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Vizsgalataink soran arra kerestlink valaszt, hogy az anaerob fermentacio soran a szervezetben
keletkez6 rovid szénlancu zsirsavaknak (kuléndsen a butirdtnak) és az arachidonsav
metabolitoknak milyen szerepik van a gastrointestinalis sejtek osztodasaban és a sejtek
apoptosisanak kivaltdsdban. Régota ismert, hogy a millimolaris koncentraciéban a
vastagbelben jelenlévé butirat gatolja az eukaridta sejtek hiszton deacetilaz aktivitasat, ezaltal
a hisztonfehérjék hiperacetilalttd valnak és a sejtek osztddasa G1/S fazisban leéll. Arra is
szamos példat talalunk, hogy a hiszton deacetilaz gatlék fokozzak a sejtek apoptosisat, ezért a
tumor ellenes terapiaban egyre specifikusabb hiszton deacetilaz inhibitorokat fejlesztenek Kki.
A sejtek tulelési mechanizmusaiban az arachidonsav metabolitok (elsésorban a
prosztaglandinok) szerepe is kdzismert. Az arachidonsav metabolizmusaban a ciklooxigenaz
(COX) és lipoxigenaz (LOX) enzimek jatszanak szerepet. Ezek aktivitasat nem szteroid
gyulladascsokkentokkel (NSAIDs) gatolva a sejtek osztodasa zavart szenved, és né az
apoptosis kialakuldsdnak mértéke. Szamos felmerés utal arra, hogy az acetilszalicilsav
rendszeres alkalmazasa esetén csokkenhet bizonyos tumoros megbetegedések el6fordulasa,
azonban bizonyitott az is, hogy a prosztaglandin szintézis gatlasa a sejtek elhalésat okozva
gyomorfekély, nyombélfekély kialakuldsat idézheti el6. Ennek f6 oka az, hogy a
folyamatosan mukddé COX-1 altal termelt prosztaglandinokra az emlitett sejteknek
kizarolagos sziikséglk van, tovdbba az, hogy az el6szor alkalmazott NSAIDs elsésorban
COX-1 gétlok voltak. Felismerték azt is, hogy a folyamatosan miikédé COX-1 mellett egy
indukalhaté COX-2 is eléfordul, amely a gyulladasos folyamatok kialakulasaban jatszik
szerepet, tovabba a tumor sejtekben a COX-2 folyamatosan is expresszalodhat. Ezért a
tovabbiakban COX-2 specifikus inhibitorok kifejlesztésére torekedtek. Mivel az NSAIDs
alkalmazasa talnyomo tobbségben szajon &t torténik, a gastroentestinalis traktusban keletkez6
butirat és az NSAIDs hatasa egyuttesen is jelentkezhet. A kutatasi eredmények szerint mind a
butirat, mind az NSAIDs géatoljak a tumor sejtek életképességét, és egyduttes alkalmazasuk
esetén hatasuk fokozddik. Ennek ellenére metotrexat (dihidrofélsav reduktdz géatld) rezisztens
colorectalis adenocarcinoma sejteknél (HT29-12, HT29-21) - évekkel kordbban végzett
vizsgalataink soran - azt talaltuk, hogy bar a butirat es a nem specifikus COX-1 gatlo, az
indometacin kilon-kilon alkalmazva csokkenti a sejtosztddast (butirat IC50 4-5 mmol/l,
indometacin IC50 0,3-0,5 mmol/l), viszont egylttes alkalmazasuk sordn az indometacin
paradox maddon felfliggeszti a butirat sejtosztodast gatld hatasat és butirat rezisztencia alakul
ki (a sejtosztdédas 50%-o0s gatolhatésaga >15 mmol/l butirat). Ez azt jelenti, hogy a
vastagbelben, ahol a butirat mindig jelen van (=10 mmol/l), egyes tumor sejtek osztodasi

elényre tehetnek szert indometacin jelenlétében. Mivel ezt a jelenséget fontosnak itéltik,
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tovabba nem volt ismert az irodalomban, palyazatot adtunk be, hogy a paradoxon hatteret
feltarjuk, és ezaltal megoldast taldljunk a butirat rezisztencia megszintetésére. Ezek alapjan a
kdvetkezo vizsgalatok elvégzéset terveztik:

