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1. BEVEZETES

Peritonealis tumorok 6rszem nyirokcsomoi

Napjainkban a fejlett diagnosztikai és terapids eljarasok ellenére a metasztazisok
a daganatos megbetegedésekkel Osszefliggd haldlozasok nagy aranyat teszik ki,
illetve ez a komplex folyamat a tumorbiologia legkevésbé megértett aspektusa.
Dagnatos attét kialakulasdhoz a tumor sejtnek le kell valnia az els6édleges tumor-
bol, és be kell 1épnie a vér-vagy nyirokkeringésbe. Ezt kovetden extravazacio altal
a tumor sejt a kapillarisokbdl kilépve a tavoli szervbe jut, és osztdédni kezd. A
metasztazisrol a mag-talaj hipotézis révén bebizonyosodott, hogy szabalyozott
folyamat, vagyis a tumor sejt és tavoli szerv kdlcsonhatasa irdnyitja. A nyirokuta-
kon torténd metasztazis esetén a daganatos sejtek az elsddleges tumorbol a
legkozelebbi nyirokcsomokba jutnak, és ott képeznek attétet. A tumor sejteknek
a nyirokutak kozvetitésével nyirokcsomokba torténd jutasa az Orszem
nyirokcsomo elméletet hozta 1étre. Az 6rszem nyirokcsomo elmélet szerint az
els6 nyirokcsomd a tumor helyétél nyirokelfolyast kap, mely igy a nyirok terjedé-
sén keresztiil tumor sejteket fog tartalmazni. Az 6rszem nyirokcsomoénak a primer
tumorhoz valé elhelyezkedése, valamint a mai modern képalkotd rendszerek
(MRI — magneses rezonancia képalkotas, CT — szamitogépes tomografia) alkal-
mazéasa ma mar altalanos annak eldontésében, hogy a nyirokcsomo6 tartalmaz-e
attétet, vagy sem. A hasiiregi tumorok esetén a szoba johetd Orszem
nyirokcsomok a fobb hasiiregi szervekhez asszocialtak, azonban peritonealis tu-
morok esetén nem csak a daganat kozelében, hanem a test tdvolabbi részeiben is
kialakulhat 6rszem nyirokcsomd. Leginkabb gyomordaganat esetén meg-
figyelhet6, hogy a daganatos sejtek a hastiregb6l a mediastinalis régidban 1év6

nyirokcsomokba jutnak, és ott képeznek attétet.
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Allatmodellek a hasiiregi nyirokelfolyas és attétképzés vizsgalatara

Szamos allatmodellben leirtak mar a hasiiregi nyirokelfolyasi utakat, azonban to-
vabbra is vita targyat képezi az a megallapitas, hogy a hasiiregnek van-e elére
meghatarozott nyirokelfolyasi mintazata. Horcsogok hasiiregébe Evans kék
festéket, illetve radioaktivan jelolt albumint injektalva lathatd volt, hogy a ré-
szecskék a mediastinalis és hasiiregi nyirokcsomokban jelentek meg. Specifikus
peritonealis nyirokelvezetést patkany modellben kiilonb6z6 méretii nyirok
nyomkdvetdk (tracer-ek) és infravords kozeli képalkotas alkalmazasaval irtak le,
a regionalis Orszem nyirokcsomokon kivil a fels6é mediastinalis
nyirokcsomokban is tapasztalhato volt attét jele. Barany allatmodellben a hasii-
regbdl 3 6 nyirokutat irtak le, melyekben a hasiiregbdl a kiilonb6z6 kolloid, il-
letve festék részecskékhez hasonloan a tumor sejtek is a diafragman keresztiil me-
diastinalis iranyba jutottak tovabb, és parasternalis nyirokereken keresztiil a pa-

ratimikalis nyirokcsomokba jutottak el.

Citosztatikumok célbajuttatasara alkalmazhat6 gyégyszerlead6 rendszerek
A daganatos megbetegedések kezelésében nagyrészt olyan mellékhatasokkal és
korlatozott hatékonysaggal rendelkezé toxikus gyogyszereket alkalmaznak,
melyek legnagyobb hatranya a célspecifikussag hianya. Hasiiregi eredetii da-
ganatok citosztatikumokkal torténd kezelése esetén tovabbi hatrany még, hogy
nagy dozistartomanyt kell alkalmazni, illetve az i.p. beadott gyogyszerek penet-
racios tavolsaga csupan 2-3 mm. A konvencionalis daganatterapiaban a meto-
trexat (MTX) egy hatékony daganatellenes szer, azonban szamos mellékhatéssal
rendelkezik. A MTX felszivodasa a ndvekvé koncentracioval telit6dési kinetikat
kovet a gyomor-bél traktusban, bioldgiai hozzaférhetdsége a tumorhoz doézis
fiiggd, nagy MTX dozisok alkalmazasa esetén a beadott MTX nagy részét a vesék

rovid idén beliil kisziirik. Ennek eredményeként pedig rovid plazma felezési id6
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(5-8 ora) és alacsony hatoéanyag koncentraci6 jellemzi a célszévetekben. A MTX
leadasnanak célzotta tételéhez szamos modszert alkalmaztak mar: a gydgyszer
lipidekbe torténd csomagolasa, hidrofil zselatin mikrogdmbdkbe valo kotése,
illetve a kilomikronokra hasonlitd6 emulzioban valé alkalmazasa mind javitottak

a gyogyszer biohasznosulasat és célspecifikussagat.

