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ATCC: American Type Culture Collection

BET: Fajlagos feliilet meghatarozasara hasznalatos szamitasi modszer
DAPI: 2,6-diamino-2-fenilindol

DMEM HAM’S F12: DMEM ¢s F12 sejttenyészto folyadékok 1:1 aranyu elegye
DOX: Doxorubicin

Eudragit_L: Oralis felhasznalasu gyogyszerekhez hasznélatos bevonat
FBS: magzati borju szérum

H-AG: Szilika-zselatin hibrid aerogél

HaCaT: Human keratinocita sejtvonal

HeLa: Humén eredeti méhnyakrak karcinoma sejtvonal

HL-60: Human leukémia sejtvonal

i.p.: Intraperitonealis/hasiiregbe torténd beadas

MCF-7: Humén emldrak sejtvonal

MFH-AG: Metotrexattal funkcionalizalt szilika-zselatin hibrid aerogél
MMP: Mitrix metalloprotedz

MTX: Metotrexat

MTT-teszt: Tetrazolium bromid/formazéan atalakulason alapul6 életképesség vizsgalat
PEG: Polietilén-glikol

PBS: Foszfat-puffer sooldat (pH 7.45)

SCC VII: Egér eredetii lapham karcindma sejtvonal

SEM: Pasztazo elektronmikroszkopia

TMOS: tetrametil-ortoszilikat

WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet



1. BEVEZETES

A WHO 2016-0s adatai alapjan a nagy populdcidkat érintd betegségek koziil az
ischaemids szivbetegség ¢és a sztrok utan a rakos/rosszindulatt elvaltozasok allnak a harmadik
helyen. A kozzétett adatok alapjan 6-bol 1 haldlesetet daganatos elvaltozas okoz (www.who.int
adatai alapjan). A klassszikus és jelenlegi megkdzelités szerint a tumor fejlodést szamos
onkogén mutacié felhalmozodasa okozza, melyek a sejtciklusban, apoptdzisban, illetve a
telomerdz aktivitasban részt vevo géneket érintik [ 1]. A National Cancer Institute 2018-as rakos
megbetegedésekkel kapcsolatos statisztikai koziil kiemelendd, hogy tobb, mint 1,7 millié j
esetet diagnosztizaltak az USA-ban, melyek koziil az elsé €s méasodik leggyakoribb az emlo- és
tiildédaganatos elvaltozasok. Ezeket gyakorisaguk alapjan a peritonedlis (prosztata, vastagbél,
hasnyéalmirigy, maj), illetve a retroperitonedlis szervek (vesét és vesemedencét érintd rakos
megbetegedések) daganatai kovetik. A daganatok okozta haldlesetek kozel 90%-aért az attétek
kialakulasa a felelds [2]. A fentebb leirt adatok alapjan elmondhat6, hogy a metasztazisok
hatterében all6 mechanizmusok jobb megértése és Uj terapids stratégidk, valamint gyogyszer
célpontok azonositasa segithet a rosszindulati daganatok kezelésében. Az utobbi években
bevezetett fejlett terapias eljarasok ellenére a metasztazisok, vagyis a tumor sejtek migracios
folyamata a primer tumorbdl a test tavoli részeibe, okozzak a rakkal kapcsolatos halalesetek
jelentds részét [3]. A metasztazis szekvencialis és egymassal 0sszefiiggd 1épések sorozata, mely
sordn a metasztatikus kaszkad befejezéséhez a daganatos sejteknek le kell véalni az els6dleges
tumorrol, és be kell 1épniiik a vér-, vagy nyirokkeringésbe (intravazacio). A tumor sejt az
immunrendszer ellenérz6 pontjait kikeriilve a tavoli kapillarisokon keresztiil az adott szervbe
behatol, és ott osztédni kezd [4, 5, 6]. Ez a folyamat lehetdvé teszi a tumor sejteknek az
(infiltracid) [ 7, 8]. A metasztatikus sejtek specialis mikrokdrnyezetet hoznak 1étre, ami eldsegiti
az 1j erek képzOdését (angiogenezis) és a sejtosztodast, mely masodlagos rosszindulata tumort

eredményez [9].

Napjainkban jelenleg a daganatkezelési lehetdségek kozé tartoznak a sebészeti beavatkozasok,
a kemoterapia, a sugarterapia, illetve ezek kombinécidi. A hagyomanyos kemoterapia
elsdsorban a DNS szintézist és a mitdzist zavarja, ami a gyorsan ndvekvé és 0sztédo tumoros
sejtek haldlahoz vezet. A moddszer legnagyobb hatrdnya, hogy nem szelektiv, ezéltal
karosithatja az egészséges szoveteket, sulyos, nemkivanatos mellékhatasokat okozva

(étvagycsokkenés, hanyinger, extrém faradtsdg stb.). Tovabbi tény, hogy a kemoterapids



szereknek az egészséges szovetekre és szervekre kivaltott sulyos mellékhatasai okozzdk a
daganatos betegek magas halalozasi ratajat. Ezen kiviil, mivel ezeknek a gyogyszereknek a bio-
hasznosuldsa a daganatos szdvetekben viszonylag gyenge, magasabb dozisokra van sziikség,
ami a normal sejtekben megnovekedett toxicitdst és multidrog rezisztencia fokozodast

eredményezhet.

Az elobb felsorolt okok miatt sziikséges olyan kemoterapeutikumok kifejlesztése, amelyek
aktiv vagy passziv mdodon célozzak a daganatos sejteket, illetve szoveteket, ezaltal csokkentve
a karos mellékhatasokat, mikdzben novelik a terapias hatékonysagot. Az elmult néhany évben
a tumorbioldgia jobb megértése, és kiilonbozé anyagok — polimerek, lipidek, szervetlen
hordozok, hidro- és aerogélek, valamint makromolekularis scaffoldok — alkalmazasa lehetévé
tették a kemoterapias szerek fokozottabb terapias hatékonysaggal torténd szallitdsat a daganat

helyére.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Peritonealis tumorok, attétek és léziok

A jelenlegi korszerti képalkot6 rendszerek alapjan a metasztatikus szérodas mintazatat,
mely figyelembe veszi az adott daganattipusra specifikus vonasokat is, két egymast kiegészitd
folyamat hatarozza meg. Stephen Paget angol sebész volt az elsd, aki szerint a malignus
sejteknek a tavoli szévetekbe torténd invazidja nem véletlenszeri esemény, hanem magat a
folyamatot az attétet képz6 tumor sejt (mag) és az adott specifikus szerv mikrokdrnyezetének
(talaj) a kolcsonhatasa irdnyitja. Paget mag-talaj hipotézisével Osszhangban a daganat sejt
foként passziv modon a nyirok és/vagy a vénds rendszeren keresztiil jut a cél szovetbe, melyet
egy aktiv kolonizaci6é kovet [10]. Szadmos anatomiai régid szolgalhat invazios (ugynevezett
,homing”) helyként az attétek kialakuldsdhoz: az emld- és prosztata rak példaul elsésorban
csontokba metasztatizal, kisebb mértékben pedig tiid6, vastagbél, pajzsmirigy és huigyhdlyag
attétet okozhat. Az agyban viszont melanoma, emld, tiid6 és vastagbél daganatok metasztazis
képzése a jellemzd. Melanoma és emld rak esetén gyakori a tiidé metasztazis, a vastagbél- és
hasnyalmirigyrakban szenvedd betegeknél pedig a majba torténd tumor szoérodas fordul eld
[11]. Végill a hasiiregben [év0 metasztazisokért tobbnyire a petefészekrak, illetve
gasztrointesztinalis eredetli tumorok a feleldsek [12].

Paget hipotézisébdl az is kdvetkezik, hogy a tumor sejt sikeres beiiltetése tavoli szervbe akkor
lehetséges, ha bizonyos szervek altali molekularis szigndlok altal elére meghatarozottan terjed
a szervezeten keresztiil [10]. Ennek ellenére, habar szamit a tumor sejtek kolonizacidjaban
bizonyos anatodmiai helyekhez vald fogékonysag, a metasztazis szerv specifikus mintdzata
elsésorban a belépd tumor sejttdl és a tumor befogadd hely molekularis kompatibilitasatol fiigg
[13]. Erre az egyik legjobb példa az emlé tumor, mely elsérorban nyirokcsomdba, tiidobe ¢€s
majba képez attétet. Az attétképzést a malignus sejt altal expresszalo CCR7 és CXCR4 kemokin
receptorok kozotti kemotaktikus kolcsonhatas, valamint ezekhez a receptorokhoz tartozo
ligandumok (példdul: CCL21 és CXCL12) az adott szovetben megjelend nagy mennyisége
hatarozza meg [14]. CXCL12 kemokin termelddés szamos daganatban (példaul petefészek-és
hasnyalmirigyrak), valamint hasiiregi mesothelialis sztroma sejtekben, ér endothél és
fibroblaszt sejtkben is megfigyelhetd [15, 16]. Gyomordaganat esetén a VEGF, CXCR4 ¢és

CXCL12 kozotti kolesonhatas jelentds a hasiiregi metasztazis kialakulasaban [17, 18].



Napjainkban mar altalanosan elfogadott tény, hogy a szisztémas metasztazis kialakulasat a vér-
illetve nyirokutakon terjedd tumor sejtek okozzak. A tumor sejteknek a nyirokcsomokba jutasa
nem véletlen folyamat, ugyanis a metasztazis kiilonféle mintdzatai a daganat tipusatol fiiggéen
valtoznak. Az attéteknél gyakori jelenség, kiilondsképp karcindmak esetén, hogy a tumorsejtek
nyirokcsomokba terjednek, mely a metasztazis alapjat képezi [19]. A peritoneumban a
metasztazisok 4 f6 iranyban terjedhetnek: 1) kozvetleniil a hasiiregi ligamentumok, bélfodrok
¢s cseplesz mentén a nem 0sszefliggd strukturakhoz 2) hasiiregi terjedés az ascitikus folyadék
aramlasan keresztiil 3) nyirokutakon 4) embolus szeri hematogén terjedés [20]. A
tumorndvekedés korai fazisdban a regionalis nyirokcsomok szerepét metasztazis sordn a T-
sejtek regiondlis nyirokcsomokban torténd indukcidja jelzi. Kisszaml tumor sejt
nyirokcsomoba jutisa esetén a nyirokcsomo atmeneti gatként funkciondl a tumor ndvekedés
ellen. A regionalis nyirokcsomokban 1évé daganatos sejtek altal indukalt szupresszor aktivitas
elOsegiti a tumorok kialakuldsat €s nyirokcsomo attétet eredményez. A tumor sejteknek a
nyirokutak kozvetitésével nyirokcsomokba torténd jutasa az Orszem nyirokcsoméd elméletet
hozta l1étre. Az drszem nyirokcsomo elmélet szerint a tumor helyérdl kiinduld nyirokelfolyas
iranyaba esé elsé nyirokcsomé Orszemként el6szor keriil a nyirok terjedése utjaba. Igy az

eltavolitott tumor sejteket tartalmazo nyirokcsomo diagnosztikai célra hasznosithaté [21].

2.2. Peritonealis metasztazisok 6rszem nyirokcsomoi

A képalkotd diagnosztika széleskorli alkalmazasa ma mar elengedhetetlen a daganatos
betegségek stddiumanak meghatdrozasahoz és a megfeleld ellatds megtervezéséhez. A CT
(computer tomografia) a leggyakrabban hasznalt képalkotd mddszer a daganatos betegekkel
torténd munkaban. Hasi CT vizsgalat kiértékelése sordn a radiologusok gyakran taldlkoznak
megnagyobbodott nyirokcsomokkal, melyek helyes lokalizaldsa kritikusan fontos a tumor
stddiumanak megallapitasaban [22]. A nyirok csomopontok nomenklaturaja elsésorban a
véredény (artéria vagy véna) €s a kisérd nyirokelfolyas kapcsolatan, vagy az adott szervhez valo
kozvetlen elhelyezkedésén alapszik. A nyirokcsomoknak a tumor terjedés anatomiai
utvonalaihoz valo kozeli elhelyezkedése, ¢és a képalkoto funkciok (példaul: PET/CT vagy MRI-
ben nanorészecskékkel) hasznosak annak meghatirozasaban, hogy a nyirokcsomé inkdbb
rosszindulatu, vagy reaktiv [23, 24, 25]. A kovetkezdkben a fobb hasiiregi szervek daganatos

megbetegedései esetén érintett nyirokcsomodkat irom le:



A hepatocellularis karcinoma (HCC) a leggyakoribb elsddleges zsigeri tumoros elvaltozas [26].
A HCC a hepatocitakbdl alakul ki, melynek vannak zsiros és fibrézus elemei is. Az atlagos
tulélés 10 honap, habar korlatozott stadiuml betegség esetén, valamint fokozott kezeléssel 5
éves tal¢lés is elérhetd. HCC-ben érintett fobb nyirokcsomodk elhelyezkedése: a majat és a

patkobelet 0sszekotd szalagnal 1€vo csomok, vena cava inferiorhoz asszocialt nyirokcsomok.

A hasnyalmirigy rdk a masodik leggyakoribb hasiiregi daganat, és az 6tdodik vezetd ok a
daganatos megbetegedések miatti elhaldlozédsok koziil. Ennél a daganattipusnal az esetek
tobbsége (95%) ductalis adenokarcindma. A hasnyalmirigy daganat altalaban korai fajdalom
nélkdl alakul ki, kivéve, ha a tumoros szovet kozel helyezkedik el az epevezetékhez és ezaltal
epeuti elzarodast okoz. Jelenleg elmondhatd, hogy a malignus szovet csak az esetek kozel 10
%-aban tavolithato el mitéti ton. A lokalis daganat reszekalhatésaga a nagyobb vaszkularis
strukturdk helyzetétdl, elsdsorban artérias struktirdktdl (superior mezenteridlis artéria),
valamint az érintett fobb vénds struktirdk hosszatol és esetleges elzarddasatol fligg (superior
mesenterialis véna) [26]. A nyirokcsomok érintettségének azonositdsa nehéz, mind a CT, mind
pedig az MRI pontossaga korlatozott [27, 28]. A median tulélés kezelés nélkiil 5 honap,
kezeléssel (sebészeti beavatkozas, illetve neoadjuvans kemoterdpia altalaban rossz eredményti)
pedig 8-14 honap [29]. Hasnyalmirigy daganat esetén érintett fobb nyirokcsomok:
hasnyalmirigyhez kapcsolt, hasnyalmirigy és bél kozotti, 1épnél 1évo, illetve pilorikus

nyirokcsomok.

A gyomorrdk a harmadik leggyakrabban eléforduld gasztrointesztinalis daganat és hatodik a
daganatos megbetegedések altal kivaltott halalokok kozott. A leginkabb el6fordulo szévettani
elvaltozas ebben a daganattipusban az adenokarcinoma (95%-ban). A miitéti eltavolitds az
egyetlen hatékony beavatkozas a tumor kezeléséhez és a hossza tavu tiléléshez. Szolid tumor
esetén lehetséges a gasztrektomia €s Orszem nyirokcsomo eltavolitds, azonban tavoli attét
esetén (példaul para-aortikus nyirokcsomo metasztazis) a mutéti eljaras nem biztosit jelentds
tulélési elényt [30]. Gyomorrak esetén a gyomor nagy gorbiilete melletti nyirokcsomok, a nagy
omentumhoz tartozé nyirokcsomok, gasztroduodenalis, pilorikus, valamint a nagy csepleszhez
¢s hasnyalmirigyhez asszocialt nyirokcsomok lehetnek érintettek a tumor sejtet tartalmazo

nyirokelfolyés miatt.

A kolorektalis karcinoma (CRC) a legtobb esetben polipbol szdrmazik, fontos rizikofaktorok
lehetnek az esetleges korabbi csaladi kolorektalis daganatok, polipok vagy gyulladéasos

bélbetegségek megjelenése. Rektalis malignus tumor kezelése elsdsorban sebészi
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beavatkozéssal torténik, melyet altalaban sugarterapia, €s ritkdbban kemoterapia kovet. A
progndzist alapvetden a tumor stadium alapjan hatarozzak meg, I-es stddiumi CRC esetén az 5
éves talélés tobb, mint 90%-os, IV-es stadiumi CRC esetén pedig megkdzeliti a 0%-ot [26, 29].
CRC esetén a regionalis nyirokcsomé metasztazisok eloszlasa koveti a mesocolon-ban 1&v6
¢rhalozatot. Ez az érhaldzat magaba foglalja a mesocolon felszalld dgahoz tartozo ileocoecalis
¢s a vastagbélnél 1évo jobb oldali véredényeket, a kozEépsé mesocolon véredényeit, illetve a

szigma ¢s leszallo vastagbél als6 mezenterikus vénait [31, 32].

A vesesejtes karcindma (RCC) viszonylag ritka neoplazma, az dsszes rosszindulati tumor 3%-
at teszi ki [26]. Altaldban 50-70 éves kor kozott jellemzd, leggyakoribb tipusa az
adenokarcinoma (90%). Az RCC-ben szenvedd betegek tobb, mint 50%-a gyoégyul meg korai
stadiumban, azonban IV-es stadiumu betegség esetén a tulélés alacsony. A vesesejtes
karcindma kezelése radikalis nephrectomiaval vagy kemoterapiaval torténik. Erintett
nyirokcsomok: paracavalis, para-aorticus és periaorticus nyirokcsomok.

