&
/i ’O
1QCOBRC
WOC

@

A NEUROVASZKULARIS EGYSEG SZEREPE AZ AGYI
METASZTAZISOK KIALAKULASABAN

Ph.D. tézis

Mészaros-Molnar Kinga

Témavezetd: Wilhelm Imola M.D., Ph.D.

Elméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola, Szegedi
Tudomanyegyetem, Szeged

Biofizikai Intézet, Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Szeged

Neurovaszkularis Egység
Kutatdcsoport




1. Bevezetés

Az agyban kialakul6 tumorok donté tobbsége tiid6- vagy
emlOokarcinomabol, illetve melanémabol szarmazo attét. Az emldkarcindma
esetében az agyi lézidk kialakulasa els6sorban a tripla negativ (6sztrogén receptor
(ER), progeszteron receptor (PR), human epidermalis ndvekedési faktor (Her2)
negativ), illetve a Her2-taltermel6é altipusokra jellemz6. A tripla negativ
emldkarcinéma (triple negative breast cancer (TNBC)) nagyon rossz prognozissal
bir, a betegek tobbségénél agyi metasztazisok alakulnak ki, melyek a korai
elhalalozasért teheték feleléssé. Mivel az agyi metasztazisok prognozisa
kiemelkedden rossz, igy a kialakulasukban résztvevd folyamatok feltarasa nagy
jelentdséggel birna. A vér-agy gat (blood-brain barrier (BBB)) jelenléte, a
tumorsejtek heterogenitasa és plaszticitasa, illetve az agyi metasztatikus sejtek
egyedi molekularis tulajdonsagai mind hozzajarulnak a masodlagos agyi tumorok
kedvezétlen kimeneteléhez és a rendelkezésre allo terdpiak korlatozott
hatékonysagahoz. A neurovaszkularis egység (neurovascular unit (NVU)) egy
relative Uj fogalom az idegtudomanyban, mely az agyi sejtek és a kozeliikkben 1évo
erek szoros kapcsolatat jellemzi. Az NVU-t a szoros kapcsolatokkal egybekotott
agyi endotélsejtek, az éket borito pericitak, a gliasejtek és a neuronok alkotjak. A
sejtes alkotdelemeken feliil a bazalis membran szintén egy fontos elem, mely segit
fenntartani a BBB integritasat. A metasztazisképzeshez a tumorsejteknek le kell
valniuk az elsddleges tumorr6l, be kell jutniuk a vér- vagy nyirokkeringésbe
(intravazécio), el kell jutniuk a celszervbe és tul kell élniitk az idegen
mikrokdrnyezetben. Az agyi metasztazisképzes kezdeti Iépesei megegyeznek a
nem agyi attetek kialakuldsaval, ugyanakkor a metasztatikus sejtek és az NVU
komplex interakcioi nagyon egyedi tulajdonsagokkal ruhazzak fel az agyi
tumorokat.

2. Célkitiizések

Kisérleteink soran szerettik volna megismerni az NVU-t alkotd sejtek
valaszat a metasztatikus sejtekre. Elésorban a pericitakra koncentraltunk, mert
ezek azok a sejtek, melyeknek tumorsejtekkel vald interakcioirdl a legkevesebb
informacio all rendelkezésiinkre. Foként a TNBC sejteket vizsgaltuk, ugyanis ez
a legagresszivebb és legsikeresebb attétképz6 emlékarcinoma altipus, raadasul az
agyi metasztazisok toébbsegéért is felelds.



Korabbi vizsgalataink azt mutattak, hogy a melanomasejtek a paracellularis
utvonalat hasznaljak az agyi parenchimaba torténd invazidjuk soran, ezért ezeket
a sejteket hasznaltuk viszonyitasi alapnak.