(1) A butirat sejtosztodast gatld hatadsanak kimutatasa és dsszehasonlitasa nem tumoros
gastrointestinalis /IEC-18=rat small intestine, REC=ruminal epithelial cells,
RCTC=ruminal connective tissue cells/ tumoros gastrointestinalis (metotrexat
szenzitiv /HT29L, HT29R, HT29cl.19a, Caco-2H, Caco-2P=colorectalis carcinoma
sejtek/ és rezisztens /HT29-12, HT29-21=colorectalis carcinoma sejtek/) és tumoros
vagy nem tumoros nem gastrointestinalis sejteken /MG-63=0steosarcoma,
MMT=mouse mammary tumour, A-549=Ilung carcinoma, J-111=monocytic leukemia,
Cl=Chang liver/. A Kkisérletekhez butiratot - és mivel egyes sejtekben a butirat
metabolizalddik - egy butirat analdgot, amely nem metabolizal6do hiszton deacetilaz
inhibitor, a trichostatin-A-t hasznaltunk. A vizsgalatok soran rezisztens sejteket
kerestiink, mivel feltételeztik, ha a reziszetencia okat megismerjik, annak lekizdése
is lehet6vé valik. 2002. év

(2) Mivel a hiszton deacetilaz inhibitorok, a butirat és a trichostatin-A a sejtek halalat
(apoptosis, necrosis) is okozhatjak, vizsgaltuk az apoptosis €s a necrosis kialakulasat,
valaszt keresve arra, hogy a sejtosztodas gatlas mértéke és a sejthalal kialakulasa
kozott van-e 0Osszefuggés. Arra gondoltunk, ha a sejtosztdédas gatolhatosaganak
mérteke 6sszefligg az apoptosis vagy a necrosis kialakulasaval, akkor a sejtosztédas
gatolhatosaganak befolyasolasan keresztil a sejthaldl mértekét is iranyitani tudjuk.
2003. év

(3) Az arachidonsav metabolitok szerepét azok szintézisének gatlasan keresztil
vizsgaltuk. Ehhez COX-1 specifikus gatld acetilszalicilsavat, COX-1 nem specifikus
gatldo indometacint, COX-2 specifikus gatld NS-398-at és altalanos LOX gatl6
nordihidrogvajaretsavat hasznaltunk. A Kkisérletek sordn arra kerestiink valaszt, hogy a
butirat sejtosztddast gatldé hatasat (és az apoptosis/necrosis kialakuldsat) az emlitett
vegyuletek hogyan befolyasoljak. 2004. év

(4) Véqgil a kapott kisérleti eredményekbdl tisztazni kivantuk a NSAIDs szerepét a butirat
rezisztencia kialakuldsaval kapcsolatban. Az ehhez szlikséges tovabbi munkat csak az
el6z6 kisérletek eredményei alapjan lehetett megtervezni. 2005. év



Eredmények és kovetkeztetések: A vizsgalatok megkezdése elétt a sejtvonalak eredetét STR
(short tandem repeat) analizissel kontrolldltuk, tovabba mikoplazma mentességiket is
ellendriztiik. A sejtvonalak osztddasa, gatolhatd volt butirattal és butirat analdg trichostatin-
A-val, fuggetlenal attél, hogy gastrointestinalis eredetiiek voltak vagy nem, tumorbdl
szarmaztak vagy nem, tovabba rezisztensek voltak metotrexattal szemben vagy nem.
Kimutattuk azt is, hogy a vizsgélt gastrointestinalis nem tumor sejtek osztédasa mar 1-2
mmol/l butirattal 50 %-ban mérsékelhetd volt, a tumor eredetii gastrointestinalis sejtek
esetében viszont csak 4-6 mmol/l butirat okozott 50 %-o0s gatldo hatast, fuggetlenil a
metotrexat rezisztenciatdl. Ugyanakkor a nem gastrointestinalis sejtek esetén filiggetlendl
attél, hogy tumor vagy nem tumor szévetbdl szarmaztak, tébb mint 10 mmol/l butirat kellett a
sejtosztodas 50%-os gatlasahoz. A trichostatin-A-val végzett vizsgalatok hasonld tendenciat
mutattak, tehat a butirdt metabolizmusa nem befolyasolhatta a kapott eredményeket. Belattuk,
hogy ezek a kisérletek nem vezettek el a kdzvetlen megoldashoz, sét azt mutattak, hogy a
gastrointestinalis sejtek esetében — osztdédasuk gatolhatdésagaban - nem alakul ki butirat
rezisztencia, annak ellenére sem, hogy az emlitett sejtek nap mint nap butirat hatdsanak

vannak kitéve.