Orszem nyirokcsomok azonban nemcsak a hasiiregi daganatok kozelében regionalisan, hanem
tavolabb is kialakulhatnak. Féként gyomordaganat esetén figyelték meg, hogy a peritonedlis
térbol a tumor sejtek a mediastinalis régidban 1€vé nyirokcsomokba jutnak, és ott attétet
képezhetnek [33]. A peritonedlis tér nyirokelvezeté mintdinak a feltdrasa eldsegitheti az
intraabdominalis rosszindulati daganatok prognosztizalasat, kezelését és a tumor stadium
beosztas felallitdsat (staging). A hasiiregi nyirokutakon torténd tumor terjedés vizsgalatara

szamos allatmodell 1étezik, melyekben a metasztazisok kiilonb6z6 utvonalait irtdk mar le.
2.3. Allatmodellek a hasiiregi nyirokelfolyas és attétképzés vizsgalatira

Parungo és munkatarsai 0jszerti, kdzeli infravords nyirok nyomjelzdvel azonositottak a
fels6 mediastinalis nyirokcsomokat, mint mellkasi 6rszem nyirokcsomokat [34], és kovették a
mellkasba, honaljba és hasiiregbe torténd nyirokelfolyasi mintdzatot [35]. Ennek ellenére
tovabbra is vita targyat képezi, hogy a hasiiregnek van-e elére meghatarozhat6 nyirok elfolyasi
mintazata. Korabbi tanulmanyokban leirtdk a rekeszizom [36], nyirokcsomd [37] ¢és
pneumoenteralis fistula [38] csatorndin keresztiili nyirokdramlédst. A gyomor-, vastagbé¢l- €s
petefészekrak, valamint barmely olyan malignitds, mely potencidlisan a peritonealis térbe
szorodhat, az 6rszem nyirokcsomohoz tartoz6 nyirokér drenalja, és a tavoli nyirokkeringésbe

jut.
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Fritz és munkatarsai horcsogok hasiiregébe Evans blue festéket, illetve radioaktivan jelolt
albumint injektalva azt tapasztaltdk, hogy a részecskék a mediastinalis és hasiiregi
nyirokcsomodkban jelentek meg [39]. Specifikus peritonealis nyirokelvezetést patkdny modellen
is megfigyeltek, mely soran kozeli infravords képalkotas segitségével és kiilonbozd méretii
nyirok nyomkovetdk (tracer-ek) alkalmazasédval a regiondlis 6rszem nyirokcsomokon kiviil a
fels6 mediastinalis nyirokcsomokban is lathatdo volt az attét jele [40]. A haslireg
nyirokelfolyasanak barany modellben torténd vizsgélata soran 3 f6 nyirokutat irtak le, melyek
atfurjak a diafragmat €s sajatos utvonalakon haladnak tovabb. Evans kék festéket hasiiregbe
adva a festékszemcsék egyrészt a caudalis sternalis nyirokcsomokba jutottak, a cranialis
sternalis nyirokerek kozvetleniil vagy kozvetve juttatjadk az anyagot a trachealis nyiroktdrzson
keresztiil a jobb nyirokcsatornaba. A masodik utvonal esetén a festék a hasiiregbdl a rekeszizom
nyirokkeringésén keresztiil a mediastinum caudalis nyirokcsomodba jutott. Ennek a csomonak
az efferens nyirokcsatornai a mellkasi csatornahoz szallitjak a szemcséket. A harmadik utvonal
révén a hasi zsigerek mesothel vonalan keresztiil szallitodott festéket az interstitiumbol az
afferens visceralis nyirokrendszer tavolitja el [37]. Ezeket a hasiiregbdl kilépd mediastinalis
nyirokkeringési utakat mar kordbban szintén leirtdk emberben ¢és tovabbi emlds
allatmodellekben is [41, 42]. A fenti irodalmi adatok alapjan lathato, hogy a hasiiregbdl a
kiilonbozd kolloid, illetve festék részecskékhez hasonldan a tumor sejtek is a diafragmén
keresztiil mediastinalis irdnyba jutottak tovabb, és parasternalis nyirokereken keresztiil a

paratimikalis nyirokcsomoékba jutottak el.

2.4. Paratimikalis nyirokcsomo karakterizalasa

A paratimikalis nyirokcsomok mediastinumban a timuszhoz kozel helyezkednek el és
hozza kapcsolodnak. A patkdnyok mellkasi tiregében megfigyelt nyirokcsomok a paratimikalis
¢s posterior mediastinalis nyirokcsomok. Az egér paratimikalis nyirokcsomokat a timusz egyes
lebenyén dorzolateralisan, 2-3-as csomokban irtdk le [43]. Egerekben a paratimikalis
nyirokcsomok a timuszon beliil, mig patkdnyok esetén a timusz felszinén talalhatéak meg [43].
Tilney részletesen feltérképezte a patkanyok nyirokrendszerét, és leirta, hogy a hasiiregbdl,
majbol, pericardiumbol és a timuszbol szarmazo nyirok a paratimikalis nyirokcsomokba jut,
majd a mediastinalis nyiroktorzsbe folyik, ami a subclavia vénajaba 6mlik be [44]. A timusz
nyirokkeringését €és timusz specifikus nyirokcsomok jelenlétét mas allatmodellben, mint

baranyban [45] és tengerimalacban [46] is leirtdk. A human paratimikalis nyirokcsomodkat csak
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két tanulmanyban [47, 48] publikaltak, valoszinlileg azért, mert a timusz kapszula alatt

helyezkednek el és a timusztol nehezen kiilonboztethetok meg.

2.5. Az orszem nyirokcsomo disszekcio hatranyai

A hasiiregi 6rszem nyirokcsomok eltavolitasa elterjedt gyakorlat a klinikumban,
azonban ennek a mddszernek is vannak velejard limitacioi €s hatranyai [49]. A metasztatikus
nyirokcsomok eltavolitasarol ugy gondoltdk, hogy barmilyen Ilehetséges attét
ujramegjelenését megsziinteti, azonban agresszivebb esetekben az eljards utan akar kevés
szamu tumoros sejt hatrahagyasa miatt Gjabb rosszindulati sejtszaporulat alakulhat ki. A
reszekcidval kapcsolatos strukturalis zavarok pedig tovabbi kockazati tényezoket (példaul:
szeroma, zsibbadas, nyirokddéma vagy fertézések) okozhatnak [49, 50]. A regionalis
nyirokcsomok eltavolitasa, melyek valdsziniisithetden tumoros sejteket tartalmaznak,
valoban javulast eredményez, azonban rezidualis mikrotumorok kialakulasa és a kitjulas
lehetdsége nem zarhatd ki. Tovabbi probléma, hogy peritonealis nyirokcsomo eltavolitas a
nyirokcsatornakat megnyitja €s életképes tumor sejtek hasiiregbe jutdsat okozhatja. Ribeiro és
munkatarsai tanulmanyukban leirtdk, hogy serosa-invaziv gyomordaganatos betegeknél a
daganat kitijulésa és emiatt az els6 két évben a betegek halala volt megfigyelheté még kurativ
kezelés utan is [51, 52]. A peritonedlis metasztazist a serosa-invaziv tumorokbdl leszakadt
szabad tumor sejtek okoztak, mindazonaltal nem invaziv tumorok esetén is megfigyeltek attét
kialakuldsat. A nonserosus-invaziv karcindma peritonedlis terjedésének okai a nyirokcsomod
disszekcid altal megnyitott nyirokcsatorndk, és az életképes daganatos sejtek jelenléte [53],
illetve igy a metasztatikus nyirokcsomokban 1€évé tumoros sejtek voltak [54]. Gyomor
karcindmas betegeknél a hasliregi metasztazis az egyik leggyakoribb kiujuldsi mintazat, melyet
a serosa-invaziv tumorokbol kijutd szabad daganatos sejtek okoznak. Habéar a non-serosa
invaziv gyomorrakos betegeknél kurativ sebészeti beavatkozast végeztek, néhany beteg
peritonealis daganat kigjulasban halt meg. A tanulmany egyértelmiien bebizonyitotta, hogy RT-
PCR vizsgalat utan szabad tumorsejtek voltak lathatok nyirokcsomo disszekcidt kovetden a

hastiregben.
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2.6. Metasztazis allatmodellek

A daganatos megbetegedések alapjaul szolgaldé molekularis patogenezis megértéséhez,
a daganat kezelés sorrendjének megallapitdsdhoz és 1) célzott rakellenes terapidk
kifejlesztéséhez reprezentativ metasztazis dallatmodellekre van sziikség [55, 56]. A
metasztazisra vonatkozo vizsgalatok soran gyakran olyan koncepciondlis és gyakorlati
nehézségekkel szembesiilhetiink, amelyeket a klinikai és kisérleti vizsgalatok elvégzéséhez le
kell kiizdeni. A metasztatikus vizsgalatok koncepcids nehézségei az ¢€l6 szervezetben
eléforduld folyamatok dinamikus jellegével fiiggnek Ossze, igy az attétek kialakuldsat in vivo
kell vizsgalni, in vitro nem lehet 6ket megfeleléen modellezni. Altalanosan elmondhatd, hogy
a metasztatikus tumorképzddés komplex folyamatanak vizsgéalata megkdveteli az optimalis
modellek kifejlesztését. Khanna ¢és Hunter a metasztazis kisérletes megfigyelését
legegyszeriibben a tumor sejtek kozvetleniil a szisztémas keringésbe torténd juttatasaval érték
el, mellyel az 4ttét kialakuldsdnak a helyét hataroztdk meg [57]. A mag-talaj hipotézis
eredményezte egerekben [58, 59, 60, 61]. Ortotopikus transzplantacid soran a tumor sejteket

ugyanazon anatémiai helyre vagy szovetbe juttatjuk, ahonnan a tumor eredetileg szarmazik [61,

62].

2.7. Citosztatikumok célbajuttatasara alkalmazhato gyogyszerleado

rendszerek

A daganatos megbetegedések kezelésében nagyrészt olyan mellékhatasokkal és
korlatozott hatékonysaggal rendelkezd toxikus gyogyszereket alkalmaznak, melyek
legnagyobb hatranya a célspecifikussag hianya [63]. Ezen kiviil mind a kéros folyamatok a
szervezetben, mind pedig a szervezet kiilonbozd gyodgyszerekre adott valaszai
megvaltoztathatjdk a varhato terapias hatast még akkor is, ha ismert az eldirt dozisa az
alkalmazott gyogyszernek. Ennek kovetkeztében viszont a sziikséges gydgyszermennyiség
eltérhet a beadandd6 mennyiségtdl. A szabalyozott hatdanyag-leaddsu rendszereket gy
fejlesztették ki, hogy biztositsak a sziikséges gyogyszermennyiséget, igy noveljék a gyogyszer
hatasat a szervezetben, megvédjék az élettani lebomléstol, javitsdk a beteg kényelmét és a
gyogyszer tényleges leadasanak helye ellendrizhetd legyen [64]. A nyirokutakon alkalmazott

gyogyszerleadd rendszereket a kemoterapids gyogyszerek kurativ terdpias hatdsanak
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javitasahoz hasznaljak, valamint alkalmazzdk makromolekuldris gyogyszerek szdjiiregen
keresztiili felszivodasanak és a nyalkahartya immunitasanak fokozasara. A nyirokrendszer
egyediilalldo  anatomiai  tulajdonsdgai megnehezitik a  gyogyszermolekuldknak a
nyirokszovetben 1évo célteriilet elérését, beleértve a nyirokcsom6 metasztazisokat [65]. Ezért
van szikség hatékony, nyirokutakon alkalmazhaté ¢és fokozott terapids hatassal a

gyogyszermolekuldkat a 1€zidk helyére szallitdo gyogyszerleado rendszerekre [66].

A konvencionalis daganatterapidban a metotrexat (MTX) egy hatékony daganatellenes szer [67,
68, 69], de alkalmazéasanak szamos hatranya van: mivel az MTX felszivodasa a gyomor-bél
traktusban telitddési kinetikat kovet a ndvekvd koncentracidval, biologiai hozzaférhetdsége a
tumorhoz dézis fliggd [70]. Nagy MTX dozisok alkalmazasa esetén a beadott MTX nagy részét
a vesek rovid idon beliil kisziirik. Ennek az eredménye pedig rovid plazma felezési id6 (5-8
ora) ¢s alacsony hatdanyag koncentracio jellemzi a célszovetekben [71, 72, 73]. Az elébb leirt
okok miatt a megemelt MTX dozis pedig a mellékhatasok (példaul: hanyas, hanyinger,
hasmenés stb.) magasabb kockazatat eredményezi [74]. Szamos hatéanyag leadasi modszert
fejlesztettek mar ki a hagyomanyos MTX terapia hidnyossagainak lekiizdésére. Ezek kozé
tartozik példaul a gyogyszer lipidekbe torténd csomagolasa, amely jelentdsen megndvelte a
plazma felezési idejét €s igy ritkabban torténd beadast tett lehetévé [75, 76]. A bioldgiailag
lebonthatd, MTX-al funkcionalizalt hidrofil zselatin mikrogémbok hosszan tarté felszabadulast
¢s megndvekedett tumorellenes hatast biztositottak [77, 78]. A nyirokutakon torténd
attétképzésre kifejleszett kilomikronokra hasonlité emulzié hasznosnak bizonyult a first pass
effect hatds kivédésére [79]. A ,,prodrug” megkozelitések €s a kovalens konjugacid esetén
kimutattak, hogy mindkét stratégia alkalmas a sejtekbe, vagy szovetekbe torténd szelektiv
hatdanyag leadasra. A két modszerben azonos az extra funkcios csoportok kihasznaldsa a MTX-
nak kiilonb6z6 biomolekulakhoz (példaul: peptidek, antitestek, enzimek, fehérjék stb.) torténd
kovalens kotéséhez. A modszer alapja, hogy ezeknek a kovalens kotéseknek a hasitasa célzott
helyeken torténik enzimekkel, biztositva ezzel a specifikus gyogyszer felszabadulast [80, 81,
82, 83, 84]. A biologiailag lebomld zselatin-MTX konjugatumokat Narayani és Rao
szintetizalta és vizsgalta [85]. Vizsgalataikban 1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil) karbodiimid-et
(EDAC) hasznaltak a MTX-nak a zselatin peptid oldallancaihoz torténd kovalens kotéséhez.
Ofner ¢és munkatiarsai modositottadk a zselatin-MTX kapcsoldsi stratégiat és olyan
konjugatumokat készitettek, melyek a bekotott MTX csak 3-8 tomeg %-at szabaditottak fel in

vitro. Végiil arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a MTX felszabaduldsat és a citotoxicitasat
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nem csak a cathepsin-B aktivitds szabalyozza, hanem a komplex enzimatikus valasza is

sziikséges a hatékony leadashoz [86, 87, 88].

2.8. Aerogél alapu gyogyszerhordozo rendszerek

2.8.1. Aerogélek, hibrid és funkcionalis aerogélek jellemzése

A gyogyszerleadd rendszereknek fontos részei a pordzus rendszerek a nagy belsd
feliiletiik és feliilet/térfogat aranyuk, a nagy porus térfogatuk €és egységes porusméretiik miatt.
A hatéanyag megkotést, illetve felszabaduldst befolyasold pérus és felszini tulajdonsagok
hatdsat, valamint a matrix-hatdéanyag kolcsonhatasokat mar mikro- és mezoporusos rendszerek
sz€les skalajan vizsgaltdk [89, 90, 91, 92]. Az aerogélek, mint a legkisebb stirliségii szilard
anyagok, a nagy porozitdsuknak és bizonyitott biokompatibilitasuk miatt egyre nagyobb
figyelmet kaptak hatoanyag leadd rendszerekként [93, 94, 95]. Az aerogéleket el0szor Samuel
Kistler szintetizalta 193 1-ben, aki ugy definialta az aecrogéleket, mint az anyagot, ami megtartja
a porusait és az intakt szerkeszetét, miutan a porusokban 1évo folyadékot gazra cserélte ki [96].
Koriilbeliil 60 évvel Kistler felfedezését kovetden a szerves aerogéleket diagnosztikai
szerekként, mesterséges szovetként és foként gyogyszerleadod rendszerként javasoltak orvosi
alkalmazésokra [97]. Ennek is koszonhetden az aerogélekkel kapcsolatos kozlemények szama

2005 ota kozel megtizszerezddtek (Sciencedirect.com-rdl nyert adatok).

2.8.2. Szervetlen aerogélek

Az aerogélekkel, mint gyodgyszerhordoz6 rendszerekkel kapcsolatos kutatasok
kezdetben a szilika alapt aerogélek alkalmazéasara 6szpontositottak [98, 99, 100]. Smirnova és
munkatarsai [98] a szilika aerogélek oralis gyogyszer leado rendszerként vald hasznalhatosagat
vizsgaltak, és megallapitottak, hogy a hidrofil szilika aerogéleken adszorbealddott gydgyszerek
gyorsabban oldodtak fel, mint a megfeleld gyogyszerek kristalyos formdban. Ezt a gyors
felszabadulast a szilika aerogélen a megndvekedett feliilet okozta, amelyen a gyogyszer
adszorbedlodott. Smirnova ¢és munkatarsai a hidrofil szilika aerogélbe kétféle modell
gyogyszert toltottek, griseofulvint €s ketoprofent, szuperkritikus CO»-bol adszorpcioval. A
gyogyszerek felszabaduldsi sebessége OtszOrdse és négyszerese volt a ketoprofen és
griseofulvin kristalyos formainak [101]. Schwertfeger és munkatarsai [102] a gyogyszerleado
rendszerekhez hasznalhato hordozé matrixok igéretes anyagaként szabadalmaztattdk a hidrofob
¢és hidrofil aerogéleket. Az elOkészitett gyodgyszer tartalmi aerogél mintdkat sziirték és

16



szaritottak, melyekben ezt kovetden a porusméret csokkenését figyelték meg, ami a sikeres
gyogyszer bekotodésre utalt [103, 104]. Schwertfeger és munkatarsai [102] szintén bemutattak
hidroféb gyodgyszerek hidrofil aerogélekbe torténd bevitelét, és kivitelét. Guenther és
munkatarsai a gyogyszertartalmii hidrofil szilika aerogélek lehetséges borgyogyaszati
alkalmazasat irtak le. Bizonyitottak, hogy a modellként hasznalt gyodgyszer, a dithranol
felszabadulasi és penetracios tulajdonsagai javithatok, ha a gyogyszer nem kristalyos forméaban

szabadul fel az aerogélbdl [105].

