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1 ROVIDITESEK

A gének, mRNS-ek és fehérjék nevének irasmodja a dolgozatban a HUGO Gene
Nomenclature Committee human gén nevezektani szabalyzatat koveti. Kivétel: a P-gp irasmodja

a konnyebb olvashatosag miatt Pgp formara modosult.

ABC transzporter: ATP binding cassette (ATP-kot6 alegységgel rendelkezd) transzporter
ABCBI: ABC transporter coding gene B1 (més néven MDR1)

AR: Androgén receptor

ATP: adenozin-trifoszfat

ATP-az, GTP-az: az ATP illetve GTP hidrolizisével jar6 foszfat hasitd folyamat
BCRP: Breast cancer resistance protein, az ABCG2 gén terméke

BRAF: Rapidly accelerated fibrosarcoma homolog B — onkogén

CRC: colorectalis carcinoma — a vastagbél és a végbél daganatai

CBP: cAMP responziv elem-kot6 protein (CREB) kot6 protein

CDC42: Cell division control protein 42 homolog — sejtosztodast szabalyozo fehérje
CTLAA4: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

CYP: citokrém 450

DTP: developmental therapeutic program

EGFR: epithelialis novekedési faktor receptor

EMT: epithelidlis-mezenchymalis atmenet

ER: Osztrogén receptor

ErbB: epithelialis ndvekedési faktor receptorok

FGFR: fibroblaszt névekedési faktor receptor

FIH-1: faktor inhibitor HIF-1 ellen

GnRH: gonadotropin Releasing Hormon

GTP: guanidin-trifoszfat

Her2: Epithelialis novekedési faktor receptor 2

HIF-1a: Hypoxia Inducible Factor 1 alpha — hipoxia altal indukalhat6 faktor
HRE: hipoxia-reszponziv elem

IL: interleukin

INF: interferon

KRAS: Kirsten RAt Sarcoma protein gén

K-Ras: a KRAS gén fehérjeterméke

LDHA: laktat dehidrogenaz A
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MAPK: mitogén-aktivalta protein kinaz

MDR: multidrog rezisztencia

MDR1: Multidrug resistance 1, az ABCB1gén terméke

MRP1: Multidrug resistance protein 1, az ABCC1 gén terméke
MYC: Myelocytomatosis oncogene cellular homolog

NCI-60: hatvan sejtvonalat tartalmazé panel, az NCI sziirérendszerének alapja
NSCLC: nem-kissejtes tiidoérak

SERM: szelektiv 0sztrogén receptor modositd

SD: standard deviacio

TKI: tirozin kinaz inhibitor

RAS: Rat Sarcoma protein

p14°RF: alternativ leolvasasi keret (ARF) tumorszuppresszor fehérje

p300: hiszton acetiltranszferaz aktivitasu fehérje

PD-1: Programmed cell death protein 1

PDGFR: vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor receptor

PHD: Prolil-hidroxilaz-dioxigenaz

PI3K: foszfoinozitol-3-kinaz

Pgp: P-glycoprotein, az ABCB1 gén terméke

PR: Progeszteron receptor

PTEN: Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 — tumorszuppresszor gén
TP53: 53 kDa méretii tumorszuppresszor fehérje

Rac-1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Ral: Ras-related protein

RhoA: Ras homoldg fehérje A

ROS: reaktiv oxigénszarmazékok

SCLC: kissejtes tiidorak

SRC: Szteroid reeptor koaktivator gén

T{R1: transzferrin receptor 1

VEGEF: vascular endothelial growth factor

VHL: Von Hippel-Lindau tumorszuppresszor gén
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2 BEVEZETES

2.1 A kemoterapiaval szembeni rezisztencia az onkologiai betegségekben

2.1.1 Malignus megbetegedések dltalaban

A malignus daganatos betegségeket genetikai betegségként tartjuk szamon, amelyek
a sejt normalis ciklusanak, anyagcseréjének, kornyezetéhez vald viszonyanak, illetve a
programozott sejthalalnak a szabalyozasaban bekovetkezd zavarok miatt a sejtek fokozott
elmaradasaval jellemezhetd els6sorban. A daganat kialakuldsa mogott tobbnyire a
proliferaciot és tulélést segitd gének (onkogének) aktivalodasa, illetve az ezt szabalyozo,
akadalyozo gének (tumorszuppresszor gének) inaktivaldodasa all. Kiilonb6zé szdveti
hatterli daganatokra més €s mas génhiba kombinacidk jellemzdek, amelyek mintazata
személyenként is jelentdsen véltozhat! 2,

A legfrissebb Osszesitések alapjan a rosszindulati daganatok vildgszerte a vezetd
halalokok kozott szerepelnek, az Egyesiilt Allamokban 40-80 év kozotti korosztalyban a
legtdbb életet a daganatos megbetegedések kdvetelik®. 2018-ban tobb, mint 18 milli6
beteget regisztraltak, és tobb, mint 9,5 milli6 ember haldlat kovetelték a malignus
korképek®. Magyarorszagon kiemelkedden nagy az 1j megbetegedések (a vilagon a
negyedik legmagasabb) €s a haldlozasok (a vilagon a masodik legmagasabb) gyakorisaga
is (1. abra).