Aerogélek és hibrid aerogélek, mint gyégyszerhordozé rendszerek

Az aerogélek, mint pordzus rendszerek a nagy belsé feliiletiik, feliilet/térfogat
aranyuk, nagy porus térfogatuk és egységes porusméretiik miatt idealis jeloltek
gyogyszerhordozo anyagként torténd alkalmazashoz. Mivel a szilika aerogélek
biologiailag nem bonthatoak le, illetve alkalmazasukbol kovetkezd mel-
lékhatasok (gyulladas, szilikdzis) miatt a kutatasok a szerves részt is tartalmazo
hibrid aerogélek felé fordultak. Hibrid aerogélek esetében a nagy feliilettel ren-
delkez6 szervetlen alkoto, és a szerves rész biodegradibilitasanak a kombinacioja
olyan 0j anyagot eredményezett, mely alkalmassa tette 6ket hordozé anyagként
torténd alkalmazashoz. Szamos kozleményben a gyogyszermolekuldk ae-
rogélekbdl torténd felszabaduldsat a célzott szovetnek a normalistol vald eltérd
tulajdonsagaira alapoztak. Ilyen lehet a cél szovet megvaltozott pH-ja,
megnovekedett enzimmiikodés, redox valtozasok vagy kompetitiv gatlas.
Daganatkezeléssel kapcsolatos vizsgalatokban kiilonb6zd, a normalis sejtektol el-
térd, megndvekedett intracellularis enzimaktivitdsokat hasznaltak fel a hibrid ae-
rogélekbdl vald gyodgyszer felszabaditashoz: példaul doxorubicinnel (DOX)
funkcionalizalt mezoporusos szilika nanorészecskék alkalmazasa esetén a ré-
szecskék a majdaganatban akkumulalodtak, a gyogyszer felszabadulasért a hepa-
tocellularis karcinoma sejtek fokozott matrix metalloproteaz (MMP-9) aktivitasa

volt felelds.
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2. CELKITUZESEK

Korabbi vizsgalatainkbol ismert volt, hogy patkany allatmodellben az intraperi-

tonealisan (i.p.) beadott tus kolloid szemcsék, illetve a daganatos sejtek a

rekeszizmon keresztlil atjutottak, és a fels6 mediastinalis, paratimikalis

nyirokcsomokban jelentek meg. Munkank els6 részében egér allatmodellben az

i.p. beadott kolloid részecskéknek és az SCC VII egér karcindoma sejtek parati-

mikalis nyirokcsomoékban torténd megjelenésének, és az attét képzés vizsgalatat

tliztiik ki célul. Ezen vizsgalatokhoz a kovetkezo kisérleteket kivantuk elvégezni:

&)

2)

Vizsgalni kivantuk, hogy az egér eredetii karcinoma (SCC VII) tumor sejt szuszpenziot
egereknek i.p. beadva a tumor sejtek a peritoneumbol a nyirokkeringés Gtjan a timuszban
talalhato 6rszem nyirokcsomoba jutnak-e, illetve adnak-e attétet. A tumor terjedési utvona-
lat makroszkoposan (i.p. beadott kolloid tusszemcsék terjedési utvonalanak vizsgalataval),
valamint mikroszkoposan (szovettani festéssel és immunhisztokémiai jeldléssel) kivantuk
megvizsgalni.

A kisérleti egér allatmodellben hasznalt SCC VII sejtek kezelésére metotrexatot (MTX),
mint modell citosztatikumot alkalmaztunk. In vitro vizsgéalatokban igazolni kivantuk a
MTX genotoxikus, mikronukleusz képz6 hatasat a tumor sejteken citotoxikologiai assay
segitségével, és a sejtek kromatin kondenzacios intermedierjeinek, illetve a kialakult kro-

matinstruktirak vizsgalataval.

A hibrid, biodegradabilis anyagot tartalmazo aerogél mikrorészecskékkel, mint

gyogyszerleado rendszerrel a kovetkezo kisérleteket terveztiik elvégezni:

3)

4)

Igazolni kivantuk, hogy az Gjonnan szintetizalt, hibrid szilika-zselatin aerogél mikrorészecs-
kék (H-AG) biokompatibilisek a sejtekkel in vitro, mely vizsgalatokhoz a hossza tavia meg-
figyelésre alkalmas time-lapse videdmikroszkopiat hasznaltuk.