2.8.3. Szerves aerogélek

A szilika aerogélek egyik legnagyobb hatrdnya a bioldgiai lebonthatosaguk hidnya,
emiatt a kutatasok jelentds része fordult a kiilonféle szerves aerogélek eldallitasa felé. Berg és
munkatarsai [97] sikeresen kotottek a resorcinol-formaldehid aerogélekbe tesztoszteron-
adipatot és 5-fluorouracilt. Lee és Gould [106] kiilonféle modell gydgyszereket, mint példaul
methadone-t, naltrexone-t és inzulint kotottek szerves aerogélekbe tigy, hogy a szuperkritikus
szaritas elott a gyogyszerek oldataival beoltottak az alkogéleket. A kovetkezd igéretes szerves
aerogél matrixnak, mint gyodgyszer leadd rendszerek, a poliszacharidok szamitottak.
Stabilitasuk, elérhetdségiik, megujithatosaguk, alacsony koltségiik és alacsony toxicitasuk csak
n¢hany a kivalo tulajdonsdgaik koziil, amelyek miatt igéretesnek tiintek orvosbiologiai
alkalmazashoz. Mehling ¢és munkatarsai [107] kiilonbozé poliszacharid prekurzorokat
(burgonyakeményitd, modositott keményitd, alginat) hasznaltak aerogélek eldallitasahoz, és
ezekbe ibuprofent és paracetamolt kotottek. Bemutattdk, hogy a gydgyszer aerogélbe torténd
kotése és kioldodasi kinetikdja elsdésorban a matrix tulajdonsagaitol és szerkezetétol fiigg [107].
Betz és munkatarsai egy aktiv hatdéanyag, a ketoprofen széllitdsara alkalmas tejsavo-fehérje
alapu aerogelt készitettek. A vizben oldhatatlan tejsavo-fehérje alap hidrogélek alkalmasak
gyogyszerek kapszuldzasara és hasznalhatok a bedgyazott gydgyszerek széles termikus és pH
tartomanyban torténd stabilizasara [108]. Modell gydgyszerként a ketoprofent alkalmaztak,
mert a gasztrointesztinalis traktusban nem kivanatos helyi mellékhatasai lehetnek, igy ideélis
jelolt volt a szabdlyozott hatdanyag leadashoz. Garcia-Gonzalez ¢és munkatarsai [108]
biologiailag lebonthatd poliszacharid alapt aerogél mikrogomboket készitettek, amelyek
kiindulési anyagai természetes polszacharidok (alginat, pektin és keményitd alapuak) voltak, és
kiértékeltéek az adott aerogélek gyogyszer hordozoként torténd hasznalhatosagat [108]. Az
aerogél mikrogdmbokbe ketoprofent és benzoesavat kotottek szuperkritikus CO»-ban torténd

adszorpcioval. A bekdotott gyogyszerek amorf allapotban voltak, a hatéanyag megkotésének
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kapacitasa az aerogélek fajlagos feliiletétdl és felszini kémiai tulajdonséagaitol fiiggott [108].
Megallapitottak, hogy az alginadt és pektin aerogélekbdl torténd ketoprofen felszabadulasa
érzékeny volt a vizes kozeg pH-jara, ami 6sszhangban volt masok eredményeivel [108, 109,

110].

2.9. Aerogélek biokompatibilitasa, in vitro és in vivo alkalmazasuk

2.9.1. Aerogélek kardiovaszkularis implantatumokként valo felhasznalasa

Az elmult 100 évben a bioldgia folyamatok jobb megértése, és az egyre komplexebb
anyagok gyartasanak a lehetdsége a bioanyagok (biomaterials) elterjedéséhez vezetett. A
mechanikai szilardsag jelentds javulasaval parhuzamosan a modern aerogélek bizonyitottak az
orvosbioldgiai alkalmazasukhoz sziikséges tulajdonsagaikat, ezért szamos vizsgalatot végeztek
az aerogélek biokompatibilitdsara vonatkozdan. Napjainkban elterjedten hasznalnak
polimereket kiilonb6z6é implantalhatd orvosi eszkdzok részeiként, az alkalmazasi teriileteiket
tekintve a szivritmus szabalyozok, sztentek, mesterséges szivbillentylik és a gyogyszerleado
anyagok a leggyakoribbak [111, 112, 113, 114]. Szamos kozlemény jelent meg, melyekben
sebgyogyulési céllal biotechnologiai eldallitasu szoveti mérndkséghez (tissue engineering)
vazként (scaffoldként) hasznaltak ezeket az anyagokat [115, 116, 117, 118]. Ezért érdekes,
hogy a kivalo tulajdonsagu polimer alapi aerogéleket csak a kozelmultban fedezték fel a
hasonlé biologiai alkalmazasokhoz [119, 120]. A mesterséges szivbillentyliket a beteg vagy
sériilt szivbillentylik potlasara hasznaljak, és az egyik legaltalanosabban ismert vérkeringésbe
iiltethetd eszkozok [112, 113]. Altalaban poliuretanbol késziilnek, és messze nem tokéletesek
[121, 122], mivel hajlamosak a lebomldsra és mechanikai szilardsaguk gyenge [123]. Az
aerogélek jo alternativat kinalnak a mesterséges szivbillentyiik anyagaként a kivalé mechanikai
szilardsaguk, jobb biokompatibilitasuk ¢és elonyds eldallitasi koltségiik miatt [123]. Yin és
munkatarsai kiillonb6z6é aerogél formuldk ¢és a sziv- és érrendszer Osszeférhetdségét
(kompatibilitasat) tesztelték, mely sordn feliiletaktiv anyaggal bevont polikarbamid-
nanokapszuldzott makroporusos szilika aerogélt vizsgaltak. Az aerogél részecskék
biokompatibilitasat a sejtaktivacio és a gyulladasos valasz szempontjabol értékelték [123]. Azt
lattak, hogy egyes sajatos aerogél formuldk kompatibilisek voltak a vérlemezkékkel és a
vaszkularis endotél sejtekkel, normal vérlemezke funkciok megvaltozasa, illetve akut
immunvalasz a vérplazmdban nem volt jelen. Tovabba, a plazmaval torténd inkubaciot
kovetden anyagszerkezeti valtozasok, valamint fehérje lerakodas nem volt megfigyelhetd az

anyag felszinén. A kitozéan-szilika hibrid aerogél a vordsvértestekkel nem volt biokompatibilis,
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¢s ennek az anyagnak valo kitettségiik a sejtek hemoliziséhez vezetett [124]. Ez a példa azért is
érdekes, mivel egyes szilika-aerogél formuldk biokompatibilisek a kardiovaszkularis
rendszerrel, és a masképpen formulalt kitozan elterjedten hasznalt anyaga a kardiovaszkularis

eszkozoknek [119, 120, 124].

2.9.2. Aerogél alapu rendszerek haromdimenzios szovettenyésztéshez

A sikeres szovetcsere nem lehetséges a hibrid aerogélnek a célzott szovettel, és az azokat
alkotd sejtekkel torténd biologiai 6sszeférhetdsége nélkiil [125, 126, 127]. Az aerogélek olyan
kiilonboz6 fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyek idealis jeldltekké teszik dket, hogy a
szovetépitéshez alkalmas vazként szerepeljenek (,,tissue engineering scaffold”) [128]. Ezek
koziil az egyik legfontosabb tulajdonsdguk a jelentds €s testre szabhatd porozitasuk, ami
sziikséges a megfeleld szovetndvekedéshez [126]. Ez utdbbi miatt az aerogélt a nativ
extracellularis matrix szimulaldsara is hasznaltdk, amely szintén nagyon porézus (80%-os
porozités), valamint nehéz volt mésfajta anyagokkal modellezni a matrixot [129, 126, 130]. Egy
masik érdekes tulajdonsdga az aerogéleknek a fokozott mechanikai szilardsaguk,
Osszehasonlitva a hasonldan nagy porozitasi anyagokkal [120, 131, 132]. A tobbi bioanyaghoz
képest jelentds paraméter az aerogélek valtoztathatd kémiai Osszetétele [124], mivel a
biokompatibilitast leginkabb a kémiai 0sszetétel és a bomlastermékek hatarozzédk meg [119,
126]. Quraishi ¢és munkatarsai [129] a hibrid alginat-lignin aerogélek eldallitasara 1j
megkozelitést mutattak be, mely CO. indukalt gélesités volt oldoszercserével, amit
szuperkritikus szaritds kovetett. Quraishi ¢és munkatarsai a citotoxicitasi vizsgalatok
eredményei alapjan j6 adhézios tulajdonsagokat figyeltek meg, citotoxicitas nélkiil, ami nagy
potencialt jelentett a tovabbi in vitro és in vivo vizsgalatokhoz [129, 133, 134]. Ge és
munkatarsai [130] szilika aerogél és poli-e-kaprolakton (PCL) kompozitot, mint potencialis
csontp6tld anyagot vizsgaltak csontszdvet novekedéséhez. A PCL poliészter polimerként
ismert nagyfoku orvosbioldgiai felhasznalashoz, bizonyitott biokompatibilitassal [135, 136],
alacsony koltséggel és biologiai lebonthatosaggal [137]. Ge és munkatarsai megfigyelték
tovabba azt is, hogy a kompozit scaffoldba alkalikus aerogél hozzdadasa a savas kornyezetet
semlegesitette, ezaltal eldsegitette a sejtek tulélését €s novekedését [130]. Lu és munkatarsai a
nanocelluléz dialdehid valtozatat kollagénnel kototték keresztbe, mely sordn a dialdehid

celluloz rostok matrixként szolgaltak, mig a kollagén a dialdehid cellul6z rostok mentén nétt.

19



2.9.3. Aerogélek sebgyogyulasban val6 alkalmazasi lehetoségei

A sebgyogyulas dinamikus folyamatként ismert, amely rendszerint magéaba foglalja a
gyulladasos, vaszkularis, kotdszoveti és epitél sejtek szisztémads, szabalyozott és egyensulyi
aktivitasat. Ezért az idealis sebgyogyulasi alkalmazasnak nedves kornyezetet kell fenntartania
a sebfeliileten, lehetdve kell tennie a gazcserét, a mikroorganizmusokkal szemben barrierként
kell viselkednie ¢és eltavolitani a felesleges valadékot [138]. A sebgydgyulasra alkalmazni
kivant anyag tovabba nem lehet toxikus vagy allergén, j6 mechanikai tulajdonsaginak,
biokompatibilisnek, biodegradabilisnek ¢és konnyen eltavolithatonak kell lennie hasznalat utan
[139]. A poliszacharidok az elébb emlitett elonyds tulajdonsdgok széles skalajat mutatjak a
sebgyodgyulds szempontjabol, mivel biokompatibilisek, tobbnyire biodegradabilisek és gyakran
nagy vizfelvevo képességgel rendelkeznek [140]. A kitin €s a kitozan az adheziv sajatsaguk
miatt, egyiitt pedig az antifungalis és baktericid tulajdonsaguk, valamint az O-re vald nagy
permeabilitasuk miatt potencidlisan hasznalhato anyagok a sebek és égések kezelésére [141].
A bakterialis nanocelluléz (Komagataeibacter xylinus altal termelt celluloz) jo stabilitast,
alacsony toxicitast mutatott, biztonsagosan sterilezhetd, illetve biokompatibilis, ezért
orvosbioldgiai alkalmazasokra, ¢égések wutani sebfeliilet kezelésre (dressing) vagy
sebgyogyuldsra altalanosan hasznalhatok [142, 143]. Lu és munkatarsai altal kozolt dialdehid
nanocelluloz és kollagén tartalmi kompozit aerogélek [144] a porozitasuk, vizadszorpcidjuk,
strtiségiik ¢és a sejtekkel vald biokompatibilitdisuk miatt igéretes anyagok a lehetséges

sebkezelési alkalmazasokhoz.

2.9.4. Hibrid aerogélek gyogyszerhordozo/leado rendszerként valé alkalmazasa

Hibrid aerogélek esetében a nagy fetilettel rendelkezd szervetlen alkotd, €s a szerves
rész biodegradibilitdsanak a kombinacidja olyan Uj anyagot eredményezett, mely szdmos
elényds tulajdonsaggal rendelkezett hordozo6 anyagként torténd alkalmazashoz [145]. A hibrid
aerogélek oralis gyodgyszerhordozoként vald alkalmazhatosdgat Alnaeif és munkatérsai
vizsgaltak, akik szilika aerogél mikrogdémbokbe ibuprofent kotottek, magahoz a
mikrogdmbokhoz pedig Ujszerli bevonatot készitettek, melyhez kiilonb6z6 polimereket
(polietilén-glikol, Eudragit L polimer) alkalmaztak [146]. Follmann és munkatarsai [147]
mezoporusos szilika nanorészecskéket kombinaltak poli-akril sav és poli-vinil alkohol tartalmu,
sok elagazast tartalmazo polimerekkel. Kisérleteikben egy hidrofob gyogyszert, dexametazont

kotottek aerogélbe, mely hosszantarto, elnyujtott felszabadulasi profilt mutatott. Kideriilt, hogy

20



az aerogélt alkotd mindkét Osszetevd (mezopodrusos szilika részecskék és a polimerek)
alapvetden meghatarozta az aerogél tulajdonsagait: a mezopdrusos szilika lehetové tette nagy
mennyiségli dexametazon felvételét, a polimerek pedig a fizikai stabilitasért, s a dexametazon
molekuldk lassu és elnyujtott felszabadulasaért voltak feleldsek. A szerkezeti felépités és a
gyogyszerfelszabadulési profil alapjan példaul sebgyogyulasnal a seb lefedésére és hatdéanyag
leadéasra alkalmas, valamint kiilonb6z6 funkciondlis csoportok hozzaadaséval (példaul:
antitestek a cél szovethez) potencialis gyogyszerhordozo/leado rendszerrdl beszélhetiink. Veres
¢s munkatarsai [148, 149] szuperkritikus CO> segitségével szilika-zselatin hibrid aerogélt
hoztak 1étre, melyekbe kiilonb6zd hidroféb, alacsony vizoldékonysagl gyogyszermolekuldkat
impregnaltak (Triflusal, Ibuprofen, Ketoprofen). A kiindulasi és a funkcionalizalt matrixok is
nagy mennyiségli gyogyszermolekulat adszorbealtak (Triflusal 29 m/m%, Ibuprofen 27m/m%,
Ketoprofen 18m/m %). A hibrid aerogél a szilika aerogélhez képest nagyobb, és specifikusabb
gyogyszer megkotést mutatott, illetve a hibrid aerogélbdl torténd gyodgyszer felszabadulas 10-
szer gyorsabb volt. A hatdanyag felszabadulédst els6sorban a matrix hidraticioja, és ennek
kovetkeztében torténd szétesése, valamint a matrix zselatin tartalma hatarozta meg.

Szamos kozleményben a gyogyszermolekulak aerogélekbdl torténd felszabadulasat a célzott
szovetnek a normalistol vald eltérd tulajdonsagaira alapoztak. Ilyen lehet a cél szdvet
megvaltozott pH-ja [150, 151, 152], a megndvekedett enzimmiikddés [153, 154, 155], redox
valtozasok [156, 157, 158], vagy a kompetitiv gatlas [159]. Szemészeti alkalmazas
szempontjabol Liao és munkatarsai zselatin tartalmu szilika nanorészecskéket allitottak eld,
melyekbe pilokarpint kotottek zoldhalyog kezelésére. A hibrid aerogél rendszert in vitro és in
vivo nyul &llatmodellben hasznaltdk intrakameralis injektalas utan. Az in vitro kisérletek esetén
a kezelés harmadik hetének a végére 50%-0s gyodgyszerfelszabadulast tapasztaltak, mely a
megemelkedett MMP-2 (matrix metalloprotedz) aktivitasnak és a kialakulo savas kornyezetnek
volt koszonhetd. Az allatok szemének eliilsd kamrajaba torténd pilokarpin tartalmt aerogél
injektalasa utan az intraokularis nyomas nem valtozott, a kontroll &llatokban viszont a nyomas
drasztikusan emelkedett [160].