A tovabbi kutatasok szerint, a sejtek haldla, az apoptosis és a necrosis kialakuldsa butirat
jelenlétében jelent6s kilonbségeket mutatott az egyes sejtvonalakndl. Az apoptosis szamos
tipusanak kialakulasat megfigyelhettlik, igy a receptorialis apoptosis jelentkezését /A-549/, a
mitokondrialis Uton létrejovo apoptosist /HT29R/, vagy a sejtmagfragmentacio nélkili format
IMMT/ is. Mas esetekben ugyanannal a sejtvonalnal tébb apoptosis tipus egyidében is
jelentkezett, s6t megfigyeltink olyan esetet is /REC/, amikor a butirdt meég magas
koncentracidban sem valtott ki apoptosist. A vizsgalatokat 6sszegezve megallapithattuk, hogy a
butirat (es a trichostatin-A) apoptosist (necrosist) kivaltd hatasa es a sejtosztodas gatolhatosaga
kozott nincs dsszefliggés. (Galfi, P., Neogrady, S., Csordas, A. /2002/ Apoptosis sensitivity is not
correlated with sensitivity to proliferation inhibition by the histone deacetylase inhibitors butyrate
and TSA. Cancer Letters 188, 142-152.).

A COX, LOX gatl6 NSAIDs szerepet is tanulmanyoztuk a sejtek osztodasara. Az
acetilszalicilsav, az indometacin, az NS-398 és a nordihidrogvajaretsav egyarant gatolta a
sejtosztodast, bar mas - mas koncentracidban. Butirat jelenlétében viszont az indometacin (és
kisebb mertékben az NS-398) csak a metotrexat rezisztens gastrointestinalis eredetti tumor

sejtvonalak esetében okozott butirat rezisztenciat. Megallapitottuk azt is, hogy az igy kialakult



rezisztencia LOX inhibitorral, nordihidrogvajaretsavval felfiiggeszthet6. (Galfi, P., Zs. Neogrady,
A. Amberger, R. Margreiter, A. Csordas (2005) Sensitisation of colon cancer cell lines to
butyrate-mediated proliferation inhibition by combined application of indomethacin and NDGA,
Cancer Detection and Prevention 29, 276-285.)
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Mivel a LOX géatlo nordihidrogvajaretsav gatolta az indometacin jelenlétében kialakuld butirat
rezisztenciat, ezért vizsgaltuk a sejtek COX, LOX expressziojat is, valamint prosztaglandin
termelésiiket. Ennek sordn arra az eredmenyre jutottunk, hogy a metotrexat rezisztens colorectalis
adenocarcinoma sejtek nem expresszalnak COX-1 és COX-2 enzimeket (ezeknél a sejteknél
egyik sem konstitutiv, a COX-1 kimutatasa lathat6 a mellékelt bran), és ezzel 6sszhangban nem
termelnek se PGE;-t, se PGF2,-at (M. Heitz, P. Galfi, A. Amberger, S. Neogrady, R. Margreiter,
A. Csordas, COX-1 expression levels in colon cancer cell lines are altered in the presence of
butyrate or indomethacin, EACR18, 18" Meeting of the EUROPEAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH, Innsbruck, Austria, 3-6 July, 2004). Ezek szerint az indometacin butirat
jelenlétében nem a COX gatlasan keresztll okozza a butirat rezisztencia kialakulasat. Ezzel

szemben a COX-1 expresszalo es prosztaglandint termelé sejteknél (HT29L) a butirat és az