A MTX-al funkcionalizalt H-AG mikrorészecskékbdl (MFH-AG) torténd gyogyszer felsza-
badulast kiilonbozd sejtmentes és sejteket tartalmazé médiumban kivantuk megfigyelni.
Végiil a MFH-AG mikrorészecskék tumor sejt novekedés gatlasat vizsgaltuk SCC VII, il-
letve human eredetii HL-60 és HaCaT sejtvonalakon, melyekhez MTT viabilitas vizsgalatot

alkalmaztunk.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejttenyésztés

A kisérleteket egér eredetii karcindma (SCC VII), illetve human eredetti (HaCaT
(keratinocita), HL-60 (leukémia)) sejttenyészetekkel végeztiik el. A SCC VII
sejteket DMEM-HAM’S F12 médiumban tenyésztettik 2mM L-glutamin, 23
mM natrium-bikarbonat, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin, 1% nem
esszencialis aminosav keverék és 10% hdéinaktivalt fotalis borjii szérum
hozzéadasa mellett. A HaCaT sejttenyészetet 2 mM L-glutamint, 23 mM Na-
HCOs-ot, 100 U/mL penicillint, 100 U/mL streptomycint, 1%-os nem esszencialis
aminosav keveréket és 10% borju szérum albumint tartalmazé DMEM tapfoly-
adékban, a HL-60 sejttenyészetet pedig az el6z6hez hasonld Osszetételit RPMI
1640-es tapfolyadékban tenyésztettiik.

Egér kisérletek

A vizsgalatokat him és ndstény (5-5) C3H/HelJ egereken végeztiik el, az allatokat
konvencionalis laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk, szemi-szintetikus
diétat (Charles River Mo Kft, G6d6116, Magyarorszag) és ad libitum csapvizet
kaptak. A kisérletek soran a metasztazis utvonal vizsgalatahoz a 8-10 hetes alla-
toknak el@szor tustintat adtunk i.p. 0,2 ml-ben, majd 48 éra elteltével az allatokat
felboncoltuk. A SCC VII egér karcindma sejteket (1,5x10°%) szintén 0,2 ml
térfogatban oltottuk i.p. az allatokba, majd 30 nap elteltével az egereket nyaki
diszlokacioval aldoztuk fel. A boncolas soran megnyitottuk a hasiireget az elsdd-
leges tumor, illetve a mediastinumot a timusz eltavolitasahoz. Az egér boncolas
soran a felvételeket LED megvilagitasu, 5 megapixeles felbontasu kameraval ké-

szitettik.
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Szovettani vizsgalatok, immunhisztokémiai jelolés

Az egerek boncolasa utan a paratimikalis nyirokcsomokat tartalmazo timuszt 4%-
os formaldehidben fixaltuk. A mintédkat paraffinba agyaztuk, metszettiik, majd
hematoxylin-eozin festést alkalmaztunk rajtuk. A hasiiregben kialakult primer tu-
mor, valamint a timuszon beliili, attéteket tartalmazé nyirokcsomok szdvettani
vizsgalatat a Kenézy Gyula Korhaz Pathologiai Osztalyan végeztiik el. A forma-
lin fixalt, paraffinba agyazott egér eredetii nyirokcsomokban 1évé karcinoma
sejtek jeloléséhez citokeratin 14 (LL002, Biocare Medical, Pcheco, CA, USA)
pozitiv sejtek immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el. A metszetekrdl a fel-

vételek elkészitéséhez LEICA DM 2000 mikroszkopot hasznaltunk.

Kromatin struktirak izolaldsa, fluoreszcens mikroszképia

A kontroll és a kiilonb6z6 koncentracioja (0,1-1-10-100 pM) MTX-al kezelt SCC
VII sejteken elszor reverzibilis permeabilizalast alkalmaztunk, mely atmenetileg
megnyitotta a sejtmembrant. Ehhez T-150 dextran tartalmu hipotonias puffert
hasznaltunk, majd a sejteket 10% FBS tartalmt sejttenyészt6 tapfolyadékban re-
generaltuk. Ezt kdvetOen a sejtszam fiiggvényében a médiumhoz 0,2 ng/ml kon-
kovetett. A sejteket ezt kovetden PBS-el mostuk 4t 2 alkalommal. Ezutén a sejtek
ozmotikus duzzasztasahoz swelling puffert hasznaltunk, 10 percig 37 °C-on tor-
tént az inkubacio. A duzzaszto puffert centrifugalassal (5 perc, 500g) tavolitottuk
el. Az magizolalas soran a pellet sejtjeihez lassan 1 ml jégecet:metanol (1:3) ele-
gyet adtunk, a sejtmagokat ezzel a fixaloszerrel mostuk kétszer, majd 2 ml fixalod
elegyben vettiik fel dket. A fixaloé oldatban felvett sejteket kb. 30 cm magasrol
mikroszkdp fedélemezre cseppentettiik Pasteur-pipetta segitségével, ezt kovetden

a lemezeket szobahdmérsékleten hagytuk szaradni éjjelre. PBS-sel torténd
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atmosast kovetden a lemezeket felszallo alkoholsorban (70%, 90%, 95%, 100%)
dehidraltuk. A targylemezeken 1évé dehidralt mintdkat 20pul DAPI-Antifade ke-
verékkel festettik meg, majd fed6lemezzel lefedtiik Oket. A mintdk be-
fotdzasahoz fluoreszcens mikroszkopot (Nikon Eclipse E800 Nikon Corporation,
Tokyo) hasznaltunk.