Daganatkezeléssel kapcsolatos vizsgalatok esetén kiillonbozd, a normalis sejtektdl eltéro,
megnovekedett intracellularis enzimaktivitasokat hasznaltak fel a hibrid aerogélekbdl valo
gyogyszer felszabaditashoz. Agostini és munkatarsai a mezopdrusos hibrid aerogélek
felszinéhez oligo (etilén-glikol) ldncokat kotottek, capping anyagként pedig egyszeriien
hidrolizalhat6 anyagokat alkalmaztak, és a nanorészecskék internalizéciojat kiillonb6z6 tumoros
sejtekben (HeLa, MCF-7) vizsgaltak. A mezopodrusos szilika nanorészecskék endocitozissal

torténd felvétele €és a lizoszomalis észteraz aktivitas lehetové tette a hibrid aerogélbe kotott
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hatdanyag kontrollalt felszabadulasat [154]. Tumoros szovetekben a matrix metalloproteazok
(MMP) alapvetd szerepet jatszanak a tumorgenezisben, a létrejové tumoros szdvet
gyakorlatilag a dagantos sejtek és a tumor sztroma sejtek (fibroblasztok, myeloid sejtek)
komplexe. A tumoros mikrokdrnyezetrél elmondhatd, hogy eldsegiti 0j erek képzodését
(angiogenesis), az extracellularis matrix turnover-ét és a tumor sejtek mozgésat [161]. Yun és
munkatéarsai doxorubicinnel (DOX), mint modell farmakonnal funkcionalizalt mezoporusos
szilika nanorészecskéket vizsgaltak hepatocellularis és colon karcindéma sejteken, melyek
fokozott MMP-9 aktivitassal rendelkeznek [162]. A nanorészecskéket in vivo farokvénaba
fecskendezték, a DOX tartalmu hibrid szilika nanorészecskékhez BSA cappinget és polipeptid
linkert alkalmaztak A részecskék a méjdaganatban akkumulalodtak, mig a BSA csokentette az
immuntoxicitast. Xu és munkatarsai in vitro és in vivo vizsgéltdk a DOX funkcionalizalt szilika-
zselatin részecskék tumor ellenes hatdsat vastagbél karcindbma €s normal hepatocita sejteken. A
karcindma sejtek emelkedett protedz aktivitasa révén szignifikans kiilonbséget tapasztaltak a
MMP-9 negativ sejtekhez képest a sejtek viabilitdsdban in vitro. Az in vivo kisérletekben a
tumor helyén megfigyelhetd, MMP Aaltali kontrollalt gyogyszerfelszabadulds eredménye
szignifikans (kozel 84%-os) tumor méret csokkenés, terapids hatds novekedés, és szisztémas

toxicitas csokkenés volt [163].
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3. CELKITUZESEK

Kisérleteink elsd részében egér allatmodellben az intraperitonedlisan (i.p.) beadott
kolloid tusszemcsék, és az SCC VII egér karcindoma sejtek paratimikalis nyirokcsomokban
torténd megjelenésének, €s az attét képzés vizsgalatat tiztlik ki célul. A tovabbi kisérletekben
az egér allatmodellben hasznalt SCC VII sejttenyészeten a szilika-zselatin hibrid aerogél (H-
AGQG) részecskék biokompatibilitdsat, valamint a metotrexattal (MTX) funkcionalizalt szilika-
zselatin hibrid aerogél mikrorészecskék (MFH-AG) tumor novekedést gatld hatasat in vitro
kisérletekben kivantuk megvizsgalni. Ezeknek a vizsgalatoknak az elvégzéséhez a kovetkezd

célokat taztuk ki:

a) Az egér allatmodellben torténd hasiiregi tumor terjedési utvonalat makroszkdposan (i.p.
beadott kolloid tusszemcsék terjedési utvonalanak vizsgélataval), valamint mikroszkoposan
(szOvettani festéssel ¢s immunhisztokémiai jeloléssel) kivantuk megvizsgélni.

b) Invitro vizsgalatokban igazolni kivantuk a MTX genotoxikus, mikronukleusz képzd hatasat
a tumor sejteken citotoxikoldgiai assay segitségével, és a sejtek kromatin kondenzacios
intermedierjeinek, illetve a kialakult kromatinstrukturak vizsgalataval.

c) A Debreceni Egyetem TTK Szervetlen-és Analitikai Tanszék munkatarsai altal szintetizalt
MFH-AG karakterizalasat N> porozimetrids mddszerrel, a SCC VII sejtek és a MFH-AG
részecskék méreteloszlasat diffrakcios méretmeghatarozassal, valamint a H-AG
mikrorészecskék  biokompatibilitasdt a hosszii  tdvi  megfigyelésre alkalmas
videdmikroszkopos rendszer segitségével kivantuk megvizsgalni.

d) A MFH-AG mikrorészecskékbdl torténd gyodgyszer felszabadulast kiillonb6zo, sejtmentes
¢és sejteket tartalmaz6 médiumban kivantuk megfigyelni. Végiil a MFH-AG részecskék
tumor sejt novekedés gatlasat vizsgaltuk SCC VII, illetve humén eredetii HL-60 és HaCaT

sejtvonalakon, melyekhez MTT viabilitas vizsgélatot alkalmaztuk.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Sejttenyésztés

A kisérleteket egér eredetli karcindma (SCC VII), illetve human eredetii (HaCaT, HL-
60) sejttenyészetekkel végeztiik el. A jelentds metasztatizald képességekkel rendelkezd egér
eredetli karcinoma sejtet C3H egértdrzsbdl izolaltak, a Boston-i Massachusetts Korhazban
[164]. A sejteket DMEM-HAM’S F12 médiumban tenyésztettiik 2mM L-glutamin, 23 mM
natrium-bikarbonat, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin, 1% nem esszencialis
aminosav keverék és 10% hdinaktivalt fotalis borjii szérum hozzdadasa mellett. A HaCaT
sejttenyészetet 2 mM L-glutamint, 23 mM NaHCOs-ot, 100 U/mL penicillint, 100 U/mL
streptomycint, 1%-o0s nem esszencidlis aminosav keveréket és 10% borju szérum albumint
tartalmaz6 DMEM tapfolyadékban, a HL-60 sejttenyészetet pedig az el6zéhez hasonlo
osszetétellit RPMI 1640-es tapfolyadékban tenyésztettiik.

4.2. Egér kisérletek

A kisérleteket him és ndstény (5-5) C3H/HeJ egereken végeztiik a Debreceni Egyetem
Botanikus Kertben talalhaté Kisérleti Allathazban. Az allatokat konvencionélis laboratoriumi
koriilmények kozott tartottuk, szemi-szintetikus diétat (Charles River Mo Kft, G6dollo,
Magyarorszag) és ad libitum csapvizet kaptak. Az egereket az UK Allatkisérletes bizottsaganak
eldirasa szerint kezeltik, melyet a DEMAB (Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag) engedéllyel hagyott jova (eng. sz: 16-1/2012/DE MAB). A kisérletek soran a
metasztazis utvonal vizsgélatahoz a 8-10 hetes allatok eldszor tustintat kaptak i.p. 0,2 ml-ben,
majd 48 ora 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 elsédleges tumor,
illetve a mediastinumot a timusz eltdvolitasahoz. Az egér boncolas sordn a felvételeket LED

megvilagitast, 5 megapixeles felbontasti kameraval készitettiik.

24



4.3. Szovettani vizsgalatok, immunhisztokémiai jelolés

Az egerek boncolasa utan a paratimikalis nyirokcsomokat tartalmazo timuszt 4%-os
formaldehidben fixaltuk. A mintakat paraffinba agyaztuk, metszettiik, majd hematoxylin-eozin
festést alkalmaztunk rajtuk. A hasiiregben kialakult primer tumor, valamint a timuszon beliili,
attéteket tartalmazo nyirokcsomok szovettani vizsgalatdt Dr. Hargitai Zoltan segitségével a
Kenézy Gyula Korhaz Pathologiai Osztalyan végeztiik el.

A formalin fixalt, paraffinba agyazott egér mintdkban az attétet tartalmazé nyirokcsomokban
1év6 karcindma sejtek jeldléséhez citokeratin 14 (LL002, Biocare Medical, Pcheco, CA, USA)
pozitiv sejtek immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el. A paraffin blokkokbdl 4 pum
vastagsagu metszeteket készitettiink, majd a héindukalt antigén visszakeresést EnVision FLEX
Target oldattal (DAKO, Glostrup, Dénia) végeztiik el. Az endogén peroxidaz akitivitast 3%-os
hidrogén-peroxiddal blokkoltuk. Az elsddleges antitestek megjelenitésére immundetekcios kit-
ként a specidlis a Vector M.O.M.-ot (mouse-on-mouse) hasznaltuk, mint egér monoklonalis
anti-CK 14 antitestet. Az immunreakciot M.O.M. biotinilalt anti-egér IgG (szobahdémérsékleten
10 perc) és 30 perces streptavidin-HRP (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)
(1:300) kezelés segitségével végeztiik el. A megjelenitést 3,3’-diaminobenzidine-nel végeztiik,
illetve a sejtmagokat hematoxylin-eozin festéssel ellenfestettiik. A metszetekrdl a felvételek

készitését LEICA DM 2000 mikroszkoppal végeztiik el.

4.4. Kromatin struktarak izolalasa, fluoreszcens mikroszkopia

A DE Molekuldris Biotechnologiai ¢és Mikrobioldgiai Tanszéken talalhato
munkacsoport mar évek oOta alkalmazza a kiilonb6zd toxikologiai kisérletekben a kromatin
kondenzalddasi intermedierek analizisét, mint genotoxicitas vizsgalatot. Bizonyitottuk, hogy a
kromatin szerkezetek kialakuldsa a sejtciklus adott fazisara jellemzden zajlik le, amit mar
szdmos sejttipuson a jellegzetes kromatin formak bemutatdsaval leirtunk [165]. Kromatin
kondenzéalodas folyamata a kovetkezOk szerint zajlik le: a GO/G1 fazisban a maganyag
homogén, dekondenzalt allapotban figyelhetd meg. G1/S fazisban a maganyag a replikacio
helyén fellazul, emiatt heterogén megjelenést mutat. A korai S fazisban a fatyolos kromatin
szerkezet jellemz0, a szalagszeri kondenzalodas ezt kovetden az egész sejtmagra kiterjed. A
késoi S fazisban a szalagok kondenzalodasa révén tomorebb, fonalas szerkezetek a jellemzdek.

Ezt kdvetden a szalagok tovabbi szupertekercselddésével a maganyag gytirliszerli strukturava
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alakul, a G2 fazisban mar kromoszoma elOtelepeket figyelhetiink meg kiilonb6z6
kondenzaltsagi fokkal. M fazisban (mit6zis) mar teljesen kondenzaldddott kromoszémak
lathatoak. A sejtosztodas ana-€s telofazisaban a magallomany megkett6z0dését és kiilonvalasat
kovetéen a maganyag Ujra szervezddik, majd ujra tomorebb, homogén, dekondenzalt

szerkezetl lesz.

A SCC VII kromatin struktirdk izolalasnak 1épései a kovetkezok:

A modszert eredetileg Banfalvi és munkatarsai dolgoztak ki, mely soran egér timuszbol izolalt
limfocita sejtek kromatin strukturajat vizsgaltak [166]. A kisérleteinkben szerepld kontroll és
metotrexattal (MTX) kezelt sejtek sejtmag vizsgélatahoz is ezt a metodikat alkalmaztuk, mely

soran a sejteket T-25-0s sejttenyésztd edényben tenyésztettiik.

1) A reverzibilis permeabilizalas segitségével a sejtmembranok atjarhatova tehetok rovid

ideig hipotdnias puffer alkalmazasaval, mellyel lehetdség van példaul oligonukleotidok
sejtekbe torténd bevitelére, vagy mikroszkopos vizsgalatok esetén az interfazisos
kromoszomak lathatova tehetok [167].
A sejteket centrifugalas segitségével iilepitettiik, majd ezt kovetden reszuszpendaltuk.
10% szama SCC VII sejtet 1 ml permeabilizal6 (hipotoniés) pufferben 0°C-on 2 percig
inkubaltunk. A permeabilizald pufferben taldlhaté T-150 dextran megakadalyozta a
sejtek szétesését a permeabilizalas soran. A permeabilizadcido megforditasara a sejtekhez
9 ml 10% FBS-t tartalmaz6 sejttenyésztd tapfolyadékot adtunk. Ezt kovetden a sejteket
centrifugaltuk (500g, 5 perc), és friss 10% FBS-t tartalmazd médiumot adtunk a
sejtekhez.

2) A sejttenyésztd edényben a sejtszam (5x10°) meghatirozast kovetden a sejteket
colcemidet adtunk, ezt 2 6ras inkubacid kovette. A sejteket ezt kovetden PBS-el mostuk
at 2 alkalommal. Ez a 1épés gyakorlatilag egy metafdzisos blokknak felel meg, mivel a
colcemid hatasara a sejtek nem 1épnek a kovetkezo sejtciklusba.

3) Ezutan a sejtek ozmotikus duzzasztasdhoz swelling (duzzaszto) puffert hasznaltunk, 10
percig 37 °C-on tortént az inkubacio. Swelling puffer dsszetétele: 50 mM KCl, 3 mM
ditiotreitol, 5 mM NaPOs és10mM MgSO4, pH 8.0). A duzzasztdé puffert
centrifugalassal (500g, 5 perc) tavolitottuk el.
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4) A magizolalas sordn a pellet sejtjeihez lassan 1 ml jégecet:metanol (1:3) elegyet adtunk,
a sejtmagokat ezzel a fixaldszerrel mostuk kétszer, majd 2 ml fixalo elegyben vettiik fel
oket.

5) A fixél6 oldatban felvett sejtmagokat kb. 30 cm magasrol mikroszkop feddlemezre
cseppentettiik ~ Pasteur-pipetta  segitségével, ezt kovetéen a  lemezeket
szobahOmérsékleten hagytuk szaradni éjjelre. PBS-sel torténd atmosast kovetden a
lemezeket felszallo alkoholsorban (70%, 90%, 95%, 100%) dehidraltuk.

6) A targylemezeken 1év6 dehidralt mintakat 20ul DAPI-Antifade keverékkel festettiik
meg, majd feddlemezzel lefedtiik Oket. Az antifade médium 0&sszetevoi: 1,4-
diazobiciklo-(2,2,2)-oktan; 20 mM Tris-Cl; pH 8.0; 0,02% natrium-azid és 25 ng/ml
DAPI. A mintak befot6zéasa fluoreszcens mikroszkoppal, DAPI (em.: 417-477 nm, ex.:
352-402 nm) sziird alkalmazéasaval (Nikon Eclipse E800 Nikon Corporation, Tokyo)

tortént.

A mikronukleuszok szdmat az Osszes maghoz viszonyitva adtuk meg mikronukleusz index-
ként. Az alkalmazott MTX koncentraciok: 0 (kontroll); 0,1; 1; 10 és 100 uM-os MTX. A
sejtmagokat (kisérletenként 100) minden koncentracional harom alkalommal meghataroztuk,

¢s az atlagot vettiik mikronukleusz indexnek.

4.5. Mikronukleusz vizsgalat Giemsa-festéssel

A SCC VII sejtek sejtmagjatban MTX altal indukalt mikronukleusz képzdodés
bizonyitasara Giemsa festést is alkalmaztunk. A mikroszkopos megfigyeléshez az el6z6
pontban leirt sejtmag izolalasi protokoll végén a sejtmagokat 6vatosan a tiszta targylemezekre
pipettaztuk, levegén szaritottuk és 3%-os Giemsa-oldattal festettiik, majd a targylemezekre
fedélemezt helyeztiink. A metszeteket fénymikroszkép (63x nagyitasi objektiv) és a

mikroszkophoz kapcsolhato digitalis kamera segitségével fotoztuk be.

4.6. H-AG és MFH-AG mikrorészecskék eloallitasa
4.6.1. Anyagok és vegyszerek

A hibrid aerogélek szintéziséhez hasznalt tetrametil-ortoszilikatot (TMOS) a Sigma-
Aldrich (Budapest, Magyarorszag) Kft., a zselatin (A tipust, 150 kDa, étkezési tisztasagu)
pedig a Martin Braun Kft. terméke volt. Az 1-etil-3-(3-diamino-propil) karbidoimid-hidroklorid
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(EDC), a metotrexat és a borju 1épbdl izolalt cathepsin-B (liofilezett por, >10 unit/mg fehérje)
enzimet, illetve egyéb szervetlen vegyszereket (NaHCO3, NaH,PO4, HCI, NaOH) szintén a
Sigma-Aldrich Kft.-t6l vasaroltuk. A metanolt, acetont és ammonium-karbonatot a Fluka-t6l
szereztiik be. A szuperkritikus CO2-t 99,95%-o0s tisztasagli gazbal allitottuk eld. Minden vizes

oldatot MIIli-Q viz hozzaadasaval készitettiink el.

4.6.2. Zselatin-metotrexat konjugatum eloallitasa

A zselatin-MTX konjugatumot Kosasih és munkatérsai altal leirt szintézis protokoll
alapjan készitettiik el [86]. A zselatint (0,5 g) feloldottuk 30 ml 0,05 M-os NaHCOs3-ban, majd
hozzaadtuk a 150 mg MTX-ot tartalmazo, 15 ml 0,05 M-os NaHCOj oldatot. Az oldat pH-jat
HCI oldat segitségével pH 6-ra allitottuk be, majd szobahdmérsékleten 2 6ran at 300 rpm-en
kevertettiik. Ezt kovetden 1-etil-3-(3-diaminopropil)-karbodiimid hidrokloridot (750 mg)
adtunk a keverékhez és tovabb hagytuk kevertetni éjjelre. A konjugatum tisztitasdhoz foszfat
puffert tartalmazé (0,05 M, pH 7.4) 7000 MWCO SnakeSkin dializiscsovet hasznaltunk. A
puffert 24 ora utan lecseréltiik, és tovabbi 5 dializalo ciklust alkalmaztunk. Végiil a szaraz

zselatin-MTX konjugatumot (1. abra) liofilezéssel kaptuk meg.

NH, COOH
|
N_ _HCN C~NH—=CHCHzCHz —CO —HN —SGELATIN
N/I \j/ | <:> 1 2 éﬁ
CHy 0
e
qu/l\\u N

Zselatin-metotrexat konjugatum

1. abra. Metotrexat kapcsolésa zselatin oldallanchoz amid kdtésen keresztiil [85].

4.6.3. Metotrexattal funkcionalizalt hibrid aerogél eloallitasa

A MTX tartalmu szilika-zselatin hibrid aerogél elkészitéséhez egy kordbban publikalt
metodikat hasznaltunk fel [148]. A zselatin-MTX konjugatumot (0,55 g) és 70 mg (NH4)>COs-
ot 20 ml desztillalt vizben oldottuk be, a folyadék szobahdmérsékletre torténd lehiitése utan 7
ml metanolban 3 ml tetrametil-ortoszilikatot oldottunk fel, és hozzdadtuk a diszperzios
kozeghez. A reakcioelegyet erdteljesen kevertettiik, és henger alaki miianyag formaba ontottiik

az alkogél képzddéséhez. 24 ora elteltével az alkogélt eltavolitottuk az dntéformabol, majd egy
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perforalt aluminium tartalyba helyeztiik a tobblépcsds oldoszercseréhez. El6szor az alkogélt 24
Orara tiszta metanolba helyeztiik dehidratalas céljabol, ezt kdvetden pedig a metanolt tiszta
acetonra cseréltiik 4 1épésben 24 6ran keresztiil. Az acetont tovabbi 3 alkalommal cseréltiik friss
oldoszerre, majd egy folyamatosan miikkodé oldoszer regenerald ¢€s extrahaldegységet
alkalmaztunk annak érdekében, hogy a pordzus rendszerbdl az dsszes vizet eltavolitsuk. Az
extrahalashoz hasznalt olddszerekben nem észleltiink MTX kioldddast. Az acetont folyékony
allapott  COz-vel vontuk ki a rendszerbdl egy autoklavban 54 MPa nyomason,
szobahdmérsékleten. Végiil a gélt szuperkritikus CO> (14 MPa, 80 °C) segitségével szaritottuk
ki [168]. Korabban publikalt eredmények alapjan a fenti szintetikus eljaras biztositja, hogy
molekularis szinten a zselatin teljes mennyisége beépiil az aerogélbe, szilika-zselatin hibrid
aerogélt eredményezve [148, 149]. A hibrid aerogél osszetételét termikus analizis segitségével
65 m/m% szilikara és 35 m/m% zselatin-MTX-re becsiiltiik. A hibrid aerogél készitése soran
nem detektaltunk MTX kioldodast, igy megallapithatjuk, hogy a hibrid aerogél teljes
szarazanyag tartalmanak 6 m/m%-a volt MTX. Hasznalat el6tt az aerogélt el6szor szarazon,
mechanikusan poritottuk achat dorzsmozsarban, majd nedvesen Potter-Elvehjem szovet
grinderrel (Mediker, Budapest, Magyarorszag) 10 percig. Ezzel a modszerrel a szilika-zselatin

részecskék konnyen, reprodukalhaté modon 10-20 um-es atmérdvel rendelkeztek.