In vitro és in vivo modszerekkel, tovabba human mintakat hasznélva az alabbi
célokat ttiztiik ki:

e Megvizsgalni, hogy az emlbkarcinoma sejtek milyen transzmigracios

utvonalakat hasznalnak (paracellularis vagy transzcellularis utvonal).

e Megérteni az agyi endotélsejtek és a TNBC sejtek interakcioit.

e Kideriteni, hogy a metasztatikus TNBC sejtek attorik-e a glia limitans
perivascularis-t, és feltarni a tumorsejtek és az asztrocitak kapcsolataiban
szerepet jatszo () folyamatokat.

e Felmerni a pericitdk szerepét a tumorsejtek adhéziojaban és

e Megvizsgalni a pericitak altal felszabaditott inzulinszerli novekedési
faktorok (insulin-like growth factor (IGF)-ek) szerepéet a TNBC sejtek agyi
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3. Eredmények

3.1. A metasztatikus tumorsejtek és az agyi endotélsejtek
interakcioi

Az agyi metasztazisok kialakulasa nagyban fugg attol, hogy hogyan képesek a
tumorsejtek atvandorolni a szervezetiink legszorosabb endotelialis gatrendszerén,
a BBB-n. Az agyi endotélsejtek szerepérdl a tumorsejtek kbzponti idegrendszerbe
Vizsgalataink soran arra kerestik a valaszt, hogy a TNBC sejtek a kordbban a
melanomasejteknél leirt paracellularis Utvonalat (az endotélsejtek kdzotti szoros
kapcsolatokon keresztiil) vagy a transzcelluléris (endotélsejteken keresztiili)
utvonalat részesitik elényben a atvandorlasuk soran.

El6szor in vitro transzmigracios kisérleteket végeztiink, ahol konfluens agyi
endotésejtek rétegére helyeztiink melandma- illetve eml6karcindma sejteket, €s
transzmisszios elektronmikroszkdppal 6Gsszevetettiik a diapedezisiket. Egyutt
tenyéesztésik sordn 8 dra utan szamos letapadt tumorsejtet észleltiink, foként az
endotélsejtek kdzotti szoros kapcsolatok kdzelében. A tumorsejtek kdrnyezeteben
filopddium-szerti endotelialis nyulvanyokat figyeltiink meg, melyek részlegesen
befedték a tumorsejteket. Az emlékarcindma sejtek esetében szamos alkalommal



lattunk egész sejtet beboritd endotelidlis nyulvanyokat, amelyek mintha
bekebeleznék a tumorsejteket.

El6zetes megfigyeléseink alapjan a melandmasejtek kizarolag paracellulérisan,
tehat az endotélsejtek kdzotti szoros és adherens kapcsolatokon keresztil jutnak at
az endotélsejteken. Ezt az utvonalat az emlékarcindma sejtek is kihasznaltak,
ugyanakkor esetiikben megfigyeltik a transzcellularis—endotélsejteken
keresztlli—atvandorlasi modot az endotélsejtek apikalis oldala feldl a
bazolateralis oldal felé (1. 4bra).
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1. dbra: Az emlékarcinoma sejtek transzcellularis migracioja. Tripla negativ emlOkarcindma sejteket
helyeztiink konfluens primer patkany endotélsejtekre, majd a tenyészeteket 8 ora elteltével fixaltuk. Az
abran transzmisszios elektronmikroszkopos sorozatképek Iathatok egy atvandorlo eml6karcindma sejtrol.
A nyilak az endotélsejtek kdzotti junkciokat jel6lik. ES = endotélsejt

In vitro eredményeinkkel megegyezett az a megfigyelés, miszerint az
emlékarcindma sejtek in vivo is transzcellularisan vandoroltak at a tumorsejtekkel
beoltott egerek agyi kapillarisain. Kimutattuk, hogy az emldkarcinoma sejtek
napokig az agyi mikroerekben maradtak és az atvandorlasuk kozben az
interendotelialis  junkcidkat sértetlenil hagytdk, melyet a tumorsejt
szomszédsagaban 1év6 folytonos klaudin-5 festés jelzett.