Mikronukleusz vizsgalat Giemsa-festéssel

A MTX altal indukalt mikronukleusz képzddés bizonyitasara Giemsa festést al-
kalmaztunk. A mikroszkdpos megfigyeléshez a sejtszuszpenziot dvatosan a tisz-
ta targylemezekre pipettaztuk, levegbn szaritottuk és 3%-0s Giemsa-oldattal

festettiik, majd a targylemezekre fedélemezt helyeztiink.

Hibrid szilika-zselatin (H-AG) és metotrexattal funkcionalizalt hibrid szi-

lika-zselatin (MFH-AG) mikrorészecskék eléallitasa

Zselatin-metotrexat konjugatum eldallitasa

A zselatint (0,5 g) feloldottuk 30 ml 0,05 M NaHCOs-ban, majd hozzaadtuk a 150
mg MT X-ot tartalmazo, 15 ml 0,05 M NaHCOj3 oldatot. Az oldat pH-jat HCI oldat
segitségével pH 6-ra allitottuk be, majd szobahdmérsékleten 2 éran at 300 rpm-
en kevertettiik. Ezt kovet6en 1-etil-3-(3-diaminopropil)-karbodiimid hidroklori-
dot (750 mg) adtunk a keverékhez és tovabb hagytuk kevertetni éjjelre. A
konjugatum tisztitasahoz foszfat puffert tartalmazé (0,05 M, pH 7.4) 7000
MWCO SnakeSkin dializiscsdvet hasznaltunk. A puffert 24 6ra utan lecseréltiik,
és tovabbi 5 dializdloé ciklust alkalmaztunk. Végiil a szaraz zselatin-MTX

konjugéatumot liofilezéssel kaptuk meg.
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Metotrexattal funkcionalizalt hibrid aerogél eléallitasa

A zselatin-MTX konjugatumot (0,55 g) és 70 mg (NH4)2COsz-ot 20 ml desztillalt
vizben oldottuk be, a folyadék szobahdmérsékletre torténd lehiitése utan 7 ml
metanolban 3 ml tetrametil-ortoszilikatot (TMOS) oldottunk fel, és hozzaadtuk a
diszperzids kdzeghez. A reakcioelegyet erdteljesen kevertettiik, és henger alaka
milanyag formaba ontottiik az alkogél képzdéséhez. 24 ora elteltével az alkogélt
eltavolitottuk az ont6formabol, majd egy perforalt aluminium tartalyba helyeztiik
a tobblépcsdés olddszercseréhez. Eldszor az alkogélt 24 orara tiszta metanolba
helyeztiik, majd a metanolt tiszta acetonra cseréltiik 4 1€pésben, 24 6ran keresztiil.
Az acetont tovabbi 3 alkalommal cseréltiik friss oldoszerre. Az extrahalashoz
hasznalt olddészerekben nem észleltink MTX kioldodast. Végiil a gélt
szuperkritikus CO; (14 MPa, 80 °C) segitségével szaritottuk ki. A hibrid aerogél
(MFH-AQG) osszetételét termikus analizis segitségével 65 m/m% szilikara és 35

m/m% zselatin-MT X-re becsiiltiik.

Az aerogélek karakterizalasa
MFH-AG részecskék elektronmikroszkopos és porozitas vizsgalata

A pasztazé elektronmikroszkopos (SEM) felvételeket Hitachi S-4300 (Hitachi,
Tokyo, Japan) mikroszkop segitségével készitettiik el. A monolitbol frissen
levagott acrogél darabokat szén szalagokra rogzitettiik, és 5-6 atomréteg vastag,
aranyozott vezetOréteggel boritottuk, illetve 10-30 kV-os gyorsitofesziiltséget al-
kalmaztunk.

Az aerogél mintak fajlagos feliiletét, porus méret eloszlasat és fajlagos porus
térfogatat N2 adszorpcids/deszorpcids porozimetria (Quantachrome Nova 2200e)

alkalmazasaval mértiik meg 80 °C-on 24 6ras gaztalanitast kovetéen. A fajlagos

10
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feliiletet a tobbpontos BET modszer alkalmazasaval szamitottuk ki. A porusméret

eloszlasat BJH modszerrel szamoltuk ki a deszorpcids gorbébol.

MFH-AG részecskék sterilizalasa és kondicionalasa

A MFH-AG mikrorészecskéket az in vitro kisérletek el6tt 48 6ran keresztiil steri-
leztiik UV-sugarzas segitségével. A kitapadasi, adhézios kisérletekhez 1-2 mm
vastag részecskéket hasznaltunk, mig a migracios vizsgalatokhoz rostalt, kerek (d
< 125 pm) részecskéket hasznaltunk fel. A sterilizalast kovet6en az aerogél ré-
szecskéket 3 oran at sejtmentes médiumba helyeztiik, majd a részecskéket atpi-

pettaztuk a sejteket tartalmazoé sejttenyészté edénybe.