4.7. MFH-AG részecskék elektronmikroszkopos és porozitas vizsgalata

A pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) és porozitas vizsgalatokat Dr. Veres Péterrel
végeztiik el. A SEM képeket Hitachi S-4300 (Hitachi, Tokyo, Japan) mikroszkop segitségével
készitettiik el. A monolitbol frissen levagott aerogél darabokat szén szalagokra rogzitettiik, és
5-6 atomréteg vastag, aranyozott vezetoréteggel boritottuk, illetve 10-30 kV-os
gyorsitofesziiltséget alkalmaztunk. Az aerogél mintak fajlagos feliiletét, pérus méret eloszlasat
¢s fajlagos porus térfogatat No adszorpcids/deszorpcids porozimetria (Quantachrome Nova
2200e) alkalmazasaval mértik meg 80 °C-on 24 o6rds gaztalanitdst kovetden. A fajlagos
feliiletet a tobbpontos BET modszer alkalmazasaval szdmitottuk ki. A pérusméret eloszlasat

BJH modszerrel szamoltuk ki a deszorpcids gorbébdl.
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4.8. MFH-AG részecskék sterilizalasa és kondicionalasa

A szilika-zselatin aerogél részecskéket 48 oraig sterilizaltuk UV-sugarzassal az in vitro
kisérletek eldtt. A kitapadasi, adhézios kisérletekhez 1-2 mm vastag részecskéket hasznaltunk,
mig a migracids vizsgalatokhoz rostélt, kerek (d < 125 um) részecskéket hasznaltunk. Az
aerogél mintdkat UV atereszté miianyag mintatartoba helyeztiik, a megvilagitas végig 360°-ban
tortént. A sterilizalast kovetden az aerogél részecskéket 3 6rdn at sejtmentes médiumba

helyeztiik, majd a részecskéket atpipettaztuk a sejteket tartalmazo sejttenyészté edénybe.

4.9. Time-lapse videomikroszkopia

A biokompatibilitasi vizsgalatokhoz a hosszl tdva megfigyelésre alklamas time-lapse
videdmikroszképot (2. abra) hasznaltuk: az inkubator tipusa SANYO MCO18-AC CO»
sejttenyésztd inkubator (Wood Dale, IL, US), melyben 4 vide6 mikroszkop talalhato, melyekkel
akar ugyanabbol a sejttenyészetbdl szarmazo, kontroll és kezelt sejtpopulaciok parhuzamosan
fut6 megfigyelése is elvégezhetd. Az inverz allasu, Olympus tipusi (Toyo, Japan)
mikroszkopokban az alabbi mddositasokat végeztiik el: a fényforrast a revolvertoronyba, a
CCD kamerat pedig az okular helyére telepitettiik. Az objektivek (x10:0,25, achromat Carl
Zeiss, Jena, nagy latoteri objektivek) a CCD kamera el6tt helyezkednek el. A 2 megapixel
felbontastt CCD kameran tovabbi modositsokat hajtottunk végre: a kamerahdzat, objekiveket,
¢s infrasziirdt is eltavolitottuk. Fényforrasként 960 nm hullamhossztsagu, kozeli infravoros
fényt emittdlo LED-et alkalmaztunk a fototoxicitas minimalisra csokkentéséhez [169]. A
rendszer eldnyei koz¢ tartozik, hogy a sejtpopulaciokban bekovetkezd valtozasok valds iddben
kovethetdk, illetve sziikség esetén vissza nézhetdk és ellendrizheték. A bemutatott rendszer
lehet6vé teszi a sejtek nem csak populaciés, hanem egyedi szinten torténd megfigyelését tobb
sejtcikluson keresztiil. A rendszer segitségével elkészitett képsorozatot videofelvétellé
konvertalhatjuk, majd a felvétel statisztikai képelemz6é modszerekkel torténd feldolgozéasa nagy

iddbeli felbontast adatokat biztosit a toxikus folyamatok dinamikai vizsgalatahoz.
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[ Time-lapse videomikroszkop ]
T

1. Sejttenyeszetelc

1, Time-lapse {3 Sejttenyészts inkubator

képalkotis

2. abra. Time-lapse videdmikroszkop felépitése.

4.10. Digitalis képanalizis

A time-lapse rendszerrel készitett képszekvencidk elemzését az Imagel programmal
végeztik el, ami egy nyilt forrdskédi Java-alapi képfeldolgozod rendszer. A program
ingyenesen letolthetd a hivatalos honlaprél (https://imagej.nih.gov/ij/), futtatdsa asztali
alkalmazasként vagy online applet-ként is lehetséges. Az Imagel az egyik leggyorsabb, tisztan
Java nyelven irt képfeldogozo keretrendszer. Az ImageJ-ben megtaldlhatd tobb képjavito,
illetve helyreallité miivelet, tobbek kozott tudunk simitani, élt detektalni, median sziirést, illetve
kiiszobolést (thresholding) végrehajtani 8-bites sziirkearnyalatos, és szines képeken is egyarant.
A program szabadon bdvithetd kiilonb6zé macro-val, script-el vagy plugin-okkal. Ezekkel a
bovitésekkel lehetdséglink van extra opcidkat importdlni a programba, az adott mérési

igényeknek megfelelden.
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A sejt motilitasi vizsgalatokhoz az Image]J programhoz ingyenesen letdltheté MtracklJ plugint
hasznaltuk. A programba kiilonb6zé adatok megadasdval (hemocitométerrdl késziilt kép
a pixel értékeket pm-es értékekre tudtuk atvaltani. Ezt kovetden a képszekvencidkon beliil az
egyes képeken a sejteket manualisan jeldltiik ki, mellyel a program minden egyes sejthez
adatpontokat rendelt a sejtek helyzetérdl. Ezeket az adatpontokat koordinata-rendszerbe
helyeztiik, mellyel egyiitt a program megadta az egyes sejtek altal megett utat, a sejtek
sebességét. A kapott koordinata-rendszerben a fekete nyilak a pozitiv, mig a piros nyliak a

negativ iranya elmozdulést jelolték.

4.11. MFH-AG részecskeméret eloszlas vizsgalat

A MFH-AG monolit tombbdl nyert 2-3 mm-es darabokat pufferbe (pH 7.4 PBS)
helyezve szoveti homogenizatorral 10 percen keresztiil mechanikailag kezeltiik, illetve
szonikaltuk 10 percig. A SCC VII sejtek és a MFH-AG mikrorészecskék méreteloszlasat
hemocitométer €s digitalis képanalizis segitségével mértiik meg. A képeket 1,3 megapixeles
USB mikroszkop kameraval (MicroQ-W Pro) készitettiik, és az ImageJ programot hasznaltuk
a sejtek ¢és a mikrorészecskék méreteloszlasanak a meghatidrozédsdhoz. Az eredmények
kiértékeléséhez Excel programot (Microsoft Office) hasznéltunk. Ezen kiviil a MFH-AG
mikrorészecskék méreteit 1ézerdiffrakcios meéreteloszlasi (Mastersizer 2000, MALVERN
Instruments) modszerrel is megmértik. A MFH-AG részecskék méretében bekovetkezd

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

4.12. A MFH-AG részecskékbol torténdo MTX felszabadulasanak vizsgalata

A MFH-AG részecskékbol torténd MTX felszabadulast ugy vizsgaltuk, hogy a
mikronizalt MFH-AG részecskéket 72 6réan at kiilonb6zd vizes kdozegben aztattuk. A részecskék
koncentraciéja mindig 1 mg/ml volt. Elészor a sejtmentes vizsgalatokhoz 3 pufferoldatot
hasznaltunk: 0,01 M-os HCI oldatot, acetat puffert (pH 5.0) és PBS-t (pH 7.4). A széles pH
tartomanyban torténd MTX felszabaduldas megmérésének a célja volt annak meghatarozasa,
hogy a konjugatum hidrolitikusan stabil-e sejtmentes kornyezetben, vagy nem. A harom
kiilonboz6 pH érték segitségével a szervezeten beliili adszorpcids koriilményeket modelleztiik.

A kioldodast szérum mentes DMEM-HAM’S F12 tapfolyadékban is vizsgaltuk, mely 2 mM L-
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glutaminnal, 23 mM NaHCO3-mal, 100 U/ml penicillinnel, 100 U/ml streptomicinnel, 1% nem
esszencidlis aminosav keverékkel volt kiegészitve. Az elézdekben leirt tapfolyadékot 10%
magzati borju szérummal (FBS) kiegészitve is vizsgaltuk a MTX kioldodast a MFH-AG
részecskék jelenlétében.

Az MFH-AG részecskék SCC VII sejtekkel torténd inkubaldsa (T-25-0s sejttenyésztd
edényben, 5x10° sejtszam mellett) sordn 5 vizsgalati csoporttal végeztiik el a kisérleteket: 1) a
sejttenyészetek feliiliszoinak szabad MTX tartalmat a tenyészetek MFH-AG részecskékkel
torténd inkubaldsa utdn mértik meg. 2) A SCC VII sejteket DMEM-HAM’S F12
tapfolyadékban torténd tenyésztést kovetden a SCC VII sejtek feliiliszojat is felhasznaltuk a
MFH-AG részecskékbdl torténd MTX felszabadulds tesztelésére. Kiegészitésként, a
sejttenyésztd edény aljat 1 %-os zselatinnal vontuk be, majd a SCC VII sejteket ezen a felszinen
tenyésztettiik 72 6ran keresztiil. A sejteket ezt kovetden 0sszegyljtottiik, majd szonikaltuk dket.
3) Az intakt sejttenyészet feliiliszojat, illetve 4) a szonikalas utan kapott lizatumot kiilon-kiilon
inkubaltuk a MFH-AG részecskékkel a MTX felszabadulas tesztelésére. 5) A
mikrorészecskéket 24 6ran keresztiil cathepsin-B (PBS-ben, 1 U) enzimmel inkubaltuk a MFH-
AG enzimatikus emésztésének tesztelés¢hez. A felszabadult MTX mennyiségét az Osszes
kisérletben UV spektoszkopiaval hataroztuk meg, az egyes mintak standard adagolasanak
modszerével. Az UV spektroszkopids vizsgalatokhoz a mintdkat tartalmazo puffert és
tapfolyadékot otszordsre higitottuk, a mérésekhez alkalmazott hulldmhosszak pedig 302, 312
¢s 372 nm voltak. Az UV-Vis vizsgalatokhoz hasznalt fotométer tipusa Agilent Cary 60 volt.

4.13. Sejtek életképességének meghatarozasa MFH-AG mikrorészecskékkel

tortént kezelés utan

A sejtek €letképesség vizsgalatat 96-lyukt lemezeken végeztiik el. SCC VII és HaCaT
sejtekbdl 2,5x103, HL-60 sejtek esetén pedig 5x10° szamu sejtet helyeztiink a 96-os mikroplate-
en talalhato lyukakba. A kisérletek soran az inkubacios id6k (24, 48 és 72 ora) letelte utan a
sejteket 2 alkalommal PBS-sel mostuk (100 pl), majd hozzdadtunk 100 ul MTT reagenst (MTT
reagens koncentracioja: 0,5 mg/ml), ezutan a lemezeket 3 orara visszahelyeztiik a sejttenyésztd
inkubatorba. Ezt kovetden az MTT oldatot eltavolitottuk, a 1étrejott formazan kristalyokat 200
ul DMSO-ban (dimetil-szulfoxid) oldottuk fel, majd fél 6ras inkubalas utan a lemezeket 570

nm-en fotometraltuk. A mikrolemezeken hattér abszorbanciat is mértiink, szintént 570 nm-en.
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A kezelt sejtek életképességét a kontroll sejtek életképességéhez viszonyitva szézalékos (%)

értékben fejeztiik ki.

4.14. Statisztika

Az eredményeket atlagérték + szords (standard devidcid) formaban adtuk meg. Az
eredmények statisztikai analizisét t-probaval, vagy tobbszords dsszehasonlitas esetén ANOVA
modszerrel végeztilk el. A statisztikai analizist GraphPadPrism 6 Windows szoftverrel
(Graphpad szoftver, San Diego California, USA) végeztik. A *p < 0,05, **p < 0,01

eredményeket tekintettiik szignifikdns modon eltérének.
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5. EREDMENYEK

5.1. A tus szemcsék i.p. oltasa utan a Kkolloid részecskék megjelentek a

paratimikalis nyirokcsomokban

Az intra-, és retroperitonealis térbdl a mediastinumba nyild nyirokerek drenaljak a hasiiregi
folyadékot, melyet a mediastinumban 1€v6 nyirokcsomok sziirnek at. Munkacsoportunk korabbi
vizsgélataiban, patkdny 4allatmodellben bizonyitotta ezt az anatémiai Osszekottetést, mely
érintett a peritonealis, illetve retroperitonedlis térbdl torténd metasztazisok soran [170]. Els6
kisérleteinkben ezt az anatémiai utvonalat kivantuk vizsgalni egér allatmodellben. A kontroll
C3H/HelJ egerek hasiiregébe (2 him és 2 ndstény) 200 ul fizioldgiads sdéoldatot adtunk, majd az
¢p timuszokat 48 oraval az oltast kovetden eltavolitottuk. A tus szemcséket tartalmazo
szuszpenziot szintén i.p. adtuk be az egereknek, majd a tust tartalmaz6 timuszokat 48 6ra mualva
tavolitottuk el az allatokbol. A részecskék a timusz 2 felsd részén talalhatd, egymadssal

szimmetrikusan elhelyezkedd nagyobb, illetve az ezek alatt talalhat6 2 kisebb paratimikalis

nyirokcsomokban dusultak fel (3-c dbra). Szdvettani képen lathato volt, hogy a tus részecskék

3. abra. A timusz felépitésének sematikus abrdja a) abra: (PTNYCS: paratimikalis nyirokcsomok, TK: timusz
kapszula, JT és BT: timusz jobb ¢és bal oldali lebenye). A kontroll és a tus szemcséket tartalmazd timusz

makroszkopos (b, ¢), és mikroszkopos (d, e) képe. Jelzések: b, c: 0,5 cm; d, e: 50 pm.
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5.2. Az SCC VII sejteket C3H egerek hasiiregébe oltva attétet adtak a

paratimikalis nyirokcsomokba

A kontroll C3H egereket (5 db) 200 pl fiziologias sooldattal, a kezelt allatokat (5 db)
pedig SCC VII sejteket (1,5x10°) tartalmazé 200 pl szuszpenzidval oltottuk be
intraperitonedlisan, majd az egereket 30 nap elteltével feldldoztuk. A boncolds soran a
hashartnyan kialakult primer tumort, illetve az attétet tartalmazé timuszt tavolitottuk el. A
mediastinumban elhelyezkedd timusz a 4-a dbran lathato. A hashartya felszinén figyeltiik meg
a primer tumor jelentds részét, valamint a hasfal hashartya fel6li részén is megfigyelhetd volt
(4-b abra) az attétek kialakuldsa. A hasiiregbe tortént tumor sejtek oltdsa utan a timusznak a
megnagyobbodasat, valamint gyulladt, vordses szinli elvaltozasat tapasztaltuk. A szerveket

tovabbi felhasznalasig, illetve szovettani vizsgalatokig 4%-os formaldehidbe helyeztiik.

4. abra. Els6dleges daganat kialakuldsa a hasfalon, illetve metasztdzis az egér timuszban. a) abra: kontroll allatok

timusza az i.p. oltast kovetd 30. napon, a bal felsé képen az izolalt timusz 1athato. Jelzés: 0,25 cm. b) dbra: Primer
tumor (négyzettel jelolve) kialakulasa a hashartyan a daganatos sejtekekkel torténd oltast kdvetd 30. napon. A
hasfal bels részén talalhato attéteket fehér nyilak jelolik. c) abra: Attétet tartalmazo timusz fehér kerettel jelolve,
a bal felsé abran a megnagyobbodott timusz lathat6. Roviditések: JT-BT: jobb és bal tiidé lebeny, SZ: sziv, M:

m4j. Jelolés: 0,25 cm.

A kontroll és az attéteket tartalmazo paratimikalis nyirokcsomd metszeteken hematoxylin-
eozin festést (H-E) alkalmaztunk. Az egészséges nyirok szdvet tulnyomodan bazofil szinii
sejtjei (5-a abra) jelentdsen eltértek mind morfoldgidban, mind szinben az eozinofil festédésii
daganatos szovet sejtjeitdl (5-b abra). A tumoros szovetet atipids magok, magas sejtdenzitas
¢s az osztdodd sejtmagok nagy szama jellemezte. A daganatos sejteket tartalmazo,
megnagyobbodott bal ¢és a kisebb jobb timusz lebenyek az el6z6 4-c abran lathatoak. A

paratimikalis nyirokcsomod tilnyomd részét tumoros szdvet jellemezte, melynek belsd
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részében nekrotizalt régio volt lathatd (5-d dbra). A nyirokcsomo metasztazist tartalmazé
belsé része nekrotizal, a kiilsd része felszakad, igy a vér és a tumor sejtek a kornyezd
szovetekbe sziirddnek. Az igy kidramlo vér-€s daganatos sejtek tovabbi nyirokcsomokba
szlirddnek, a korabbi patkany modellhez hasonldan a paratimikélis nyirokcsomok az érszem

nyirokcsomok (Anyagok és modszerek 4.3.).

5. abra. A paratimikalis nyirokcsomok H-E festése. a) abra: a kontroll nyirokcsomoé szdvettani képe. b) abra:

az ép és az attétet tartalmazo nyirok szovet hatara. c) abra: a nagyobb (N-PTNYCS) és a kisebb (K-PTNYCS)
paratimikalis nyirokcsomok szovettani képe. d) abra: a daganatos szovetben talalhatd nekrotizalt régio.