indometacin egylttesen nagymértékben fokozza az apoptosist és a necrosist, feltehetéen a
prosztaglandin szintézis gatlasan keresztil. Felmerilt a kérdés, hogy a LOX enzimek
megnovekedett expresszidja és aktivitasa sordn keletkez6 arachidonsav metabolitok felel6sek-e a
butirat rezisztencia kialakitasaért. Azonban sem a LOX-5, sem a LOX-12, sem pedig a LOX-15
nem mutatott fokozott expresszidt. Ugyanakkor megfigyelhettik azt is, hogy a metotrexat
rezisztens (és indometacin  jelenlétében butirdt rezisztenssé vald) sejtvonalaknal
butirdt+indometacin jelenlétében fokozddik a COX-1 és a COX-2 expresszio, bar
prosztaglandinok nem szintetizalodtak. Ennek szerepét a COX peroxidaz aktivitdsanak
kialakulasaban lattuk. Kimutattuk, hogy indometacin és butirdt jelenlétében n6é a butirat
rezisztenssé valo sejtvonalak H,O, termelése. Az indometacin nem gatolja - az irodalmi utalasok
szerint - a COX peroxidaz aktivitasat (ami a COX glikoliz&cidja soran alakul ki, ezt kimutattuk).
igy tobbek kozott a COX is szabalyozhatja a sejtek H,O, szintjét. A H,O, (és a reaktiv
intermedierek) jelenléte a butirattal szemben rezisztenssé vald sejtek szamara nélkilézhetetlen
(Csordas, A., J. Jakus, T. Molnar, Zs. Neogrady, P. Galfi, NADPH oxidase-derived free radicals
protect colon cancer cells from butyrate-induced cell death, P-48, Joint Annual Meeting of the
OGBM, OGGGT, OGBT and ANGT, September 16™ — 18", 2005, Vienna, Austria). Lefrtak,
hogy a H,O, (és més reaktiv intermedierek) szerepet jatszanak az NFxB aktivalodaséban (ezt
butirat és indometacin jelenlétében a metotrexat e€s a butirat rezisztens sejteknél mi is
kimutattuk). Az NFxB aktivalodasa soran, mint ahogy ismert szamos kodzleménybél, a sejtek
talélési mechanizmusai is aktivalodnak es igy valhatnak rezisztenssé a butirattal szemben. A
teljes mechanizmus véleményiink szerint a kdvetkezd: Az indometacin a vizsgalati korilmények
kozott prooxidanssa valik, (ezt elektron spin rezonancia spektroszkopiaval, gyokcsapdazassal
mutattuk ki: Csordas, A., J., Jakus, V. Jenei, T. Molnar, Zs. Neogrady, P. Galfi, Indomethacin
attenuates sensitivity to butyrate and alters H,O, and free radical levels in colon cancer cells, P-
48, Joint Annual Meeting of the OGBM, OGGGT, OGBT and ANGT, September 16™ — 18",
2005, Vienna, Austria) és fokozza a H,0, keletkezését. Ezt kovetéen, az NFxB aktivalodasa
soran szamos ahhoz kapcsolt vagy ahhoz nem kapcsolt folyamat is aktivalodik. Ugymint: COX-1
expresszié (nem kapcsolt NFkB-hez), COX-2 expresszio (NFkB aktivalt), dedifferentacid, Ki67
pozitivitdas (ami a fokozddott proliferaciot mutatja). A folyamat mivel H202 fliggs, az
antioxidans nordihidrogvajaretsavval és mas antooxidansokkal is, melyek az adott kérilmények
kozott nem viselkednek prooxidansként, gatolhaté (Galfi, P., J. Jakus, T. Molnar, Zs. Neogrady,
A. Csordas (2005) Divergent effects of resveratrol, a polyphenolic phytostilbene, on free radical
levels any type of cell death induced by histone deacetylase inhibitors butyrate and trichostatin-



A, The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 94, 39-47.). Ezeket a
megfigyeléseket tdmasztja ala az, hogy az indometacin jelenlétében kialakul6 butirat rezisztencia
megjelenik indometacin jelenléte nélkiil is az 6sszefliggd, nem osztddd sejttenyészetekben, ahol a
sejtek az apoptosis kialakulasaval szemben valnak butirat rezisztenssé (6ssze nem flggé
sejttenyészeteknel az apoptosis rezisztencia nem alakul ki, korabbi /2003. év/ vizsgalatainknal,
ahol fiatal, még 0szt6do sejttenyészeteket hasznéltunk, ezért nem is tudtuk kimutatni). A jelenség
oka szintén a megemelkedett H,O, koncentracidra vezetheté vissza, amely a sejtosztodas
ledllasat koveto differencidlodassal hozhatd dsszefliggésbe (Csordas, A., J. Judit, T. Molnar, Zs.
Neogrady, P. Galfi, NADPH oxidase-derived free radicals protect colon cancer cells from
butyrate-induced cell death, P-48, Joint Annual Meeting of the OGBM, OGGGT, OGBT and
ANGT, September 16™ — 18" 2005, Vienna, Austria). Ezzel ellentétben az indometacin
jelenlétében fellepé butirat rezisztencia, amely a sejtosztdédasra vonatkozik, csak alacsony
sejtszam eseten, még osztodo, 6ssze nem fuggod sejttenyészetekben jelentkezik. (Galfi, P., J.,
Jakus, T., Molnar, S., Neogrady, M., Heitz, A. Amberger, R. Margreiter, A. Csordas /2006/
Indomethacin-induced proliferation stimulation is accompained by enhanced H,O, production,
activation of NFxB, and upregulation of cyclooxygenase-1 and 2 in butyrate-treated HT29-
derived colon cancer cells, Biochemical Journal, elkildve). Végil ki szeretnénk emelni, hogy a
sejtosztodasra vonatkozd butirat rezisztencia acetilszalicilsav alkalmazédsa soran egyetlen egy
esetben sem alakult ki, sét a vizsgalt sejtek acetilszalicilsav jelenlétében még fokozottabban
gatolhatokka valtak butirattal. Viszont tovabbi kisérleteink azt mutattdk, hogy egyes COX-2
specifikus NSAIDs (pl. NS-398), szintén prooxidansként viselkedhetnek, és emiatt — az

indometacinhoz hasonléan - varhaté mellékhatas, a butirat rezisztencia kialakulasa.