Time-lapse videémikroszkopia és digitalis képanalizis

A biokompatibilitasi vizsgalatokhoz a hossza tavii megfigyelésre alkalmas time-
lapse videomikroszkopot hasznaltuk: a sejttenyészté inkubatorba helyezett 4 db
kozeli infravoros (960 nm) megvilagitassal rendelkezé videdmikroszkoppal a
sejttenyészeteket hosszu tavon figyelhettiik meg. A videdmikroszkdpos rendszer-
rel készitett képszekvencidkon képelemzé modszerekkel kvalitativ és kvantitativ
informaciokat nyertiink ki, mely nagy id6ébeli felbontasu adatokat biztositott a

toxikus folyamatok dinamikai vizsgalatahoz.

MFH-AG részecskeméret eloszlas vizsgalat

A SCC VII sejtek és a MFH-AG mikrorészecskék méreteloszlasat hemocitométer
és digitalis képanalizis segitségével hataroztuk meg. A képeket 1,3 megapixeles
USB mikroszkép kameraval (MicroQ-W Pro) készitettiik, és az Imagel program-

ot hasznaltuk a sejtek és a mikrorészecskék méreteloszlasanak a meg-
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hatarozasahoz. Az eredmények kiértékeléséhez Excel programot (Microsoft Of-
fice) hasznaltunk. Ezen kivil a MFH-AG mikrorészecskék méreteit 1ézer-
diffrakcidés méreteloszlas (Mastersizer 2000, MALVERN Instruments) meg-
hatarozaséaval is megmértiik. A MFH-AG részecskék méretében bekovetkezd val-

tozasok kovetéséhez 2 6ran keresztiil, 10 percenként végeztiik a méréseket.

A MFH-AG részecskékbol torténé MTX felszabadulasanak vizsgalata

A funkcionalizalt hibrid aerogél mikrorészecskékbdl torténé MTX felsza-
badulasanak vizsgalatat eldszor sejtmentes pufferekben és sejttenyészté médi-
umokban vizsgaltuk. A MFH-AG részecskéket 72 oran at kiilonbozo vizes
kozegben aztattuk, a részecskék koncentracidja mindig 1 mg/ml volt. A mé-
résekhez el6szor 3 féle pufferoldatot hasznaltunk: 0,01 mélos HCI oldatot, acetat
puffert (pH 5.0) és PBS-t (pH 7.4). Ezek mellett a kioldédast DMEM-HAM’S
F12 tapfolyadékban is vizsgaltuk, mely 2 mM L-glutaminnal, 23 mM NaHCOs-
mal, 100 U/ml penicillinnel, 100 U/ml streptomicinnel, 1% nem esszencialis ami-
nosav keverékkel, valamint 10% magzati borji szérummal (FBS) wvolt

kiegészitve.

A SCC VII tumor sejtek és a MFH-AG részecskék egylitt inkubalasa soran 5
vizsgalati csoportot hasznaltunk: 1) a sejttenyészetek feliiluszoinak szabad MTX
tartalmat a tenyészetek MFH-AG részecskékkel torténd inkubaldsa utan mértiik
meg. 2) A SCC VII sejtek feliiluszojat is felhasznaltuk a MFH-AG részecskékbol
tortén6 MTX felszabadulas tesztelésére. Kiegészitésként 1 %-0s zselatinnal
bevont sejttenyésztd edényen tenyésztettiik a SCC VI sejteket 72 6ran keresztiil,
majd a sejteket ezt kovetden Osszegyiijtottiik és szonikaltuk Oket. 3) Az intakt
sejttenyészet feliiluszojat, illetve 4) a szonikalds utan kapott lizdtumot kiilon-

kiilon inkubaltuk a MFH-AG részecskékkel a MTX felszabadulas tesztelésére. 5)
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A mikrorészecskéket 24 oran keresztiil cathepsin-B (PBS-ben, 1 U) enzimmel
inkubaltuk a MFH-AG enzimatikus emésztésének teszteléséhez. A felszabadult
MTX mennyiségét minden kisérletben UV-Vis spektrofotometriaval mértiikk meg

az egyes mintak standard addiciés mddszerével.

Sejtek életképességének meghatiroziasa MFH-AG mikrorészecskékkel tor-
tént kezelés utan

A kiilonb6z6 tumoros (SCC VII, HL-60) és nem tumoros sejtek (HaCaT) életké-
pesség vizsgalatat 96-lyuka lemezeken végeztiik el. A kisérletek soran az inku-
bacios id6k (24, 48 és 72 ora) letelte utan a sejteket 2 alkalommal PBS-sel mostuk
(100 ul), majd hozzaadtunk 100 pul MTT reagenst (MTT koncentracio: 0,5
mg/ml), ezutan a lemezeket 3 Orara visszahelyeztiik a sejttenyészt6 inkubatorba.
Ezt kdvetéen az MTT oldatot eltavolitottuk, a 1étrejott formazan kristalyokat 200
pul DMSO-ban (dimetil-szulfoxid) oldottuk fel, majd fél oras inkubalas utan a
lemezeket 570 nm-en fotometraltuk. A kezelt sejtek életképességét a kontroll

sejtek életképességéhez viszonyitva szazalékos (%) értékben fejeztiik ki.