Jelzések: a, b, d: 50 um (40x nagyitas) c: 500 um (5x nagyitas).

5.3. Immunhisztokémiai jelolés

A diagnozist segithetik egyes, a daganatban is kimutathaté antigének, ugynevezett
tumormarkerek, melyek utalhatnak a daganat eredetére, a differencidltsagara és a progndzisra
is. Vizsgélatainkban az immunhisztokémiai jel6lést megbizhaté modszerként alkalmaztuk a
laphamsejtes karcindma attét paratimikélis nyirokcsomon beliili megjelenitésének a
bizonyitasara. A kontroll nyirokcsomok is adtak kis mértékben pozitiv jelet, ezek a kontroll
szovetben megtalalhatd Hassal-testek voltak, melyek keratinizalt régiok a nyirokszévetben
(6-a abra). Az attétet tartalmaz6 paratimikalis nyirokcsomoékban a daganatos sejtek jelolésére
hasznalt citokeratin-14 (CK14) festés igazolta a SCC VII sejtek jelenlétét a rosszul
differencialt szovetben (6-b dbra) (Anyagok és modszerek 4.3.).
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6. abra. Citokeratin 14 (CK14) pozitiv sejtek immunhisztokémiai detektalasa a kontroll (a) és attétet tartalmazo

(b) paratimikalis nyirokcsomodkban. A pozitiv sejtek sotétbarnara festddtek. Jelzések: 50 pm (40x nagyitas).

5.4. Kromatin kondenzalodasi intermedierek vizsgalata metotrexattal

torténo kezelés utan
5.4.1. Metotrexat indukalta genotoxicitas a SCC VII sejtek magjaiban reverzibilis

permeabilizalast kovetoen

A metotrexat (MTX), mely a dihidrofolat reduktaz enzim inhibitora, mikronukleusz
képzodést indukal és tovabbi kezeléssel ez fokozhatd [171, 172]. Tobbszori kezelés hatasara
egér csontveldi sejtekben tobb mikronukleusz €s kromoszéma aberraciod volt megfigyelhetd,
mint egyszeri kezeléskor. Mésok viszont azt tapasztaltak, hogy az MTX plazma szintje nem,
vagy csak kis kiilonbséget mutatott egyszeres €és a négyszeres kezelés kozott [173]. A
mikronukleuszokat a Yamamoto ¢és Kikuchi altal meghatarozott morfologiai kritériumok
szerint listazhatjuk, azaz normal, dupla, tobbszords, gyliri alaka €s nagyméretii. A nagyméretii
mikronukleuszok viszonylag akkor voltak gyakoriak, amikor a sejteket aneugén, az osztodasi
orsokat gatld vincristin-nel kezeltiik, ami aneuploididt okozott. Trietil-amin hatasara

kromoszdéma torések és kisebb mikronukleuszok képzddtek [174].

A MTX-ot, mint folsav antagonista antimetabolitot, széles korben hasznaljak daganatellenes
szerként szignifikans klasztogén hatasa miatt [175]. A kromatin toxicitasi hatast dozis fiiggd
modon, reverzibilisen permeabilizalt patkany myeloid leukémia sejteken korabban vizsgaltak
[176]. Amikor a patkdny myeloid leukémia sejteken a MTX kezelés 0,1 uM alatt volt, nem volt

megfigyelhetd valtozas az interfazisos kromatin struktardkban. A 0,1 ¢és 10 pM-os
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koncentraciokon az apoptotikus kromatin zsugorodas korrelalt az alkalmazott MTX ddézissal,
apoptozis elsdsorban a korai S fazisban mutatkozott meg. Magasabb MTX koncentracioknal (~
20 uM) nekrotikus zavar volt lathat6, valamint fontos megjegyezni, hogy a legalacsonyabb
nekrotikus koncentraci6 megegyezett a legmagasabb MTX koncentracioval, ami mar

apoptozist okozott (10 uM) [176].

A reverzibilisen permeabilizalt SCC VII sejtek kromatin kondenzalddasi mintazatat a 7-A abra
mutatja. Az 1 uM-os MTX kezelést kovetden a SCC VII sejtek magjaban a kovetkezo négy 6

kromatin valtozast lattuk (a 7-es abran fehér nyilakkal jeloltiik a kromatin valtozasokat):

1) mikronukleusz szerti formak (7-B abra a-d)

2) a fibrillaris kromatin kijutdsa a sejtmag egy- vagy tobb pontjan, mely a membran
karosodasara utal, itt nem egyetlen mikronukleusz képzddésérdl van szo6 (7-B abra e-h)

3) egy vagy tobb kis lyuk megjelenése a magmembranban a MTX 4ltal okozott membran
karosodast mutatja (7-B abra i-1)

4) kiterjedt membran karosodas nagyméretii lyukakkal a membranon (7-B dbra m-p)

MTX kezelést kdvetden a kromatin kondenzalodas nem érte el a metafazist és a szalagformak
kialakulasa utan gatlodott, valdsziniileg az elégtelen szupertekercselddés miatt (7-B abra g-t).
A 7-A abra d paneljét valasztottuk a mikronukleusz képzddés szorosabb vizsgalatdhoz (7-C
abra d/1), ami azt mutatta, hogy a mikronukleusz a maganyag jol definialt része, valamint jol
megkiilonboztethetd a tobb kromoszomat tartalmazo makronuklesztol (7-C abra d/2) (Anyagok

¢s modszerek 4.4.).
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A Kontroll

7. abra. Kontroll (A) és 1 pM-o0s MTX (B) kezelt SCC VII sejtmagokban lejatszodo kromatin kondenzalodas. Az
(A) abra d panelje lett kivalasztva a kozelebbi vizsgalathoz, a mikronukleuszt (d/2 abra felsd része) fehér, és a

makronukleuszt (d/2 abra also része) kék szinli jel6lés mutatja. Jelzések az abrakon: 5 pm.

5.4.2. Mikronukleusz kialakulasanak igazolasa nem permeabilizalt SCC VII sejtekben

Giemsa-festéssel

A Giemsa-festést annak a bizonyitdsdra hasznéltuk, hogy az MTX kezelés
mikronukleuszokat general. A 8. abran lathatd a mikronukleuszok képzddésének eldzetes
vizsgélata SCC VIl sejtek sejtmagjaban MTX kezelést kvetden. A sejtmagokat intakt sejtekbdl
izolaltuk és Giemsa-festékkel festettiik (8. abra): a kontroll (8-a abra), a 10 pM-os (8-b 4bra) és
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a 100 uM-os (8-c abra) MTX kezelést kdvetden a sejtmagokat izolaltuk és festettiik (Anyagok

¢s modszerek 4.5.).

8. abra. A MTX kezelést kdvetden kialakult mikronukleuszok Giemsa-festése. Az exponencialisan novekvé SCC
VII sejteket 9 oraig kezeltik MTX-al (10 és 100 uM), majd sejttenyészt6 inkubatorba 37 °C-ba helyeztiik Oket,
ezt kdvetden pedig izolaltuk a sejtmagokat és megfestettiik 6ket. a) kontroll sejtmagok b) 10 uM-os MTX-al kezelt
sejtek apoptotikus sejtmagjai ¢) 100 pM-os MTX kezelést kdvetd sejtmagok nagyméretli mikronukleuszokkal.

Jelzések az abrakon: 5 pm.

5.4.3. MTX altal indukalt mikronukleusz képzodés nem permeabilizalt sejtekben

MTX jelenlétében a permeabilizalas elhagyasa novelte a mikronukleuszok kialakulésat
dozis fliggd6 modon. A MTX kezelés a hasonlo ¢€s jellegzetes mikroméretli magstruktirak
gyakorisagat novelte, de a magmembrant nem nyitotta fel az alatta 1évé kromatin strukturak
kijutasahoz (9. abra). Ez a megfigyelés azt mutatta, hogy a korai S fazisban a mikronukleusz
kialakulas nemcsak a kromatin foldingban kritikus, hanem a megjelenésiik a gentoxikus agens

altal okozott membran sériilésnek is érzékeny indikatora.

Az SCC VII sejtmagokban permeabilizalas nélkiil az interfidzisos kromoszémak nem voltak
lathatoak, azonban MTX kezelés 0,1 ¢és 100 pM kozotti koncentraciok esetén
mikronukleuszokat generalt (9-A abra). Kontroll, kerek alaki MTX kezelés nelkiili sejtmagokat
a 9. édbra nem tartalmazott, de a Giemsa festést prezentalé abran lathatéak (8-a abra). A
klasztogén eredeténél fogva az MTX viszonylag kis mikronukleuszokat generalt alacsony (0,1-
1 uM) koncentracidk esetén, az apoptotikus koncentraciok (1-10 uM) esetén a makronukleusz
mérete csokkent, a nekrotikus koncentracié (100 uM) pedig megndvelte a makronukleusz
méretét €s a sejtmag toredezését okozta (9-A 4abra). A varakozasoknak megfeleléen a
mikronukleuszok megjelenésének gyakorisdga dozis-hatds fiiggést mutatott, a MTX

koncentraciok novelésével a mikronukleuszok szama is ndvekedett (9-B éabra). A kontroll
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sejtmagok esetén a sejtekkel tortént munka sordn az esetleges behatdsokkal (mechanikai)

magyarazhat6é a megjelent mikronukleuszok kis aranya (4%) (Anyagok ¢s modszerek 4.4.).
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keresztiil CO, inkubatorban (Anyagok és mddszerek). A sejtmagokat metanol:jégecet (3:1) keverék segitségével
izolaltuk, targylemezre cseppentettiik és DAPI-val festettiik Oket. A mikronukleuszokat fehér nyilakkal jeloltiik.
Jelzések: 5 um. B) A mikronukleuszok szamat az 6sszes maghoz viszonyitva adtuk meg mikronukleusz index-

ként 0 (kontroll); 0,1; 1; 10 és 100 uM-os MTX koncentraciok mellett.
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5.5. A vizsgalt aerogélek karakterizalasa
5.5.1. A H-AG karakterizalasa

A kozel 30% zselatin tartalommal rendelkezé H-AG jellemzése korabbi publikacidban
megtaldlhaté [148], a jelen értekezésben vizsgalt vegyiilet az eredeti H-AG-nek megfelel,
ezeket 1) eredményként nem mutatom be. Munkédmban az Gijonnan szintetizalt, MFH-AG-t irom

le és hasonlitom 0ssze a megfeleld referencia vegyiilettel (Anyagok és modszerek 4.6.).

5.5.2. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

A MFH-AG pésztazo elektronmikroszképos képe a 10. abran lathat6, mely 20000-
szeres nagyitassal késziilt. A felvételeken nem volt megfigyelhetd szignifikans szerkezetbeli
eltérés az azonos mddon szintetizalt szilika-zselatin hibrid aerogélekhez képest [148, 149]. A
szilika-zselatin aerogél alapvaza gdmb alaku blokkokbdl allt, melyeknek az atlagos atmérdje

kb. 100 nm volt (Anyagok és modszerek 4.7.).

e
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10. abra. MFH-AG minta pasztazé elektronmikroszkopos képe. Jelolés: 2 um.
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5.5.3. N: adszorpcids-deszorpcios porozimetrias vizsgalatok

A N: adszorpcids-deszorpcios izotermdk ¢és a hozzajuk tartozd szilika-zselatin-
metotrexat (MFH-AG) aerogél porus-méret eloszlas lathatd a 11. dbran. Az izoterm gorbék
olyan I'V-es tipust hiszterezést adnak, ami a makroporusokat tartalmaz6 mezopdrusos anyagra
jellemzék. A MFH-AG specifikus felszine (544 + 20 m?g™") hasonl6 az eredeti hibrid aerogél
felszinéhez. A porusméretek maximuma dporus = 25-30 nm, a pérusok méreteloszlasanak
kiszamitasdhoz a BJH modszert alkalmaztuk. A Barett, Joyner és Halenda (BJH) modszer soran
a porusméret eloszlasokat a deszorpcids izotermabol szamitotuk ki. Ez a szélesebb eloszlas
jellemzd a nagyobb (>20 tomeg %) zselatin tartalmu szilika-zselatin aerogélekre. A
porozimetrids mérések alapjan megallapithato, hogy a MTX beépiilése a hibrid aerogélekbe

nem okozott strukturalis valtozasokat [87, 88] (Anyagok és modszerek 4.7.).
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11. abra. Nitrogén adszorpcios-deszorpcids izotermak standard homérsékletre és nyomadsra viszonyitva (a) és a
szilika-zselatin aerogél porus méret eloszlasa (b). Roviditések: STP, standard hdmérséklet és nyomas (IUPAC 0

°C, 103 pascals = 1 bar).

5.5.4. A MFH-AG mikrorészecskék és a SCC VII sejtek méreteloszlasa

A mikrorészecskék €és a sejtek méreteloszlasanak meghatarozasdhoz a felvételeket
hemocitométer és mikroszkophoz kapcsolt videokamera segitségével készitettiilk el, majd a
részecske-¢s sejtméreteket a képeken digitalis képanalizissel hataroztuk meg (12. abra). A
mikrorészecskék méreteit 1ézerdiffrakcios méreteloszlas meghatarozasaval is megmértiik. A

szoveti homogenizatorral tortént kezelés és szonikalast kovetden a részecskék (12,13 £ 1,5 um)
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kozel sejtméretlire estek szét (14,5 = 1,6 um) (atlagos méretek). Az aerogél részecskek
méreteloszlasa 2 oOrdval a mechanikai 6rlést kovetOen stabilizalodott, ezért az aerogél
kevertetését tovabb folytattuk, mieldtt a részecskéket az in vitro kisérletekben alkalmaztuk

volna (Anyagok ¢és modszerek (4.11.).
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12. abra. A fénymikroszkoppal és digitalis képanalizissel meghatarozott SCC VII sejtekre, és a MFH-AG
mikrorészecskékre vonatkozé méreteloszlasi diagramok (n=50). A gorbék a mikroszkdpban szamolt darab szerinti

atlagot mutatjak.

5.6. A H-AG mikrorészecskék biokompatibilitasanak vizsgalata time-lapse

videomikroszkopiaval

A biokompatibilitasi teszteket egyedi kialakitdsu, hossz tdvii megfigyelésre alkalmas
time-lapse videdmikroszkopiaval végeztiik el. A kisérletekhez 25 — 45 pm atmérdjti és 1 — 2
mm vastagsagu, eldézetesen UV fény segitségével sterilezett és sejttenyésztdé médiumban
kondicionalt szilika-zselatin aerogél részecskéket (1 mg/ml) hasznéltunk fel. A time-lapse
kitapadasi és migracids kisérletek 940 percig (~16 o6ra) tartottak, valamint 10-10 sejtet
figyeltink meg a kontroll és a szilika-zselatin részecskét tartalmazd time-lapse
képszekvencidkon. Az adhézids kisérletek sordn altalanosan elmondhaté volt, hogy a kontroll
sejtekhez (13-c abra) képest az aerogél részecske felszinén torténd kitapadas sordn a sejtek
kerekebbek voltak, ami a 13-d abran lathato. A kitapadas idétartama megkozelitdleg kétszerese
volt az aerogél részecske felszinén (4tlag: 557 + 213 perc) a kontroll sejtekhez képest, melyek
a sejttenyésztd edény aljara tapadtak ki a vizsgalatban (atlag: 232 + 76 perc) (13-b abra)
(Anyagok és modszerek 4.9. és 4.10.).
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13. abra. A SCC VII sejteknek a sejttenyészt6 edény aljara (a és ¢ abra), valamint a H-AG mikrorészecske darab

felszinére torténd kitapadasa (b és d abra). A H-AG felszinén kitapadt sejteket piros szinii korokkel jeloltik. Az

abrak jobb felsd részén talalhatd szamok az id6t jeldlik percben. Jelzések: 50 pm.
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14. abra. Az Imagel] program segitségével elvégzett mérések alapjan a hibrid aerogél mikrorészecskék
jelenlétében a SCC VII sejtekre gyorsabb és direkcionalisabb mozgés volt jellemzd, mint a kontroll sejtek esetén.
a) a SCC VII sejtek kitapadasahoz sziikséges id6k, b) a kontroll és a H-AG jelenlétében a SCC VII sejtek altal
megtett ut, c) a kontroll és a H-AG részecskékkel torténd kezelés esetén a SCC VII sejtek atlagos mozgasi

sebessége. Mindhdrom mérés sordn a *p < 0,05; **p < 0,01 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.