A TNBC sejtek atvandorlasa soran szamos, endotélsejtben végbemend valtozast
figyeltink meg, tobbek kozott in vitro apikélis nydlvanyképzédéseket €s a
transzmigracio kezdeti szakaszaban létrejové klaudin-5 immunpozitiv membran



blebeket. Tovabba, miutdn 24-48 orat toltottek az agyi mikroerekben, az
emlékarcindma sejtek érdsszehuzddast es endotelidlis dugd kialakulasat okoztak.
Ezaltal a tumorsejtek az elakadasi helyikhdz viszonyitott mindket irdnyban
elszigetelodtek a keringéstl. Konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk, hogy a
kialakult dugdkat az endotélsejtek sejtmagja hozta létre, amelyek az érlumenbe
tiremkedtek be. Erdekes modon ezek a dugok nem sejtosztddas, hanem
endotelialis atrendez6dés révén keletkeztek. A tumorsejtek vérkeringéstdl valo
izolalasanak szamos kovetkezménye lehet a metasztatikus folyamatokra,
amelyek elsésorban a tumorsejtek védelmét biztositjak egyrészt a nyiroerdkkel,
masrészt és az immunsejtekkel szemben.

A tumorsejtek endotéliumon vald atvandorlasa gyakran egyltt jart a
metasztatikus sejtek és/vagy az endotélsejtek holyagosodasaval. Ez a folyamat a
néhany extraluminalis endotelidlis bleb megjelenésétdl egészen az intenziv
vakuolarizacioig terjedt, es ezek a folyamatok minden esetben a tumorsejt
jelenléténez kotddtek. Erdekes modon még a sulyos endotelialis holyagosodas is
visszafordithato allapotnak bizonyult, és 1-2 nappal késébb, miutan a tumorsejt
befejezte az dtvandorlasat, az erek teljesen visszanyerték eredeti szerkezetiket.

Azt is megfigyeltiik, hogy az endotelialis dugdk kialakulasaban résztvevo
endotélsejtek N-kadherin pozitivak voltak, mig a tobbi endotelsejt és a TNBC
sejtek is mind N-kadherin negativak voltak. Ezzel ellentétben melandmasejtek
esetében az N-kadherin részt vett az endotélsejtekhez valo kapcsolodasukban
mind az agyban, mind a periférian. Hasonldképpen, melanomasejtek és agyi
endotélsejtek tenyészetében fokozodott az N-kadherin expresszioja a melanoma-
melandéma és melandma-endotélsejt kontaktusoknal. Ugyanakkor nem talaltunk
detektalhaté mennyiségii N-kadherint az eml6karcindma sejtek és endotélsejtek
vegyes tenyészetében. Mindez arra utal, hogy az N-kadherin nem vesz
kozvetlenll részt az emlékarcindma sejtek atvandorlasaban az agyi endotélsejtek
rétegen.

3.2. A metasztatikus tumorsejtek és az asztrocitak kozotti
kolcsbnhatasok

Az endotélsejteken Kkivil az asztrocitdk szintén aktiv résztvevoi a
tumorsejtekre adott valaszreakcioknak. Az azonban nem volt ismert, hogy az
immunsejtekhez hasonloan az emlékarcindma sejtek képesek-e athatolni az
asztrocita vegtalpak altal alkotott glia limitans perivascularis-on, vagy azonnal
letaszitjak 6ket az erekrél, mihelyst atjutottak az endotélsejteken. Kisérleteinkkel
igazoltuk, hogy 4T1-tdTomato TNBC sejtekkel oltott egerekben az
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emldkarcindéma sejtek az endotéliumon valo atjutasuk utan rogton attortek a glia
limitans perivascularis-on is. Ezt bizonyitotta az aquaporin-4 (AQP4)
immunpozitiv asztrocita végtalpak jelenléte az endotélsejtek és a tumorsejtek
kdzott. Késébb azonban, a metasztatikus 1éziok novekedésével a tumorsejtek
Kiszoritottak az asztrocitakat a tumormasszabdl (2. A abra). Ezzel egyidében a
reaktiv asztrocitdk visszahlztak a végtalpaikat az erekrdl, majd beboritottak vele
a tumorok felszinét (2. A abra).