Statisztika

A bemutatott eredmények legalabb harom, kiillonb6z6 napon elvégzett, egymastol
figgetlen kisérletek adatait mutatjak be. Az eredményeket atlagérték + szoras
(standard deviacio) forméaban adtuk meg. A statisztikai analizist t-probaval, vagy
tobbszorods dsszehasonlitas esetén ANOV A modszerrel végeztiik el. A statisztikai
analizist GraphPadPrism 6 Windows szoftverrel (Graphpad szoftver, San Diego
California, USA) végeztik. A *p < 0,05, **p < 0,01 eredményeket tekintettiik

szignifikans mddon eltérének.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A peritoneum-paratimikalis nyirokcsomé komplex vizsgalata metasztazis
egér modellben in vivo

4.1. A tus szemcsék intraperitonedlis (i.p.) oltdsa utan a kolloid részecskék
megjelentek a timuszban, és a paratimikalis nyirokcsomdkban

Munkank elsé részében C3H egereknek i.p. beadott kolloid tus szemcsék
megjelenésének vizsgalatat végeztik el a timuszban és paratimikalis
nyirokcsomokban. Az oltasokat 48 orat kovetden az allatok boncoldsa soran
lathat6 volt a timusz 2 oldalan a paratimikalis nyirokcsomédkban a tus szemcsék
akkumulalddasa. A részecskék a timusz 2 felsd részén talalhatd, egymassal szim-
metrikusan elhelyezkedd nagyobb, illetve az ezek alatt talalhat6 2 kisebb parati-
mikalis nyirokcsomokban dusultak fel. Szovettani metszeteken hematoxylin-eo-

zin festéssel szintén tapasztalhatd volt a tus szemcsék jelenléte a timusz cortex

s

4.2. Az egér eredetii SCC VII karcindoma sejtek a C3H egerek hasiiregébe oltva

attétet adtak a paratimikalis nyirokcsomokba

A C3H egereket i.p. oltottuk SCC VII sejtszuszpenzioval (1,5x10° sejtszam),
majd 30 nap elteltével a kialakuld primer tumort izolaltuk a hashartyarol, a hasii-
regi szerveken kialakult tumorokat, valamint az attétet tartalmaz6 timuszt eltavo-
litottuk az egerekbdl. A boncolas soran a timusznak a megnagyobbodasat, vala-
mint gyulladt, voroses szinli elvaltozasat tapasztaltuk. Hematoxylin-eozin
festéssel mind morfologiailag, mind szinben jol elkiilonithetdek voltak az
egészséges nyirokszovet bazofil festédésii sejtjeitdl a daganatos szovet eozi-

nofil festédésii sejtjei. A tumoros szovetre magas sejtdenzitas és 0sztodo
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sejtmagok nagy szama volt jellemezd. A tumor sejtek jelenlétét a nyirok szovet-
ben immunhisztokémiai jeloléssel (Citokeratin 14) is bizonyitottuk, mely soran

a tumoros sejtek sotétbarnara festodtek.

Kromatin kondenzalédasi intermedierek vizsgalata metotrexattal (MTX)
torténé kezelést kovetéen

4.3. lgazoltuk a MTX hatasara kialakult genotoxicitast a SCC VII sejtek magjai-
ban reverzibilis permeabilizalast kdveten
A reverzibilisen permeabilizalt SCC VII sejteken 1 pM-os MTX kezelést
kovetéen a SCC VII sejtek magjaban 4 fébb kromatin elvaltozas volt meg-
figyelhetd: a) mikronukleusz szeri formak; b) a fibrillaris kromatin kijutasa a
sejtmag egy- vagy tobb pontjan, mely a membran karosodasara utal, itt nem
egyetlen mikronukleusz képzddésérél van szo; c) egy vagy tobb kis lyuk
megjelenése a magmembranban a MTX altal okozott membran karosodéast mu-
tatja; d) kiterjedt membran karosodas nagyméretii lyukakkal a membranon. MTX
kezelést kovetden a kromatin kondenzalddas nem érte el a metafazist és a szalag-
formak kialakulasa utan gatlodott, valoszintileg az elégtelen szupertekercselddés

miatt.

4.4. Mikronukleuszok kialakulasat Giemsa-festéssel vizsgaltuk

Az exponencialisan novekvé SCC VII sejteket 9 6raig kezeltiik kiilonb6z6 kon-

s

megfestettilk dket. A kontroll sejtmagokhoz képest jol lathatd volt a 10 uM-0s
MTX-al kezelt sejtek sejtek apoptotikus sejtmagjai, illetve 100 uM-0s MTX keze-

1ést kdvetd sejtmagok nagyméretii mikronukleuszokkal.
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4.5. A MTX éltal indukalt mikronukleusz képzddést nem permeabilizalt sejtek-
ben is bizonyitottuk
Az SCC VII sejtmagokban permeabilizalas nélkiil az interfazisos kromoszémak
nem voltak lathatéak, azonban MTX kezelés 0,1 és 100 uM kozotti koncentraciok
esetén mikronukleuszokat generalt. Alacsony (0,1-1 pM) MTX koncentraciok
esetén Kis mikronukleuszok képzddtek, az apoptotikus koncentraciok (1-10 uM)
esetén a makronukleuszok mérete csdkkent, a nekrotikus koncentraci6 (100 uM)
pedig megnovelte a makronukleuszok méretét és a sejtmagok toredezését okozta.
A MTX koncentraciok novelésével dozis-hatds Osszefliggést tapasztaltunk, a
mikronukleuszok szama novekedett. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a
mikronukleuszok kialalulasanak nem csak a kromatin foldingban van szerepe,

hanem a genotoxicitas indikatora is.