A szintén a time-lapse videdmikroszkopia segitségével készitett felvételeken a motilitasi
vizsgalatokat az Image] program, és a programhoz ingyenesen letdltheté Mtrack] program
kiegészités (plugin) segitségével végeztik el a képszekvencidkon. A mérések soran azt
tapasztaltuk, hogy a vizsgalt sejtek altal megtett ut hosszabb volt (kontroll sejtek esetén: 101 +
30 um; a H-AG jelenlétében: 237 + 80 pm), illetve a sejtek mozgésanak a sebessége gyorsabb
volt a hibrid aerogél jelenlétében (kontroll sejtek mozgasi sebessége: 0,0013 £ 0,0005 um/s; H-
AG jelenlétében a sejtek mozgasi sebessége: 0,003 £ 0,0001 um/s) (14. abra). Ezenkiviil a
sejtek mozgasanak pontjait koordinata rendszerbe helyezve azt lattuk, hogy az aerogél
részecskék jelenlétében a sejtek irdnyitottabban mozogtak (a H-AG részecskék fel¢), mint a
kontroll sejtek. Az iranyitott migracido ebben az esetben csak azt jelenti, hogy a sejtek a
felvételeken lathato H-AG részecske (15-b abra jobb szélén) iranydba mozdultak el. Ez a
jelenség feltételezhetéen a részecsékben megtalalhaté zselatin tartalom kemoattraktans
hatdsanak tulajdonithat6. Fontos még megjegyezni, hogy a H-AG részecskék jelenlétében a
time-lapse vizsgdlatok sordn nem tapasztaltunk sejthaldlozasra utald jeleket (apoptdzis,
nekrozis). Ezzel is bizonyitva, hogy a H-AG mikrorészecskék biokompatibilisak voltak a
sejtekkel (Anyagok és modszerek 4.9. ¢és 4.10.).
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15. abra. A kontroll (a, c) és a szilika-zselatin aerogélt (H-AG) tartalmazé (b, d) felvételteken a sejtek (10-10)
mozgasat reprezentald montazs. Az a) és a b) abrakon a szines vonalak a sejtek utvonalait mutatjak a kontroll
sejtek esetén (a) és az aerogél jelenlétében (b). A b) abran a fekete nyilak az aerogél részecskét jelolik. Az Image]
program segitségével a kontroll, szilika-zselatin aerogél hianyaban (c) és jelenlétében (d) a sejtek mozgasait leird
pontokat koordinata-rendszerbe helyeztiik. A c) és d) abrakon a piros és fekete nyilak a sejteket jelolik, melyek az

Y tengelyhez képest felfelé vagy lefelé mozognak, ami a sejtek iranyat adta meg. Jelzés: 50 pm.
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5.7. Az MFH-AG részecskékbol torténé MTX felszabadulasanak vizsgalata

A felszabadult metotrexat mennyiségét csak akkor tudtuk megfeleld pontossaggal
meghatarozni, ha a vizsgalt immobilizalt hatéanyag teljes mennyiségének legalabb 3 %-a
felszabadult. A MTX felszabadulasi kisérletek eredményeit az 1. tdblazatban foglaltuk dssze.
A MFH-AG részecskékbdl torténd MTX kioldodast eldszor kiilonbozé pH-ju puffer oldatokban
vizsgaltuk 72 oras inkubaciot kovetden. A 0,01 M-os HCI oldatban, a pH 5 acetat pufferben,
illetve a pH 7.4 PBS oldatban a MTX koncentracio az inkubélast kovetden a kimutatasi hatar
alatt volt. Az el6z6 megfigyelésekhez hasonldan, a kiegészitett DMEM-HAM’S F12-el
elvégzett kisérletekben sem volt kimutathato MTX tartalom, fiiggetleniill a médium szérum
tartalmatol. A MFH-AG részecskéknek a SCC VII sejtekkel torténd egyiitt inkubalasa a teljes
MTX tartalomnak a 8,6 + 1,9 %-a jutott a sejtek feliilluszojaba. Abban az esetben, mikor a SCC
VII sejtek feliiluszojaval 72 6ran at inkubaltuk egyiitt a hibrid aerogél részecskéket, a MTX
tartalom 11,8 +2,0%-a jutott a médiumba. Azoknal a kisérleteknél, ahol a SCC VII sejtek enzim
termelését zselatin bevonattal indukaltuk, az aerogél részecskéket a sejtlizatummal torténd
egylitt inkubaléasa 8,7 + 1,2 %-os MTX felszabadulast, az indukalds utan kapott sejttenyésztd
médiummal torténd inkubalés pedig 11,6 + 1,4 %-os MTX kioldddast eredményezett. A MFH-
AG részecskék cathepsin-B enzimmel torténd inkubaldsa a teljes immobilizalt MTX
mennyiségének kevesebb, mint 4,6 = 0,9 %-os felszabaduldsit okozta. Ez a megfigyelés

Osszehangban van a korabban publikat eredményekkel [87] (Anyagok és mddszerek 4.12.).

Az eredménveket a kovetkezd tablazat foglalja Gssze:

1. tablazat. A MTX felszabadulasa kiilonb6zo koriilmények kozott. Minden kisérletet

haromszor végeztiink el, és az eredményeket atlagoltuk.

Alkalmazott médium és Felszabadult
koriilmények MTX
Puffer (pH 2.0; 5.0; 7.4) <3%
DMEM-HAM’S F12 <3%

SCC VII sejtkultira 8,06+1,9%
SCC VII sejtkultara feliilaszo 11,8 +£2,0 %
Indukalt sejtkultira lizatum 8,71,2%
Indukalt sejtkultara feliiliszo 11,6 £1,4%
Cathepsin B PBS pufferben 4,6 +0,9 %
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5.8. A MFH-AG mikrorészecskék hatasa a HaCaT, SCC VII és HL-60

sejtek viabilitasara

A MFH-AG részecskékbol torténd MTX kioldodési eredmények alapjan a részecskéket
MTT viabilitas mddszerrel vizsgéltuk tovabb. A MFH-AG mikrorészecskék sejtnovekedést
gatld hatdsanak vizsgalatat két daganatos (SCC VII, HL-60), valamint epitél eredeti
sejtvonalakon (HaCaT) végeztiik el (16. abra).

A MFH-AG részecskék mindharom vizsgélt sejtvonal esetén (SCC VII, HaCaT, HL-60)
novekedés gatlast okoztak 24 oras inkubaciot kovetden (16-a dbra). A funkcionalizalt szilika-
zselatin mikrorészecskék dozisfliggd citotoxikus hatdsa a HL-60 sejtvonal esetén volt a
legkiemelked6bb. A 2 mg/ml-es MTX tartalmt aerogél koncentracid esetén szignifikans
sejtpusztulds volt tapasztalhatd a tomegekvivalens hatéanyagot tartalmazé 0,2 mg/ml-es szabad
MTX-hez képest a 24 és 48 oras inkubaciot kovetden. Az 1 mg/ml-es MFH-AG mikrorészecske
koncentraci6 hatasa megegyezett a 0,2 mg/ml-es szabad MTX koncentracié citotoxikus
hatasaval. A SCC VII sejtek novekedésének gatlasat minden koncentracidban kimutattuk, de
csak a 48 orés inkubécio utan (16-b dbra). A HaCaT tenyészetek a 0,5 mg/ml-es koncentraciora
toleransak voltak, azonban az 1 és 2 mg/ml-es koncentraciok alkalmazédsa esetén a sejtek
¢letképessége szignifikdnsan csokkent. A HaCaT sejtek esetén a 2 mg/ml-es MFH-AG
koncentraciondl az azonnali (24 és 48 oras inkubdalds utdn) citotoxikus hatas szignifikdnsan

magasabb volt, mint a 0,2 mg/ml-es szabad MTX esetén, hasonléan a HL-60 sejtekhez.

A 72 o6ras kezelés végére (16-c abra) a HL-60 sejtek mortalitisa az 0sszes MFH-AG
koncentracional tobb, mint 80% volt. A HaCaT és SCC VII sejtek életképessége kozel 30%-al
valamint szignifikéns kiilonbség volt a viabilitasok kozott. Fontos megjegyezni, hogy a 72 dras
kezelés utan a vizsgalt sejtvonalak egyike sem mutatott szignifikans kiilonbséget a 0,2 mg/ml
szabad MTX ¢és a 2 mg/ml MFH-AG kezelés hatasa kozott (16-c abra) (Anyagok ¢s mdodszerek
4.13.). A vizsgalatokban alkalmazott 0,2 mg/ml-es koncentraci6 megegyezik a klinikumban
alkalmazott MTX koncentracioval, mellyel megkdzelitéleg tomegekvivalens MTX-ot

tartalmazott a 2 mg/ml-es MFH-AG koncentracio.
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16. abra. A MTX ¢és a MFH-AG mikrorészecskék ndvekedés gatlasanak vizsgalata HaCaT, SCC VII és HL-60
sejteken 24 (a), 48 (b) és 72 (c) oras kezelést kdvetden. Az oszlopok a viabilitasban bekovetkezd valtozas %-os
értékét mutatjak a kontroll sejtekhez viszonyitva. Minden vizsgalatot 3 parhuzamos kisérletben végeztiink el.

Szignifikancia szintek: *: p< 0,05; **: p< 0,01; nsz: nem szignifikans.
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6. MEGBESZELES

6.1. A paratimikalis nyirokcsomok a hasiiregi tumorok 6rszem

nyirokcsomoi

A kutatds elsd részeként a célkitiizésekben szerepld, kolloid részecskék €s tumor
sejteknek a peritoneumbol a nyirokkeringésen keresztiil torténd eljutasat vizsgaltuk a
paratimikalis nyirokcsomékba, egér modellben. A tumor progresszid vizsgalatira az
allatmodellek 2 6 tipusat hasznaljak: 1) a tumor sejtek ortotopikus injektalasa sordn a sejteket
ugyanazon anatomiai helyre vagy szovetbe juttatjdk, ahonnan a tumor eredetileg szarmazik 2)
az ektopikus modellben pedig a daganatsejteket szubkutan implantaljak [177]. Az ektopikus
ragcsalo modellt gyakran kritizaltdk, mert nem reprezentalja a valdés tumor progressziot, mivel
a mikrokornyezet kulcsszerepet jatszik a tumorfejlédésben [178]. Az ortotopikus beiiltetés
metasztazis képzodéssel jart egerekben, mig az ektopikus modszer attét képzddés nélkiil,
kizarolag lokalis daganatképzddéshez vezetett [179]. Rozsa és munkatérsai korabban patkany
allatmodellben vizsgaltdk a peritonedlis, illetve retroperitonedlis térbdl torténd daganatos
attétképzodést a fels6 mediastinalis nyirokcsomdkban. Ezekben a vizsgalatokban kimutattak,
hogy hepatokarcindma vagy nephroblastoma tumorsejtek vesetok ald torténd ortotopikus
betiltetésével valdos metasztatikus modell hozhaté I1étre [170]. Baktériumok (Listeria
monocytogenes) intra-, €s retroperitonealis oltasa utan a tusszemcséket tartalmazé kolloid oldat
(India Ink) alkalmazéasakor hasonld nyirokelfolyas volt tapasztalhatd, mely azt mutatta, hogy
mindkét 4gens az intraperitonealis makrofagok altal a mellkasi nyirokkdézpontba
(Lymphocentrum thoracicum ventrale) és a mediastinalis nyirokcentrum nyirokcsomoiba
(Lymphocentrum mediastinale) szallitddott [180]. Egér allatmodellben a hasiiregbdl,
nyirokutakon torténd daganat terjedést a paratimikalis nyirokcsomodkba nemcsak a tumor
sejtekkel, hanem a tus kolloid részecskéknek a hasiiregbe torténd kozvetlen beinjektalasaval is
modelleztiik. A beiiltetést kvetden 24 ora elteltével a kolloid tus részecskék a paratimikalis
nyirokcsomokban jelentek meg, illetve akkumulalodtak (Eredmények 5.1.). A tumoros
sejteknek a vérdramon keresztiili terjedésének a megeldzéséhez egér daganatos sejteket
injektaltunk a peritoneumba, lehetdvé téve ezaltal hasiiregi daganatok kialakulasat, a tumoros
sejtek diafragma nyilasain keresztiili atjutasat és mellkasi utvonal kdvetését. A pontos, ismert
szamu tumor sejtet tartalmazo szuszpenzi6 beadasa lehetdveé tette az egerekben a tumor fejlodés
idébeni vonatkozasainak kovetését. Az intraperitonedlis beadas eredményeként a tumor sejtek

a peritonedlis és retroperitonedlis szervekre (példaul: maj, 1€p, vesék és a belek) tapadtak ki. A
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hasiiregbdl a tumor sejtek terjedése, €s a kolloid tustintanak i.p. injektaldsa utan leirt anatomiai
utvonal vizsgalata az alabbi kovetkeztetésekhez vezetett:

1) A daganatos sejtek a mellkasi nyirokcsomo lancon keresztiil jutottak el a tdvoli paratimikalis
nyirokcsomoéba. 2) Az egér modellben vizsgalt paratimikalis nyirokcsomodk a timuszon beliil
talalhatoak, mig patkanyokban ezek a nyirokcsomok a timuszon helyezkednek el (Eredmények
5.2.). A nyirokcsomok az egerekben a timusz kotdszoveti allomanyaban taldlhatéak, a
patkanyokban pedig vékony kotdszoveti réteg taldlhatd a timusz és a nyirokcsomok kozott
[181]. Itt érdemes megjegyezni, hogy korabban az egér eredetli paratimikalis csomok szdmat
nem hataroztdk meg. Dunn publikacidjaban [182] 3-4 csomdt irt le, melyek a csecsemdmirigy
mogott helyzekednek el. Még ennél is fontosabb az a tapasztalatunk, hogy a paratimikalis
nyirokcsomok nem a timusz belsejében voltak rejtve, hanem a tus szemcsék lerakodasa utan
kilokddtek, €s sebészeti titon eltavolithatok voltak. Ezeknek a nyirokcsomoknak az eltavolitasa,
vagy eltavolithatésaga orvosi szempontbdl bir jelentdséggel, kiilondsen akkor, mikor a tumoros
Orszem (jelen esetben a paratimikalis) nyirokcsomodk reszekcidjara keriil sor. A reszekcié az
Orszem nyirokcsomokbol tovabb haladd, példaul az emldéi nyirokcsomodkban kialakuld
metasztazist megakadalyozza, igy megmentheti, vagy meghosszabbithatja a betegek ¢életét. 3)
A hasiiregi daganatos sejtek a peritonealis nyirokelfolyason keresztiili terjedése megegyezik a
hepatokarcinoma, nephroblastoma ¢és myeloid leukémia sejtek patkdny metasztazis
modelljeiben kapott korabbi megfigyelésekkel. Kimutattuk, hogy a hasiiregbe fecskendezett
sejtek, vagy részecskék, kozvetlentil a diafragma peritoneum feldli részén a mesothelialis sejtek
altal kialakitott bazalis fenestralt membranon keresztiil jutnak tovabb, belépnek a rekeszizom
kotegek kozotti nyirokerekbe €s a diafragmatikus plexusban tiriilnek ki (Eredmények (5.2.) [42,
183]. Pitt és Anderson irtdk le, hogy az elsédleges daganatbol levald tumor sejtek mozgasa a
peritonealis makrofagoknak a mellkasi nyirokcsomokhoz torténd transzdiafragmatikus
forgalmahoz hasonlo6 [184]. Ezek a csatorndk a nagyobb intrathoracikus csatornakba gytilnek
Ossze, amelyek a véraramba torténd kitiriilés el6tt belépnek az eliilsé emld és paratimikalis
nyirokcsomodkba [44, 185]. A diafragmatikus nyirok plexus pedig a nagy bels6é mellkasi (emld)
nyirokcsomokba jut, ami belép a paratimikalis nyirokcsomokba. 4) Ismert, hogy a paratimikalis
€s posterior mediastinalis csomok mediastinalis csatornai belépnek a subclavia vénajaba. A
metasztazisos fejlodés visszatér €s folytatddhat a véraramban, korfolyamatot generalva a vér
utjan, és a nyirokutakon torténd terjedéssel erdsithetik egymast. 5) Az egér peritoneum-
paratimikalis nyirokcsomé Utvonal hasonlit a human hasiiregi elfolyasbol szarmazé tumor
progressziohoz. A hasi daganatok novekedését koveti a tumor sejtek kijutasa a primer tumorbol,

ami a paratimikalis nyirokcsomok mellkasi metasztazisaként folytatodhat és emld metasztazis

54



kialakulasat okozhatja. 6) Az egér allatkisérletekben kapott eredmények megerdsitették a
patkdny modellel kapott eredmények érvényességét, ami arra utal, hogy a hasiiregi

daganatokbol kiindulé metasztatikus terjedés altalanos emlésdkben (Eredmények 5.1. és 5.2.).

A paratimikalis nyirokcsomokrol ismert, hogy az antitesttermeld sejtek egyik f6 helyszine,
annyi immunsejtet tartalmaznak, mint az egész Iép, és ezeket a szerveket antigén invazio6 esetén
az utolsé védelmi vonalnak tekintik. Miutdn a paratimikélis nyirokcsomok immunogén
kapacitasa kimertilt, a metasztatikus tumor novekedés miatt a nyirokcsomé periférids része
hypoxias angiogenezisnek ¢és szoveti karosodasoknak van kitéve. Mas kutatdsokkal
egyetértésban a nyirokcsomd metasztazisok jelenléte tovabbi metasztatikus terjedést és a
betegek rossz talélését okozza [186]. A paratimikalis nyirokcsomokat eléré tumor sejtek a
mellkas also iiregeibe juthatnak, ¢és atterjedhetnek mas szovetekbe, mivel a 6 mellkasi csatorna
(ductus thoracicus) a nyirkot a vérbe juttatja a subclavia vénéba torténd belépés utan. Ennek a
folyamatnak a varhaté eredménye lehet a tumor sejteknek mas mellkasi nyirokcsomodkba, és
mas testrészekbe valo jutasa. A hasiiregbdl torténd nyirokelfolyas vizsgalatoknak azonban nem
csak daganotos attétképzés (az elobbiekben leirtak mellett példaul: dagantos
megbetegedésekkel kapcsolatos intraperitonealis dializis kemoterapiaval torténd kiegészitése)
[187] miatt van jelentésége, hanem szdmos mdas betegség feltérképezése miatt is:
vesebetegeknél peritonealis dializis [188], a hasiiregbe keriilt patogének nyirokelfolydson

keresztiili kovetése [189], valamint a taplalékbevitel egyensulyba hozasa miatt [190].

