microsoft Office Excel (2003) programmal
végeztik el. Kétszeli, kétmintas, egyenld variancidju Student-féle t-tesztet
alkalmaztunk, a szignifikancia szintet a kovetkez6 mdédon hataroztuk meg: * p<0.05,
** p <0.01, *** p <0.001.

IC 50 értek szamitassal azt a hatdanyag koncentracidt hataroztuk meg, amely a sejtek

felénél okozott proliferacid gatlast.

IIL.5. Oldatok készitése
Tripankék oldat sejtszdmolashoz:
0,16 % (w/v) tripankék (Reanal)
0.9 % NaCl desztillalt vizben (Merck)

50ml DPBS készitése
Sml 10x PBS
10ml Milli-Q ioncserélt viz
Smg MgCI2x6H20
6,6mg CaCl2x2H2o0

50ml-ig feltdlteni Milli-Q ioncserélt vizzel méréhengerben

SmM PMS (fenazin metoszulfat)
2mg PMS (Sigma P9625)
1307ul DPBS

XTT oldat
Img/ml XTT (Sigma X4626) oldat készitése DPBS-ben
10 percig 37°C-on inkubalas vizfiirddben
250 uM PMS
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IV. Eredmények

IV.1. Az Anginex gatolja az endotél sejtek proliferacigjat

Az anginex gatld hatasat a sejtek proliferaciojara két egér eredetii endotél
sejtvonalon teszteltiik. A kisérletek soran XTT modzserrel vizsgaltuk a sejtek
osztodasanak valtozasat. A két alkalmazott sejtvonal eltérden reagdlt az anginex
kezelésre.

A szivkapillaris endotél (HS5V jelii) esetében a 100 uM koncentracidban hozzdadott

crcr

2,

1.5 A
N ‘
0

K DMSO 100 Anx 100 uM

OD (450nm)

IV. 1. abra: Az anginex hatasa HSV sejtek proliferacidjara: A harom napos

inkubacié utdn mért parhuzamos mintdk optikai denzitdsainak atlaga, szoérasokkal

feltiintetve.
2,5 -
2 4
2 *k*
= 1,54
[—]
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N
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o
0,5
0 .
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IV.2. abra: Az anginex hatiasa bEnd.3 sejtek proliferacidjara: A harom napos
inkubacié utdn mért parhuzamos mintdk optikai denzitdsainak atlaga, szoérasokkal

feltlintetve. A harom *-gal jelolt érték a t-teszt alapjan p<0,001 szignifikanciat jelent.
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A bEnd.3 sejtek 75 uM-os anginex koncentraci6 mellett 25%-os gatlast mutattak,
mely a t-teszt alapjan szignifikéns (IV.2. 4bra).

A kisérletek soran szembesiilniink kellett azzal a ténnyel, hogy az anginexet
nem tudjuk hatékonyan alkalmazni rossz oldékonysédga miatt. Tovabbi problémat
jelentett, hogy a kisérletekben alkalmazott DMSO oldészer Onmagaban mar
proliferacio gatlast okozott a sejteknél. Az anginex nagy hatranya ezeken feliil, in

vivo rovid féléletideje a peptidazok aktivitasa kovetkeztében.

IV.2. Anginex analdgok tervezése és hatékony alkalmazasa a sejtek

proliferacidojanak gatlasaban

Az anginexnél tapasztalt hatrdnyos tulajdonsagok miatt csoportunk, egyiitt
miitkodésben a Szegedi Tudoméanyegyetem Gyodgyszerkémiai Intézetébdl Dr. Martinek
Tamassal és csoportjaval, olyan anginex analégok kifejlesztését folytatja, melyek
megtartjdk az anginex funkciondlis tulajdonsagait, viszont ellenalloébbak az
enzimaktivitadssal szemben. A Gyodgyszerkémiai Intézetben megszintetizalt
hat6anyagok biologiai tesztelését végzi csoportunk.

A kedvezdbb biologiai hasznosulds céljabol tervezett analogok az anginex szerkezeti
tulajdonsagai alapjan lettek megszintetizdlva. Az anginex [-redOben térben
szomszédosan elhelyezkedd a-aminosav harmasok f-aminosav-ra torténd cseréjével

igyekeztek athidalni a problémat (I'V.3. abra).