A vizsgalatokban alkalmazott hibrid szilika-zselatin aerogélek karakte-
rizalasa

4.6. Pasztaz6 elektronmikroszkopos és Nz adszorpcids-deszorpeids porozimet-

rids vizsgalatok

A metotrexattal funkcionalizalt hibrid szilika-zselatin aerogél mikrorészecskékrol
(MFH-AG) készitett elektronmikroszkopos képeket 20.000-szeres nagyitassal ké-
szitettiik el. A felvételeken lathatd volt a részecskék egységes porus mérete, to-
vabba nem volt megfigyelhetd szignifikans szerkezetbeli eltérés az azonos médon
szintetizalt szilika-zselatin hibrid aerogélekhez képest. A szilika-zselatin aerogél
alapvaza gomb alaku blokkokbol allt, melyeknek atlagos atmérdje kb. 100 nm
volt. A porozimetrias mérések alapjan megallapithato, hogy a MTX beépiilése a

hibrid aerogélekbe nem okozott struktiralis valtozasokat.
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4.7. A MFH-AG mikrorészecskék és a SCC VII sejtek méreteloszlasa

A SCC VII sejtek és a MFH-AG mikrorészecskék méreteinek meghatdrozasakor
azt tapasztaltuk, hogy az aerogél monolitbol nyert 2-3 mm-es darabokat vizes
kozegbe helyezve kozel 2 ora alatt a részecskék kozel sejtméretiire esnek szét. A
részecskéket a szoveti homogenizatorral tortént kezelés és szonikalast kovetden
arészecskék (12,13 £ 1,5 um) kozel a SCC VII sejtekhez hasonld méretiire estek
szét (14,5 + 1,6 pm).

A H-AG és MFH-AG mikrorészecskék és sejttenyészetek vizsgalata

4.8. Bizonyitottuk, hogy a hibrid szilika-zselatin aerogél mikrorészecskék (H-
AG) biokompatibilisek sejttenyészetekkel in vitro
Az aerogél mikrorészecskék biokompatibilitasi vizsgalatat a sejttenyészetek
hosszatava megfigyelésére alkalmas time-lapse videomikroszkopiaval végeztiik
el. Az adhézios kisérletek soran a SCC VII sejteknek a hibrid (H-AG) aerogél
felszinén torténd kitapadasi ideje kozel kétszerese volt a kontroll sejtek kitapadasi
idejének. Sejtmigracios kisérletekben a SCC VII sejtek H-AG mikrorészecskék
jelenlétében hosszabb utat tettek meg és gyorsabb sebességgel mozogtak, mint a
kontroll sejtek, illetve a sejtek az aerogél részecske iranyaba migraltak. A sejtek
iranyitott mozgasa a H-AG részecskékben 1évo zselatin tartalom kemoattraktans
tulajdonsaganak volt tulajdonithaté. Az adhézios és migracios kisérletekben nem
volt megfigyelhetd apoptozis, illetve nekrdzis, igy az eredmények alapjan igazol-

tuk a H-AG részecskék biokompatibilitasat.
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4.9. A MFH-AG mikrorészecskékbdl sejtmentes pufferben, illetve médiumban
nem volt tapasztalhaté MTX felszabadulas, SCC VII sejtek jelenlétében
igen

A metotrexattal funkcionalizalt H-AG részecskékbdl torténd hatdanyag felsza-

badulast el6szor kiilonb6z6 pH-ju pufferekben (0,01 M-o0s HCl oldat, a pH 5 ace-

tat puffer, illetve a pH 7,4 PBYS), illetve a sejttenyészté médiumban mértiik meg.

Mind a pufferekben, mind a sejttenyésztdé médiumban 72 o6rds inkubaciot

kovetden a felszabadult MTX mennyisége kimutatasi hatar alatt volt. A MFH-

AG részecskéket sejtekkel, illetve a sejtek feliiliszojaval egyiitt inkubalva 8,6%-

os €s 12%-0s MTX felszabadulast mértiink. A MFH-AG részecskéknek az 1%-

os zselatin bevonaton felnovesztett sejtek feliiliszajaval, valamint a sejtek

szonikalasa utan kapott sejtlizaitummal torténd inkubalas eredményeként 8,7%-

os, illetve 11,6%-0s MTX felszabadulast tapasztaltunk. A MFH-AG részecs-

kékbol Cathepsin-B enzim hatasara 4,6%-os MTX felszabadulast mértiink. Az
eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a sejtek jelenléte €s enzimaktivitasa
sziikséges volt a MTX aerogél részecskékbdl torténd felszabaditasahoz. A tumor
sejtek altal in situ szintetizalt kollagenaz enzim volt a felelés a hatéanyag felsza-

badulasnak.