A metasztazisok kialakulasa soran a peritumoralis asztrocitak reaktiv
fenotipusra valtanak. A TNBC agyi metasztazisainak korai predikcidjara iranyuld
korabbi biomarker kutatasunk soran azonositottunk egy Uj, asztrocita
aktivaciohoz kotheté molekulajelOltet, a myocyte enhancer factor 2C nevii
transzkripcios faktort (MEF2C). Ehhez TNBC sejtekkel beoltott egerek
verplazméajabdl 0j generécios szekvenalast vegeztiink és azt talaltuk, hogy a miR-
802-5p és a miR-194-5p szintjének csokkenése az attetképzes egy korai
esemenye. Megvizsgalva ezen miRNS-ek célfehérjéit kimutattuk, hogy a MEF2C
mindkét miRNS célpontja lehet, melyet negativan szabalyoznak. Modelliinkben
a tumorsejteken kivil kizarélag a peritumoralis asztrocitdkban figyeltik meg a
MEF2C expresszidjat, de a tumortol tavol esé gliasejtekben nem, ami arra utal,
hogy a MEF2C-nek fontos szerepe lehet a tumorsejtek és az asztrocitak kozotti
kommunikacidban (2. B abra).

2. abra: Az emlékarcindma sejtek interakcioi az asztrocitakkal. (A) Az AQP4-pozitiv asztrocita
végtalpak fokozatosan visszahizddnak az erekr6l a tumormassza felszinére. Tdtomato-4T1 egér TNBC
sejteket (piros) injektaltunk egerekbe. Az abran konfokalis mikroszkoppal készitett z-projekcio lathato
10 nappal a tumorsejtek beadasat kovetden egér agyban. A nyilak az ereket koriilvevé AQP4-et jelolik,
a szaggatott nyilak az AQP4 hidnyat, mig a nyilhegyek a tumor felszinén 1év6 AQP4-et mutatjak. (B)
MEF2C expresszié a peritumordlis asztrocitdkban. Az abran konfokalis mikroszkoppal készitett z-
projekcio lathatd 4T1 tumorsejttel beoltott egerek agyaban. A nyilak MEF2C-pozitiv peritumoralis
asztrocitakat jeldlnek, mig a szaggatott nyilak tavoli, MEF2C-negativ asztrocitakat.
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3.3. A metasztatikus tumorsejtek és az agyi pericitak in vivo és in
vitro direkt interakcioi

Széles korben ismert tény, hogy miutan a tumorsejtek atjutnak a BBB-n,
interakcioba lépnek az NVU sejtjeivel, amelyek kozul a pericitak szerepérol
tudunk a legkevesebbet. Arra a megfigyelésiinkre alapozva, miszerint a
tumormasszaban elhelyezked6 endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok
megmaradnak akkor is, amikor az asztrocita végtalpak mar visszah(zodtak, azt
feltételeztuk, hogy a pericitdk er6s kapcsolatban maradnak az endotélsejtekkel.
Ezt tamasztja ala, hogy a TNBC sejtekkel beoltott egerek agyaban 7 nap utan
vérlemezke eredetii ndvekedési faktor receptor  (platelet derived growth factor
receptor 3 (PDGFRp))-pozitiv pericitakat figyeltink meg a metasztatikus
1éziokban 1évd kapillarisokon. Human TNBC agyi metasztazisokban a PDGFR3-
pozitiv perivaszkularis sejtek egy vagy tobb rétegben hataroltak a sztromalis
ereket. Ezenkiviil talaltunk olyan pericitaszerii sejteket, melyek expresszaltak a
pericita specifikus markereket (a PDGFRp-t és CD13-at), de ezek a sejtek nem
az ereken fordultak el6, hanem fOként a nekrotikus zondk koézelében, a
tumorsejtek kézott helyezkedtek el.