%ﬁ( - AAAA

a-aminosav - aminosav

IV.3. abra: a- aminosavak cseréje p-aminosavakra az analogok szintézise soran
A PB-aminosavak eggyel tobb C atomot tartalmaznak gerinclikben, azonban a

helyettesitett o-aminosavakkal megegyez0 oldallancokkal rendelkeznek, ezzel

biztositva, hogy az anginex szerkezetével megegyez6 molekuldkat kapjunk.
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Az 0Osszes B-redOben térben szomszédosan elhelyezkedd aminosav harmas cseréjét

kovetden hat kiilonbozd analdogot kaptunk (IV.4. abra).

H|L

A=
~=l=
[2]

IF DI mmm)  anxFKD
m—  anxLIL
m—  anxKIS
=) anxMVL
K E| =) nxQKE
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IV.4. abra: Az aminosav harmasok cseréjével kapott analégok szerkezete.
Hegedtis Zsofia alapjan. A piros téglalapok jelzik az egyszerre modositott

aminosavakat. Az analogok neviiket a kicserélt aminosav harmasok utdn kaptak.

Az aminosav csere eldnye, azon feliil, hogy az analogok ellendllobbak a protedzokkal
szemben, hogy a - aminosavak szerkezeti eltérése nem bontja meg sem a B-redd
strukttrat, sem az eredeti molekula feliileti téltéseit nem valtoztatja meg.

Az analogok tesztelését az anginex esetében is szignifikdns proliferacio gatlast
mutaté bEnd.3 sejteken végeztiik el 100uM-os hatdéanyag koncentraciot alkalmazva.
A kapott eredmények alapjan az anginex és mindhdrom analdég eredményesen gatolja
gatoltak az anxMVL ¢és az anxQKE analogok, mig az anxVLR az 0Osszesnél
hatékonyabbnak bizonyult. A tovabbi analégok szintézise ¢és tesztelése még
folyamatban van, de az eddig rendelkezésre all6 eredmények alapjan a -aminosav
csere hatékony megoldasnak bizonyult, hiszen a kapott eredmények alapjan nem csak
az in vivo alkalmazasukat konnyitené meg, hanem hatékonyabb molekulak
létrehozasat is lehetoveé teheti. Reményeink szerint az anginex analogok, endotél

sejtekre gyakorolt hatdsuk révén, alkalmazhatoak lehetnek a tumor terapiaban.
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IV.S. abra: Az anxQKE, anxVLR és anxMLV analégok bEnd.3 sejtekre
gyakorolt proliferacio gatlasa. A harom napos inkubacido utan mért parhuzamos

mintak optikai denzitisainak atlaga, szorasokkal feltiintetve.

IV.3. Az anginex foldamer tervezése és eredményes alkalmazasa bizonyos

tumorsejtvonalak proliferaciojanak gatlasara

Az anginex hatranyainak kikiiszobolésének masik megoldasa egy az anginex
alapjan megtervezett mimetikum, az anginex foldamer (AnxF) alkalmazasa. Ez a
moddszer a fehérje alapti gyogyszergyartas 1j eszkoze, az eredeti hatdanyagok fizikai-
kémiai tulajdonsagait utanzd, kisebb ¢€s konnyebben alkalmazhatéo hatéanyagok

létrehozasat teszi lehetové.

IV.6. abra: Az anginex alapjan szintetizalt mimetikum, az AnxF szintézisének

elvi hattere, szerkezeti felépitése. Dr. Martinek Tamas alapjan. Az dbra bal oldalan a
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B-red6 szerkezetli anginex molekula szerkezeti rajza lathatd, a pozitiv (+) €s hidrofob
(H) oldallancok 4ltal kialakitott toltéseloszlas feltlintetésével. A jobb oldalon a

megszintetizalt foldamer molekula szerkezeti rajza a toltéseloszlasok feltiintetésével.

Az AnxF egy nyolc B-aminosavbdl felépiild, az anginex egy kisebb szakaszat
reprezentald molekula, mely az anginex P-redd szerkezetével ellentétben a-helix
szerkezetli, ennek ellenére reprezentélja az anginexre jellemzd amfifil jelleget (IV.6.
abra).