4.10.A MFH-AG mikrorészecskék kiilonbozo citotoxicitast mutattak az eltérd
kollagenaz aktivitast sejtvonalak esetén

A MTX felszabadulasi kisérletek eredményei alapjan a MFH-AG részecskéket

tumoros €s nem tumoros, eltéré kollagenaz akivitassal rendelkezd sejttenyé-

szetekkel inkubaltuk egyitt. A 0,2 mg/ml-es MTX és a 2 mg/ml-es MFH-AG

koncentraciok tomegekvivalens hatdéanyagot tartalmaztak a vizsgalatok soran. 24

oras inkubacié utdn mindharom sejttipus esetén novekedés gatlast tapasztaltunk.

Csak a HL-60 sejtek esetén volt tapasztalhatd szignifikans kiilonbség a 0,2
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mg/ml-es MTX és 2 mg/ml-es koncentraciok kozott. 48 oras kezelés hatasara a
HaCaT és HL-60 sejtek esetén a 0,2 mg/ml-es MTX és 2 mg/ml-es MFH-AG
koncentraciok esetén szignifikans citotoxicitas volt 1athato. A HL-60 sejtek tox-
icitisa dozis fiiggé modon jelent meg. A 72 oras kezelés végére a HL-60 sejtek
mortalitasa az dsszes koncentracional magasabb volt, mint 80%. A SCC VII és
HaCaT sejtvonalaknal kozel 30%-os viabilitas csokkenés volt 1athat6 a legmaga-
sabb MFH-AG koncentracional. 72 ora elteltével egyik sejtvonal esetén sem volt

kiilonbség a 0,2 mg/ml MTX és 2 mg/ml MFH-AG koncentraciok kdzott.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkank elsé részében egér allatmodellben vizsgaltuk a hasiiregbdl, nyirokuta-
kon keresztiil torténé metasztazis kialakulasat a fels6 mediastinalis
nyirokcsomokban. Kimutattuk, hogy az intraperitonealisan oltott tus szem-
csékhez hasonloan az egér daganatos sejtek is a diafragman keresztiil jutottak at,
¢és megjelentek a paratimikalis nyirokcsomokban. Hematoxylin-eozin és immun-
hisztokémiai festési modszerekkel bizonyitottuk, hogy a paratimikalis
nyirokcsomok a hasiiregi daganatok attétes sejtjeit tartalmazzak, a hasiiregi
metasztazisok Orszem nyirokcsomdi. A leirt egér metasztazis modell alkalmas le-
het a nyirokmetasztazisok terapidjara potencialisan alkalmas kiilonb6z6 anti-

tumor agensek és/vagy gyogyszerhordozé anyagok tesztelésére.

A kutatds masodik részében metotrexat (MTX), mint modell citosztatikum
hatasat vizsgaltuk az egérmodellben alkalmazott SCC VII dagantos sejtek kroma-
tin kondenzalddasi folyamataira. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy ala-
csony koncentracioban (0,1-1 pM) kis méreti mikronukleuszok képzddtek, ma-
gasabb koncentraciok esetén pedig apoptotikus (1-10 uM) és nekrotikus (100
uM) elvaltozasokat tapasztaltunk. Ki kell azonban emelni, hogy a mikronukleusz
képzddés, amely a citotoxicitas indikatora, a kromatin kondenzalédas normal in-
termedierjei kdz¢ tartozik, oka pedig a nuklearis membran nyildsain atjut6d kro-

matin strukturak lehetnek.

Vizsgalataink harmadik részének célja az volt, hogy az Gjonnan szintetizalt H-AG
mikrorészecskéket, mint gyogyszerleadd anyagokat vizsgaljuk. A MTX-el nem
funkcionalizalt hibrid aerogél részecskék sejtekkel vald biokompatibilitasanak
vizsgalatahoz time-lapse videdmikroszkopos rendszert hasznaltuk. A biokompa-

tibilitasi eredmények alapjan elmondhat6 volt, hogy a H-AG mikrorészecskék
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serkentették a sejtek osztodasat, a tumor sejtek kitapadtak a részecskék felszinére
és migracios vizsgalatokban a daganatos sejtek a részecskék felé mozogtak. Ezek
alapjan célszertinek tiint egy olyan aerogél alapt rendszer 1étrehozasa, amely tu-
morellenes hatéanyagot tartalmaz. Az aerogél részecskéket MTX-al funkcionali-
zaltuk (MFH-AG), és kiilonboz6 kollagenaz aktivitasu sejtvonalakon teszteltiik a
részecskék citotoxikus hatasat. A kozel sejtméreti MFH-AG részecskék (2
mg/ml-es koncentracio esetén) a szabad, vizes kozegben 1év6 0,2 mg/ml-es kon-

cre

tele pedig a sejtek eltérd kollagenaz enzim aktivitasa volt.
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