Mindezek alapjan azt feltételeztiik, hogy a tumorsejtek és a pericitak kozotti
direkt kapcsolatok fontos szerepet jatszhatnak az agyi metasztazisok
kialakulasaban. Ezért elsoként egy olyan modellt dolgoztunk ki, melynek
segitségével figyelemmel tudtuk kovetni a pericitdk és a metasztatikus sejtek
kozotti kontaktusokat. Ehhez pericitdk vagy mas NVU sejtek tenyészeteihez
adtunk tumorsejteket. Az emlékarcindma sejtek szinte kizardlag a pericitakra
tapadtak ki, mik6zben szabadon hagyték a sejtmentes feliileteket a sejttenyésztd
felszin bevonatatdl fuggetlenul. Ezzel szemben, amikor az emdkarcindéma
sejteket endotélsejtekre szélesztettiik, akkor els6sorban az endotélsejtek kozotti
szabad terlletekre tapadtak le, mig az asztrocitak eseteben a direkt kontaktusok
szdma magasabb volt, mint az endotélsejteknel, de kevésbé kifejezett, mint a
pericitaknal. Ezzel ellentétben a melanomasejtek legnagyobb szamban a szabad
terliletekre tapadtak le, mely fliggetlen volt attol, hogy milyen sejttipussal voltak
egydtt tenyésztve.

Mindezek utan megvizsgaltuk, hogy az emldkarcindoma sejtek kepesek-e az
agyi pericitak felé vandorolni. In vitro modelliinkben a karcindma sejtek sokkal
aktivabban vandoroltak a pericitdk felé, szignifikansan nagyobb tavolsagot
megtéve, mint az endotélsejtek felé. Amikor joval nagyobb szabad teriletet, tobb
mint 1 cm-t hagytunk a tumorsejtek és a periciték, illetve endotélsejtek kozott, a



tumorsejtek akkor is a pericitdk felé vették az irdnyt. Néhany nap elteltével
sz&mos, nagy emlOkarcinoma sejtkoloniat lehetett megfigyelni a pericitak kozott.
Ezzel ellentétben az endotélsejtek irdnyaban csak szdrvanyosan jelent meg
néhany tumorsejt. Ezen eredmények alapjan ugy gondoltuk, hogy a pericitak
szekretdlt ~ faktorok felszabaditdsdn  keresztil — kommunikalhatnak a
tumorsejtekkel. Ezért tenyésztémédiumot kondicionaltunk agyi pericitadkon, hogy
megvizsgalhassuk ezen faktorok neoplasztikus sejtekre gyakorolt hatasat.

3.4. A pericitak hatasa a tumorsejtek adhéziojara

Elséként olyan adhézids vizsgalatokat végeztiink, ahol emldkarcindma és
melanomasejteket helyeztiink kontroll, illetve pericita-kondicionalt médiumba. A
pericita-kondicionalt médiumban mind a human, mind az egér tumorsejtek sokkal
gyorsabban tapadtak le és nyultak ki, mint a kontroll tapfolyadékban, és ez a hatas
nagyon erételjes és szignifikans volt.

A pericita-kondicionalt médium nagyfoku adhézi6 fokozd hatasara
magyarazatot adhat az, hogy a pericitak az asztrocitdkhoz hasonléan nagy
mennyiségl [V-es tipusu kollagént és fibronektint szabaditanak fel. Ezenfeliil a
foszforilalt fokalis adhézios kinaz és Src szintje is megndvekedett a pericita-
kondicionalt médiumnak Kkitett tumorsejtekben, ezzel is jelezve az adhezid
fokozodéasat, mely hatas kivédheté volt a specifikus Src inhibitor, a PP2
hasznélataval.