Az AnxF-rel végzett kisérleteink soran 150 - 25 puM -os koncentracio
tartomanyban alkalmaztuk a hatéanyag mennyiségét, majd a 24 6ras inkubécio letelte
utan XTT moédszerrel mértiik a parhuzamos mintak optikai denzitdsat, ezek atlagat
pedig diagramon abrazoltuk (IV.7. abra), kontrolként a foldamer higitasara hasznalt

Hepes/NaCl-ot hasznaltuk.

Aok sk

Aok %k

) * Kk o
1,6 Sk p<0,001

1,4 1
1,2 1
1 4
0,8 -
0,6 -
04 1
02 - -
0] mm

K+Hepes 150uM 100pM 75uM 50uM 25uM
NaCl

OD (450 nm)

IV. 7. abra: A 4T1 sejtek proliferacidjanak gatlasa AnxF-rel. A sejteket 150, 100,
hozzaad4sa utdn az Aatalakitott formazan mennyiséget optikai denzitds méréssel
allapitottuk meg. A diagramon az eredmények atlagat a hozzajuk tartozo szoérasokkal

tiintettiik fel.
Az atlagokbol pedig kiszamitottuk az adott sejtek IC 50 értékét (IV.8. abra), ez

alapjan 6ssze tudtuk hasonlitani a foldamer hatékonysagat a kiilonb6z6 sejtvonalakon

(IV.9. bra).
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IV. 8. abra: IC 50 érték meghatarozasanak bemutatasa 4T1 sejteken

A kiilonboz6 koncentraciokhoz kapott atlag értékeket elosztottuk a kontrolnal
kapottal, majd ezt pont diagramon abrazoltuk, melyre trendvonalat illesztettiink. A
trendvonal egyenletébdl (y=ax+b) behelyettesitve a megfeleld értékeket az IC50=(0,5-
b)/a képletbe, pM-ban megkaptuk az AnxF adott sejtre vonatkozo IC 50 értékét.

Az AnxF tesztelését elsoként az anginexnél is alkalmazott H5V endotél
sejtvonalon végeztiik el, valamint egérbdl izolalt periférias nyirokcsomo sejteken. Az
egy napos kezelést kovetden a nyirokcsomod sejtek, valamint a H5V sejtek esetében
sem tapasztaltunk proliferacié gatlast. Mivel a H5V sejteknél sem az anginexhez
hasonld eredményt kaptuk, ezért egy masik endotél sejtvonalon is megvizsgaltuk
hatasat. A bEnd.3 sejteken elvégzett tesztek sordn azonban jelentds gatlast okozott a
az AnxF is gatolni tudja (IV.9. abra).

A késObbiekben felmeriilt annak a kérdése is, vajon a tumorsejteket gatolja-e a
foldamer, és ha igen milyen mértékben. Ezért eloszor a 4T1 sejtvonalon teszteltiik
hatasat, amelynél jelentds gatlast tudtunk kivaltani a kezeléssel. A 4T1 esetében
kapott eredmény bizakodasra adott okot, ezért tovabbi egér illetve human eredeti
tumor sejtvonalak tesztelését terveztik meg. A késdbbiekben ezért melandoma
sejtvonalakon is elvégeztiik a kisérleteket. Mig a B16/F10 ¢s az SKMEL-8 esetében
nem tapasztaltuk a remélt hatast, addig a HT144 -nél hatékony volt szintén a kezelés

(IV.9. dbra).
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IV.9. abra: A kiilonbo6z6 sejtek IC 50 értékei

A foldamer, eddigi vizsgélatainak eredményei alapjan, mindenképpen elonyos
tulajdonsaga, hogy nem fejt ki proliferdcid gatld hatast a periférias T-sejtekre. A
tumor sejtvonalak esetében a 4T1 sejtekre volt a leghatékonyabb gétld hatassal, de a
HT144 human melanoman is igen eredményesnek bizonyult. Ezek alapjan
bizakodasra ad okot, hogy a foldamer bizonyos tumor tipusok esetében, mint a 4T1,