6.2. A metotrexat genotoxikus és mikronukleusz képzo hatasa volt

megfigyelheto daganatos sejteken

A kovetkez6 kisérletekben a peritonealis tumorok kezelésére a klinikumban hasznalt
metotrexat (MTX) [191, 192, 193] genotoxikus hatasat vizsgéltuk az elézéekben leirt, egér
modellben alkalmazott SCC VII sejteken. Tanszékiink Sejtbiolégiai munkacsoportja jelentds
eredményeket ért el kordbban a kiillonb6z6 kémiai 4ganseknek a kromatin kondenzalodasra valod
hatdsdnak a jellemzésével, valamint az igy kialakult genotoxicitds leirasaval. Az izolalt
kromatinstruktirdk elemzése eldtt artefaktumok képzdédését az aldbbi, kordbban publikalt
eredmények miatt kizérhattuk [165, 194]: 1) kiilonb6z6é sejtvonalakbdl izoldlt kromatin
strukturdkat hasonlitottunk 6ssze 2) a kiilonbozd toxikus kezelések alkalmazéasa, mint példaul
gamma-besugarzas, kadmiummal térténd kezelés olyan kromatinvaltozasokat idéztek eld,

melyek szignifikansan kiilonboztek a normal sejtektdl 3) a kromatin kondenzalodas folyamatat
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bemutatd sejtszinkronizacid 4) replikativ és DNS javitd szintézis tesztelése normal és
megvaltozott biokémiai funkciokat mutatott. Ezek az eldzetes vizsgalatok biztositottdk, hogy
az izolalt kromatinszerkezetek a kondenzacios folyamat valos koztitermékeit tiikrozik. Az
altalunk elvégzett genotoxicitasi vizsgalatoknak a célja volt annak eldontése, hogy a reverzibilis
permeabilizalast kovetd, sejtmagbol torténd kromatin kilokodést mutatd apoptotikus valtozasok
artefaktumok, vagy ezek a kis magok a kromatin kondenzaldédashoz kapcsolddnak. Szdmos
publikacidban leirtdk mar, hogy a MTX, mint dihidrofolat-reduktdz inhibitor, altal indukalt
mikronukleusz képzddés fokozhatd tobbszoros gyogyszer kezeléssel [171, 172]. A MTX
szerkezetét tekintve folsav-analdég, amely kompetitiven blokkolja a dihidrofolat-reduktaz
enzimet és gatolja a timidin szintézist [195]. A permeabilizalt, illetve nem permeabilizalt sejtek
esetén is megfigyelheté volt a MTX klasztogén tulajdonsdga miatt a mikronukleuszok
képzddése, mely a kiilonboztd koncentracioknal dozis-hatas Osszefliggést mutatott
(Eredmények 5.4.1-5.4.3.). Azonban a mikronukleuszok jelenléte nem feltétleniil jelent
citotoxicitdst, mivel a nukledris membranon atjutd kromatin struktirak tartalmazhatnak
mikronukleuszt. A sejtek regeneracioja a permeabilizacid utdn maga is ellentétes tendenciat
tikkrozott. Ezen tulmenden az apoptdzis nem kovetkezhetett be a permeabilizaciot kovetd
néhany o6ran beliil, mivel az apoptozis iddigényes folyamat, tobb orat vesz igénybe, €s a sejtek
regeneracidja a kromatin izolalasa el6tt csak 3 oraig tart. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a mikronukleuszok jelenléte a kiilonbdz6 emlds sejtvonalakban a kromatin kondenzalddas
normal intermedierjei k6z¢ tartozik. A kromatin kondenzalodés a nagymértékben dekondenzalt
kromatinszerkezet szupertekercselddésével kezdddik, amelybdl a fatyolos kromatinszerkezeten
keresztiil a kromatin lemez jon létre, ami pedig ezt kdvetden nagyobb szupertekercselt
mikronukleuszként 16kddik ki. A korai S fazisban a mikronukleusz a kondenzalt kromatin
szalag fejrészeként jelenik meg, amely a folytonos kromatin szerkezet két karjan folytatodik. A
megfordult fejrész az S fazis végén visszahajtodik linearis szerkezetiivé, mikor az U, V és &
alakt elongélt kromoszoémak hosszi linearis prekromoszomava valnak. Miutdn a fejrész
(mikronukleusz) visszahajtodott, €s a linearis szalagos kromatin kialakult az S fazisban, ezutan

a mikronukleusz mar nem volt lathato.

A tobbi citosztatikumtol eltérden a MTX-ot széles dozistartomdnyban alkalmazzdk, a 20

mg/m2-os koncentraciotdl kezdve, amit a kezelés alatt a limfoblasztos leukémia fenntartd

crer

alkalmaznak, egészen az 1000-33000 mg/m?>-es dozisig, melyet leucovorinnal kombindlnak. Az

intraperitonedlis kemoterapia alacsony hatékonysagli, mert az i.p. beadott gyogyszerek
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penetracios tavolsaga a submesothelialis szovetbe 2-3 mm-re korlatozodik [196, 197], tovabba
az 1.p. bejuttatott citosztatikum a peritonedlis lireg anatomiai komplexitdsa miatt 4ltaldban nem
egyenletesen oszlik el. A klinikumban alkalmazott nagy dézistartomany, az i.p. beadas
hatranyai és a citosztatikum szisztémas mellékhatasai miatt a MTX célbajuttatasanak

optimalizalasa és javitasa sziikséges a kivant terapias hatas javitasahoz.

6.3. A funkcionalizalt hibrid aerogél mikrorészecskék (MFHA-AG)
kiillonbozo citotoxicitast mutattak eltéré kollagenaz aktivitasu

sejtvonalak esetén

A MTX hordoz6 rendszerhez torténd konjugalasaval a gyogyszer szisztémas toxicitasa
csokkenthetd, valamint a lokalis hatas novelhetd. A szilika-zselatin hibrid aerogélek kivaldéan
alkalmasak a szabalyozott hat6anyag leadasra, nyilt mezoporusos szerkezetiik, nagy fajlagos
feliiletiik és a modosithato feliileti jellemzdik miatt szdmos hatdéanyaggal funkcionalizalhatok
[148, 149]. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy az Gjonnan szintetizalt, magas zselatin (~24%)
tartalmu, hibrid szilika-zselatin részecskék (H-AG) alkalmazhatoak-e biologiai rendszerben in
vitro. A citotoxikologiai vizsgalatok eredményei alapjan lathato volt, hogy a H-AG részecskék
biokompatibilisek voltak a sejtekkel, illetve a részecskék jelenléte serkentette a sejtek
osztddasat. A time-lapse videomikroszkopos felvételek alapjan kijelenthetjiik, hogy a sejtek az
aerogél szemcsék irdnyaba migraltak, a szemcsék felszine alkalmas kézegnek bizonyult a sejtek
kitapadasahoz és novekedéséhez (Eredmények 5.6.). A biokompatibilitasi tesztek eredményei
alapjan a kovetkezd vizsgalatokban a H-AG mikrorészecskéket MTX-el funkcionalizaltuk, és
az gjonnan szintetizalt MFH-AG mikrorészecskék toxicitasat kiilonbozé enzim aktivitassal

rendelkezd tumoros (HL-60, SCC VII) és nem tumoros (HaCaT) sejttenyészeteken teszteltiik.

A MFH-AG mikrorészecskéket sikeresen szintetizaltuk és alkalmaztuk in vitro citotoxicitasi
vizsgalatokban. A kozelmultban végzett kutatasok kimutattak, hogy a klinikailag jovahagyott,
kemoterapeutikumot tartalmazé nanohordozdk (10-100 nm-es atmérével) hatékonyan képesek
a kiilonb6z6 daganatellenes szereket a tumor helyén leadni, ezzel javitva a farmakokinetikai
hatékonysagot €s terapids hatast [198, 199]. Mindezek ellenére, a hatdanyag leadasra képes
nanorészecskéknek tobb hatranya is van: 1) a nanoméretii anyagok complex fiziko-kémiai
kolcsonhatast alakitanak ki az €16 rendszerekkel, amelyben a részecske anyagi Osszetétele,
mérete €s geometridja egyarant komplex szerepet jatszik. Ennek kovetkeztében karos hatastiak

lehetnek példaul az oxidativ stressz utvonalakon [199, 200, 201, 202, 203, 204] 2) A
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nanomicellak nem rendelkeznek megfeleld stabilitassal a véraramban. 3) Egynél tobb
hatéanyag hordozohoz vald kotése variabilitdst okozhat a részecskékben. 4) A terdpids
nanorészecskék szintézise koltséges folyamat, kiilondsen ha modositott antitesteket vagy
aptamereket tartalmaznak. Tovabba ki kell emelni, hogy a fiziologias kapillarisok endotél
sejtjei kozotti rések mérete 5-8 nm kozott van, igy a nanoméretii hordozokkal szemben a mikro
mérettartomanyba esd rendszerek nem lépnek ki a keringésbdl, ezzel aspecifikus hatast okozva
[205]. Vizsgalatainkban hangsulyozni kell, hogy az altalunk szintetildlt MFH-AG
mikrorészcskék méreteloszlasa kozel allt a vizsgalt daganatos sejtek méreteloszlasadhoz. Ennek
a fontossaga abban rejlik, hogy a daganatos sejtek metasztatikus Gtvonalain a mikronizalt
részecskéket alkalmazzuk, melyek antimetabolitot tartalmaznak. Igy magas lokalis
koncentréaci6 érhetd el a nyirokutakon, illetve a sentinel nyirokcsomoék fokalis pontjain, ami a
metasztazis megakadalyozasaban hasznos. Ezenkiviil a MFH-AG részecskék a reszekciot
kovetd terapiaban torténd hasznalatra is alkalmas lehet a miitétet kovetd, szorodo tumor sejtek
kezelésére (Irodalmi attekintés 2.5.).

A kiilonboz6 gyodgyszer-kioldodasi tesztek igazoltdk, hogy a kovalensen kotott MTX nem
szabadult fel a hibrid mikrorészecskékbdl az ¢16 sejtekkel torténd kolcsonhatas nélkiil. Az
aerogél alapvazahoz amid kotésen keresztiil kapcsolt MTX nem hidrolizalt sejtmentes
pufferekben, és csak részlegesen volt hasithaté Cathepsin-B kollagendz enzimmel. A hibrid
mikrorészecskék fokozott hidrolitikus stabilitisa a pordzus matrixba torténd bekdtddés
stabilizal6 hatasanak volt tulajdonithatd. A sejtek komplex kollagenaz aktivitdsa azonban
jelentés mértékben felszabaditotta a MTX-ot a mikrorészecskékbdl. A MTX tartalmu
mikrorészecskéknek SCC VII sejtekkel torténd egylitt inkubélasa csak mérsékelt mennyiségii
szabad MTX-ot eredményezett, mivel ezek a sejtek részlegesen felvették a komponenst az
oldatbol. Az SCC VII tenyészet feliiliszoja tartalmazta az exkretalt kollagenaz enzimet, igy ez
a sejtmentes tapkozeg is felszabaditotta a MTX-et a mikrorészecskékbol. Ugyanez a hatas volt
megfigyelhetd, mikor a SCC VII sejtek enzimtermelését zselatin bevonattal indukaltuk, és a
sejtlizatumot hasznaltuk a mikrorészecskék emésztésére (Eredmények 5.7.). Ezekbdl az
eredményekbdl lathatd volt, hogy sejtmentes kérnyezetben a MTX felszabadulas kimutatéasi
hatar alatt volt, a vizsgalt tumor sejtek (SCC VII) jelenlétében azonban egyértelmiien mérhetd
volt MTX felszabadulas, mely a sejtek altal in situ termelt kollagendz enzim hatdsanak volt

kdszOnheto.

A MFH-AG mikrorészecskék citotoxikus hatasat SCC VII, HL-60, illetve HaCaT

sejttenyészeteken vizsgaltuk. Az alkalmazott sejtvonalak eltérd kollagenaz aktivitasa megfelel
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a kiilonb6z6 biologiai funkciodiknak. A HaCaT sejtek szamara a kollagenaz aktivitds sziikséges
a kollagén matrixon térténd mozgashoz [206]. A tumor sejtek fokozott kollagendz aktivitasa
kialakulasaban [87]. Az a tény, hogy az altalunk vizsgalt legmagasabb, 2 mg/ml-es MFH-AG
¢s a 0,2 mg/ml-es MTX koncentraciok citotoxicitasa megegyezett, azt bizonyitja, hogy az MTX
aktivitasa intakt maradt az aerogéllel torént funkcionalizalast kovetden is. Ez a MFH-AG
részecskék terapids alkalmazhatdsaganak kulcsfontossagh  kovetelménye. A MTX
felszabadulasi tesztek eredményei alapjan indokolt feltételezni, hogy a MFH-AG
mikrorészecskék citotoxicitasdnak kiilonbségei a vizsgalt sejtvonalakkal szemben a sejtek
eltérd kollagenaz aktivitasaval fiiggott ossze. A megndvekedett kollagenaz aktivitds, amely
metasztatikus faktor a tumor sejtek terjedésében, fokozta a MTX felszabadulast a
mikrorészecskékbdl (Eredmények 5.8.). Ez a tulajdonsag, kombinalva a gydgyszer mentes H-
AG mikrorészecskék biokompatibilitdsaval, szabalyozott hatoanyag leadasu rendszert biztosit

a daganat terapiahoz.

Erdemes még megemliteni, hogy a gyogyszer tartalmu szilika-zselatin részecskék novekedést
gatldo hatasat okoz6 MTX mennyiség ekvivalens a szabad (vizes kozegben 1éve) MTX
dézisahoz, ami azt jelenti, hogy a mikrorészecskékben 1évéo MTX teljes mennyisége (a teljes
tomeg kb. 6 tdmeg%-a) hozzajarult a funkcionalizalt aerogél citotoxicitdsahoz. Az €16 sejtek
jelenlétében végzett in vitro hatdéanyag leaddsi kisérletek eredményei sohasem mutattak a
funkcionalizalt aerogélbe kotott teljes MTX mennyiség 10%-andl nagyobb kioldddast, mivel
figyelembe kellett venni azt, hogy a sejtek gyorsan felvették és metabolizaltak a felszabadult
gyogyszert, igy a tapkdzegben mért koncentracié egyensulyi allapotot tiikkrozott. A MFH-AG
mikrorészecskék magas fokul, specifikus citotoxicitasa a jovobeli terapids alkalmazasok

feltétele lehet.
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7.  OSSZEFOGLALAS

Munkénk elsd részében egér allatmodellben vizsgaltuk a hasiiregbdl, nyirokutakon
keresztiil torténd metasztazis kialakuldsat a felsd mediastinalis nyirokcsomokban. Kimutattuk,
hogy az intraperitonedlisan oltott tus szemcsékhez hasonléan az egér eredeti SCC VII
daganatos sejtek is a diafragman keresztiil jutottak at, €s megjelentek a paratimikalis
nyirokcsomokban. Az alkalmazott modellben a paratimikalis nyirokcsomok az Orszem
nyirokcsomok, melyeknek orvosdiagnosztikai szempontbol van jelentdés szerepiik.
Hematoxylin-eozin ¢és immunhisztokémiai festési modszerekkel bizonyitottuk, hogy a
paratimikalis nyirokcsomok a hasiiregi daganatok attétes sejtjeit tartalmazzak, a hasiiregi
tumorok Orszem nyirokcsomodi. A leirt egér metasztatzis modell alkalmas lehet a

gyogyszerhordozo anyagok tesztelésére.

A kutatas masodik részében metotrexat (MTX), mint modell citosztatikum hatésat
vizsgaltuk az allatmodellben alkalmazott SCC VII dagantos sejtek kromatin kondenzalodasi
folyamataira. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy alacsony koncentracidoban (0,1-1 uM)
is megfigyelhetd volt mikronukleuszok képzdédése, magasabb koncentracidok esetén pedig
apoptotikus (1-10 uM) és nekrotikus (100 uM) elvaltozasokat tapasztaltunk. Ki kell azonban
emelni, hogy a mikronukleusz képzddés, amely a citotoxicitds indikatora, a kromatin
kondenzaldédas normal intermedierjei koz¢ tartozik, oka pedig a nuklearis membran nyilasain

atjuto kromatin struktirak lehetnek.

Vizsgélataink harmadik részének célja az volt, hogy az Gjonnan szintetizalt H-AG
mikrorészecskék sejtekkel valo biokompatibilitasat megvizsgaljuk. Ezekhez a vizsgalatokhoz
a hosszu tavl megfigyelésre alkalmas time-lapse videdémikroszkdpos rendszert, illetve MTT-
viabilitas tesztet alkalmaztunk. A biokompatibilitdsi eredmények alapjan elmondhato volt,
hogy a H-AG mikrorészecskék serkentették a sejtek osztddasat, valamint a sejtek a részecskék
iranyaba migraltak. Ezek alapjan célszerlinek tiint egy olyan aerogél alapu rendszer 1étrehozasa,
amely tumorellenes hatoanyagot tartalmaz. Az aerogél részecskéket MTX-al funkcionalizaltuk
(MFH-AG), és kiilonbozé kollagendz aktivitdsu sejtvonalakon teszteltik a részecskék
citotoxikus hatasat. A kozel sejtméretli MFH-AG részecskék (2 mg/ml-es koncentracio esetén)

crc

a gyogyszer felszabadulas feltétele pedig a sejtek eltérd kollagenaz enzim aktivitasa volt.
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8. SUMMARY

In the first part of our work we examined the development of metastasis from the
abdominal cavity through the lymphatic drainage to the upper mediastinal lymph nodes in
mouse model. We have shown that, similarly to the India ink colloidal particles, the mouse
cancer cells (SCC VII) traversed the diaphragm and appeared in the parathymical lymph nodes
after intraperitoneal injection. Hematoxylin-eosin and immunohistochemical stainings have
shown that parathymic lymph nodes contained metastatic cells of abdominal tumor. In the used
mouse model the parathymic lymph nodes are sentinel lymph nodes, which have a significant
role in medical diagnostics. The described mouse metastatic model may be suitable for testing
various antitumor agents and/or drug carriers in vivo, that are potentially suitable for the

treatment of lymphatic metastasis.

In the second part of the research we investigated the effect of methotrexate (MTX), as
a model cytostatic agent, on the chromatin condensation processes of murine SCC VII tumor
cells. We found that micronucleus was formed at low (0.1-1 pM) concentrations, at higher
concentrations apoptotic (1-10 uM) and necrotic (100 uM) alterations could be observed. It
should be noted, however, that micronucleus formation, which is an indicator of citotoxicity, is
part of the normal intermediates of chromatin condensation and may be due to chromatin

structures passing through the openings of the nuclear membrane.

The third part of our study was designed to investigate the biocompatibility of newly
synthesized H-AG microparticles with cells. For these studies a time-lapse video microscope
system was used, which enables a long-term observation on the cells, and MTT-assay was also
used. Based on the biocompatibility results, it was visible that the H-AG microparticles
stimulated cell divisions cells and the cells migrated towards the particles. From these results it
was desirable to create an anti-tumor agent containing aerogel-based system. Aerogel particles
were functionalized with MTX (MFH-AG) and the cytotoxic effect of the particles were tested
on various cell lines with different colagenase activity. The cytotoxicity of the near cell-sized
MFH-AG particles (at 2 mg/ml concentration) was equivalent to the effect of the free MTX (at
0.2 mg/ml concentration) in the aqueous medium, furthermore the different collagenase activity

of the cells was the requirement of the drug release from the aerogel particles.
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