3.5. A pericitéak hatasa a tumorsejtek proliferaciojara

Kovetkez6 Iépéskent megvizsgaltuk, hogy a pericitdk hogyan befolyasoljak a
tumorsejtek szaporodasat. Ehhez nyomon kovettlk a pericitak proliferacidjat a
pericitak altal felszabaditott faktorok hidnyaban, illetve jelenlétében. Négy nap
elteltével szignifikansan tobb emldkarcindoma sejt volt a pericita-kondicionalt
médiumban, mint a kontrollban (3. abra). Ez mind human, mind egér modellben
megfigyelhetd volt. Ezzel szemben a melandmasejtek szaporodasara nem voltak
hatassal a pericitak altal szekretalt faktorok.
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és Bonferroni post-hoc teszt).

Ezzel egyitt a ciklin D1 expresszidja is megemelkedett a pericita-kondicionalt
mediummal kezelt human ¢és egér emlbkarcinoma sejtekben, de a
melandémasejtekben nem.

Azt is megfigyeltik, hogy amellett, hogy megnétt a TNBC sejtek proliferacioja
a pericita-kondicionalt mediumban, a sejtek disszocialtabbak lettek, vagyis
kevesebb kapcsolat maradt kozottiik. Ezzel egyidében az E-kadherin expresszio
is szignifikansan csokkent ezekben a sejtekben. Ez azt jelzi, hogy azon felul, hogy
a pericitak eldsegitik a felszinhez val6 adhéziot, képesek gatolni a sejtek kozotti
adhéziokat és az E-kadherin expresszidjat, igy az emldkarcinoma sejtek
migraciosan aktiv, invaziv fenotipust vehetnek fel, mely az epitelialis
fenotipusrol a mezenchimalisra valtd sejtekre jellemzo.

3.6. Az agyi pericitak altal felszabaditott IGF-ek szerepe a
tumorsejtek proliferaciojaban

Ahhoz, hogy meghatarozhassuk, hogy mely pericita eredetti faktor felelds a
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Igf2 mMRNS expresszioja az NVU sejtjei kozul a pericitakban volt a legmagasabb.
A pericitak 1gf2 mRNS expresszidja egér agyban 487,25-sz6r magasabb volt az
endotélsejtekéhez képest, és 86,62-szer nagyobb, mint asztrocitakban. Az
altalunk hasznalt human és egér pericitakban nem csak az 1gf2, hanem az Igfl
mRNS is jelen volt. Ugyanakkor az Igf2 szintje magasabb volt, mint az Igfl
szintje, és ez az arany kifejezettebb volt a human sejtekben. Az egér asztrocitak
nagyon kevés Igfl és Igf2 mRNS-t fejeztek ki, mig a human asztrocitakban
magasabb volt a szintjik, mint a tumorsejtekben, de meg igy is kevesebb, mint a
pericitakban.

Ezek az adatok késébb fehérje szinten is bizonyitast nyertek ELISA
hasznalataval. A human pericitdk tobb, mint 1000 pg/ml IGF2-t szekretaltak,
amil100000 sejtre nezve 100 pg-nak felelt meg, mig az asztrocitak szignifikansan
kevesebbet (< 200 pg/ml, < 40 pg/100000 sejt). Az IGF1 szint mindkeét
sejttipusnal az 1,95 ng/ml-es detekcios kiszob alatt volt. Immunfluoreszcens
festéssel kimutattuk, hogy egészseges human agyban az IGF1 és IGF2 fehérje
jelen van a CD13-pozitiv pericitdkban. Az IGF1 megjelent nehany CD13-negativ
sejtben is, valoszinlileg az asztrocita végtalpakban, mig az IGF2 kizéarolag
pericitakban expresszalodott. Human TNBC agyi metasztatikus mintakban az
IGF1 és IGF2 expresszi6 a perivaszkularis sejtekre korlatozodott (4. abra).

Az 1-es tipusu inzulin-szerti novekedési faktor receptorhoz (IGF1R) kétédve
az IGF-ek szerepet jatszanak a normal és a neoplasztikus sejtek tulélésében és
szaporodasaban. Ez alapjan megvizsgaltuk, hogy a periciték altal szekretalt IGF-
ck feleldsek-e az emlékarcindma sejtek megnovekedett proliferaciojaért. Ehhez
egy szelektiv IGF1R inhibitort, a pikropodofillint (PPP) hasznaltuk, mely
blokkolja az IGF1R-t, viszont az inzulin receptorra nincs hatassal, és ragcsaloknal
alacsony toxicitast mutat. Amennyiben a pericita-kondicionalt médiumhoz PPP-

7y

kontroll szintre human és egér modellben (3. B &bra).