¢s a HT 144 célzottan tumor specifikus kezelések kifejlesztésére alkalmas lehet.
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V. Osszefoglalas

A rékkutatas eddigi eredményei alapjan a tumor angiogenezis gatldsan alapul6
hatdéanyagok kifejlesztése igéretes irdnyvonal a terapids kezelések kifejlesztésehez.
Mivel a tumor szdveti elemei fokozottan expresszaljak a Gal-1 fehérjét, valamint
nagymértékben hozzajarul a tumorok fejlddéséhez, ezért jo targetként szolgalhat az
antiangiogén hatdanyagok szamara. Ezek alapjan az angiogenezist célzd mesterséges
hat6anyagot, az anginexet, fejlesztették ki, mellyel sikeresen gatoltdk a tumorok
fejlédését in vitro és in vivo kisérletekben egyarant. Késébb bebizonyitottdk, hogy az
faktorok altal aktivalt endotél sejtek osztodasat, igy akadalyozva 0 erek kialakulasat.

A csoportunk altal elvégzett in vitro anginex kezelések a bEnd.3 sejteken
igazoltak az irodalomban kozolt adatokat, miszerint az anginex gatolja az endotél
sejtek proliferaciojat. Azonban azzal a problémaval szembesiiltiink, hogy az anginex
old4dsahoz hasznalt DMSO 6nmagaban is gatolja a sejteket, valamint az anginexet
nem tudtuk hatékonyan alkalmazni rossz oldékonysaga miatt.

Az anginex esetében problémat jelent in vivo rovid féléletideje (a szervezetben
talalhatd peptiddz aktivitds miatt), ezért olyan anginex analogok kifejlesztését
folytatjuk, melyek megtartjdk az anginex funkcionalis tulajdonsagait, azonban
ellenallébbak az enzimaktivitdssal szemben. Az analogok szintézisét, illetve bioldgiai
tesztelését a Szegedi Tudomadnyegyetem Gyogyszerkémiai Intézetébdl Dr. Martinek
Tamas csoportjaval egytittmiikodésben végeztiik. Az anginex B-redd strukturajaban
elhelyezkedd o-aminosavak B-aminosavra torténd cseréjével hat kiilonbozé analog
megtervezése tortént, melyek koziil harmat bioldgiai tesztnek is aldvetettiink. Az
anginex, €s a harom analég (anxQKE , anxMVL, anxVLR) hatasat bEnd.3 sejteken
vizsgaltuk. Mindegyik gatlo hatast mutatott a proliferdciora, azonban az anxVLR
bizonyult a leghatékonyabbnak. Ezek alapjan az aminosav csere nem csak az in vivo
alkalmazasukat konnyitené meg, hanem hatékonyabb molekulak 1étrehozasat is
lehetové teheti. Az endotél sejtekre gyakorolt hatdsuk révén gatolni lehet a tumorok
novekedését in vivo, mely hatast tovabb erdsitheti, ha tumorsejteket kozvetleniil
targetalod kemoterapias szerekkel egyiitt kombinalt terapidban alkalmazzuk.

Egy masik lehetdség a hatékonyabb molekuldk tervezésére a mimetikumok

hasznélata, melyek az eredetinél kisebb és konnyebben alkalmazhaté molekuldk,
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valamint az eredeti hatdanyag fiziko-kémiai tulajdonségait utanozzak. Az anginex
alapjan ezzel a modszerrel megszintetizalt ilyen mimetikum az AnxF. Ez a molekula
az anginex egy kisebb szakaszat reprezentalja, valamint amfifil jellegét. A foldamerrel
végzett kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy nincs gatlo hatdssal a periférias T,
valamint a H5V sejtekre, azonban a bEnd.3-ra igen. Tumor sejtvonalak tesztelése utan
az 1s nyilvanvaldva valt, hogy mig bizonyos tumor sejteknél (B16/F10, SKMEL-28)
csak nagyobb koncentracioban hatékony, addig masok (4T1, HT144) osztodasat mar
kisebb koncentracidban is gatolja. Ezeknél a tumoroknal alkalmas lehet akér a tumor

specifikus kezelések kifejlesztésére.
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