A pericitak altal szekretalt IGF2 proliferacio fokozo szerepének tovabbi
igazolasa céljabol csendesitettik az Ifg2 gént a pericitdkban, majd az ezekrdl a
sejtekrél  gyajtott, kondicionalt médiumot hasznéltuk a proliferacios
modellinkben. Az 1gf2 csendesitett pericitdkrol szarmazo kondicionalt
médiumban az emldkarcindma sejtek proliferacioja a kontroll szinthez, illetve a
PPP kezelt szinthez hasonlé mértékii volt.

Az emlOkarcindma sejtekkel ellentétben a melanomasejtek proliferaciojaban
nem okozott valtozast a PPP. A melandmasejtek IGF-ekkel szembeni
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rezisztenciaja részben az Igf2R expresszidban valo kilénbséggel magyarazhato,
hiszen az IGF2R-hoz koétédve az IGF2 lizoszomalisan lebomlik.

Normal human agyszovet

Sejtmagok (Hoechst) + IGF2 Sejtmagok (Hoechst) + pericitak (CD13)

Human TBNC agyi metasztazis

4. dbra: Az IGF2 eloszldsa normal és metasztatikus human agymintakon. (A) Reprezentativ
immunfluoreszcens képek az IGF2 és CD13 kolokalizaciojarol egészséges human agyszovetben. (B)
Reprezentativ immunfluoreszcens képek az IGF2 és CD13 kolokalizacidjar6l human TNBC agyi
metasztazisban.

Mivel a PPP atjut a BBB-n, igy in vivo is meg tudtuk vizsgalni az IGF-ek
hatasat a TNBC agyi metasztazis képzéseben. A PPP agyi metasztatikus sejtek
proliferaci6jara  gyakorolt  hatdsdnak  teszteléséhez, a  tumorsejtek
extravazaciojanak befejeztével (a tumorsejtek beoltasat kovetd 5. és 6. napon)
keriilt sor az egerek PPP kezelésére. Az eredmenyeink tisztan mutatjak, hogy a
PPP gatolta az emlOkarcindma sejtek proliferaciojat egér agyban. A
tumorsejtekkel kitoltott teruletek szignifikansan, tébb, mint 2,5-szer kisebbek

voltak az IGF1R inhibitorral kezelt allatokban, mint a kontrollokban (5. abra).
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kontroll PPP

100 pm

5. abra: Az IGF szerepe az emlékarcinoma sejtek proliferaciojaban in vivo. Reprezentativ
konfokalis mikroszképos képek kontroll és PPP-vel kezelt allatok parietalis agyi régiéjabol 8 nappal a
tdTomato-4T1 sejtek beoltasat kévetben.

Az IGF szignalizaci6 részt vesz a normal és a rakos sejtek ndvekedesében és
talélésében. Az IGF1R megnovekedett expresszidja és aktivitasa az
emldkarcindma mellett szamos mas tumortipusban is megfigyelhetd, mely
hozzéjarul a fokozott proliferaciohoz, attétképzeéshez eés a kemoterapiaval
szembeni rezisztencidhoz. Ezért az IGF tengely gatlasara iranyuld kezelések
Klinikai vizsgalat kudarcot vallott, és masokat a tesztelt vegyuiletek toxicitasa
vagy alacsony hatékonysadga miatt félbe kellett szakitani, siirgetévé valt a
prediktiv biomarkerek azonositdsa a potencialisan reagald betegcsoportok
meghatarozdsara. Mindazonaltal az agyi metasztazisokat nem vizsgaltak
Kifejezetten az IGF2-t célzo klinikai vizsgalatokban, bar kisérleti modellekben
Kimutattak, hogy az IGFIR gatlasa csokkenti az emldrak agyi attétek
kialakuldsat. Ugyanakkor az I. fazisi Kklinikai vizsgalatok primer
agydaganatokban szenvedd betegeknél azt mutattak, hogy a PPP (AXL1717) jol
toleralhato és nincsenek jelent6s mellékhatasai.

Vizsgalataink az IGF-tengely gatlasdnak fontossagat igazoljak, és felvetik
annak a lehetéségét, hogy ez potencidlis terapias stratégiak alapjait képezheti agyi
attetekben. Ez a felfedezés azért tinik kiilondsen igéretesnek, mert létezik egy
olyan vegyilet (PPP/AXL1717), amely az IGF1R-on magas szelektivitassal
rendelkezik, és amelynek nemcsak alacsony a toxicitasa, de a BBB-n is atjut. Ez
nagy elény, mivel a BBB jelenti a legnagyobb akadalyt a KIR-t célzo
gyogyszerek Kifejlesztésében.
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4.  Osszefoglalas

Az agyi metasztazisok olyan, az életet veszélyezteté rosszindulatu
elvaltozasok, melyek melandmabdl, emlbékarcindmabdl és egyéb tipusu
tumorokbdl szarmazhatnak. Az agyi attétek rossz kimenetele nagyban fiigg az
NVU sejtek altal kialakitott mikrokdrnyezettél, am a masodlagos tumorok KIR-
ben val6 kialakulasarol keveset tudni. In vivo és in vitro modszerekkel, tovabba
huméan mintadkat felhasznalva olyan 0j mechanizmusokat irtunk le az agyi
metasztazisokban, amelyekben az endotélsejtek, az asztrocitak és a pericitak is
egyértelmiien érintettek.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az endotélsejtek aktivan részt vesznek a
tumorsejtek agyba torténd vandorlasaban. Egyrészt az agyi endotélsejtek
filopodium-szerti nyulvanyokkal veszik koril a tumorsejteket. Masrészt az
endotélsejtek a hajszalerekben elakadt, még nem atvandorolt tumorsejteket
elzarjak (védik) a keringést6l. Ugyancsak bizonyitottuk, hogy a melandmasejtek
kizarélag a paracellularis transzmigracios atvonalat valasztjadk, mig az
emldkarcindma sejtek képesek transzcellularisan is atjutni az endotélsejteken.

Miutan atjutottak az endotéliumon, a karcinébma sejtek attorik az asztrocita
végtalpak altal alkotott glia limitans perivascularis-t. Amint a tumorsejtek
elkezdenek osztodni az agyi parenchimédban, bekebelezik a mar meglévd ereket
az endotélsejtekkel és a pericitakkal egydtt, mikézben az asztrocita végtalpakat
letaszitjak az erekrdl a tumor felszinére.

Az emlOkarcindma agyi metasztazisképzésének kezdeti szakaszaban a keringo
mindkét mMIRNS targetjének, a MEF2C-nek az emelkedett expresszidjat
tapasztaltuk a tumorsejtekben és a peri-tumoralis asztrocitakban is, mely szerepet
jatszhat a metasztatikus sejtek és a glidk kommunikacidjaban.

Elsoként bizonyitottuk azt is, hogy a pericitak erdteljes pro-metasztatikus
hatassal rendelkeznek. A pericitdk szamottevé kemoattraktans hatasdnak
koszonhetéen az emlékarcindma sejtek aktivan vandorolnak iranyukba, és direkt
kapcsolatokat alakitanak ki velik. Azaltal, hogy nagy mennyiségii extracellularis
matrix fehérjét termelnek, a pericitdk képesek mind a melanéma-, mind az
tumorsejtek kizardlagos perivaszkularis novekedésében. Ezenfelll igazoltuk,
hogy a pericitak altal felszabaditott IGF2 szignifikdnsan néveli a mellrdksejtek

= s
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