A Nemzeti Rékregiszter rendszerében kozo1t megbetegedési statisztikak adatai szerint
2016-ban 54 358 nd és 51249 férfi volt érintett daganatos megbetegedésben®. A
statisztikai adatok szerint az elmult tiz évben évi 32-33 ezer 6 vesztette életét hazankban
malignus korképek kovetkeztében®. Bar tobb daganattipusnal jelentés eredményeket ért
el a terapia fejlédése, vannak olyan tumorok is, ahol alig észlelhet6 a terapids valasz, igy
siirgetd a tovabbi kezelési lehetdségek feltérképezése®. Tovabb noveli ennek a
kiildetésnek a jelentdségét, hogy a globalis népesség novekedése és a varhato élettartam
emelkedése miatt 2040-re vilagszerte mar évi 29,5 Millié fére becsiilik az Gjonnan

diagnosztizalt daganatos betegek szamat, amely 63%-os ndvekedést jelent?.
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1. abra: A malignus megbetegedések és halalozasok gyakorisaga orszagonként.
Az 1j diagndzisok (incidencia) és a haldlozésok (mortalitds) 2018. évben torténd
eléfordulasat a Global Cancer Observatory elemzése 100 000 lakosra vetitve adja meg

orszagonként. A globalis standard koreloszlasra korrigalt értékek szerepelnek az abran®.

2.1.2 Daganatellenes terapidk formdai

A hagyomanyos terapidk ebben a valtozatos betegségcsoportban altalaban az érintett
sejtek, az érintett szovet elimindlasara koncentradlnak. Ez jelenthet fizikai eltavolitast
kiilonb6z6 sebészi technikak alkalmazasaval, amelyek a malignus szovet teljes kivételét
jelentik a beteg szervezetébdl. Ezen terapidk hatékonysdga a legjobb, veliik teljes
gyogyulas érhetd el, azonban a gyakorlatban val6 alkalmazéasuk korlatozott. Amennyiben
a daganat inoperabilis, a szervezet tobb helyén tavoli attét van jelen, vagy éppen a keringd
sejteket érinti, a sebészeti kezelés toObbnyire nem jon szoba. Mivel sok esetben a beteg
panaszait kovetden keriil felismerésre a betegség, ebben a stddiumban az esetek egy
komoly részében mar tilsagosan eldérehaladott a daganat kiterjedése, szervezeten beliili

szétszorodasa.
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Ahol a sebészeti eljarasokkal valo teljes tumormentesség nem érhetd el, szisztémas
kemoterapids, illetve sugarterapias kezelésre is sziikség van. Az 1940-es évek ota a
kemoterapids kezelések sok uj vegyllet, illetve vegyiiletkombindcido bevezetésével
boviilt, sok gyogyszer mellékhatéasait sikeriilt kontrollalni.Ugyanakkor a f6 vezérelv
hasonlé maradt: a cél a tumorsejtek elpusztitdsa/artalmatlanna tétele a szervezet
egészséges sejtjeinek karositdsa nélkiil. Ez az elv a sugarterapia esetében térbeli
elhatarolas segitségével teljesiilhet, azaz a térben célzott, fokuszalt, akar valds iddben,
képalkotd eljarasok altal korrigdlt sugarzasi hely és dozis csak a tumoros szovetet
roncsolja, a kornyezo szovetek minél kisebb foku karositdsa mellett.

A kemoterapias stratégidk tilnyomo tobbsége esetén a beteg teljes szervezetére
kiterjedd (szisztémas) kezelés torténik. A klasszikus kemoterapias kezelések célja a
tumorsejtek direkt mérgezése, vagy a tumorsejtek kiemelkedd sejtosztodasi, proliferacios
potencialjanak célzasa. A direkt toxicitds a genom karosodasahoz, és a sejt pusztuldsdhoz
vezet. Ilyen szerek a DNS-alkilalok: mustarnitrogének (pl. ciklofoszfamid), nirozouredk
(pl. carmustine), tetrazinek (pl. dakarbazin), platinaszarmazékok (pl. ciszplatin).
Kovalensen kotddnek a sejt DNS-éhez, a sejtciklus barmely pontjan tudjak tdmadni a
sejteket. Az antimetabolitok a sejtosztddashoz sziikséges DNS-szintézist gatoljak, igy a
sejtciklus S (szintézis) fazisaban hatékonyak. Ilyen hatdsu a metotrexat, a pemetrexed, a
fluorouracil, a capecitabin, vagy a gemcitabin is a klinikai gyakorlatban. A mikrotubulus
gatlok a sejtosztddds mechanikai tartdszerkezetét célozzdk. Mig a vincaalkaloidok
(példaul vinkrisztin, vinblasztin) a mikrotubulusok felépiilését, igy a mitdzist gatoljak
meg, addig a taxanok (paclitaxel, docetaxel) a felépiilt mikrotubulusok lebomlasat
akadalyozzak, igy akadalyozva a sejtciklus menetét. A topoizomerdz-gatlok a DNS
szuperhélix szerkezetének nyitasat-zarasat végzd fontos topoizomeraz enzimeket
gatoljak, igy ellehetetlenitve mind az mRNS szintézis (transzkripcid), mind a DNS
kett6z6dés folyamatat, sot, hatdsuk a DNS-szal toréséhez vezethet. Ilyen hatast az
irinotecan, topotecan, etopozid, doxorubicin, vagy mitoxantron. A citotoxikus
antibiotikumok a sejtciklus gatlasan keresztiil fejtik ki hatdsukat. Az antraciklinek
(doxorubicin, daunorubicin) a DNS-szdlak koz¢ kotddve gatoljak annak atirodéasat. A
bleomycin emellett reaktiv oxigéngydkok képzésével is a sejt pusztulasahoz jarul hozza’.

A szervezet legtobb sejtje a tumorsejtekkel ellentétben sokkal kisebb sejtosztodasi

aktivitast mutat, vagy akar egydltalan nem osztédnak. Ezen sejtekben a sejtosztodast

10
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célzo vegyliletek nem fejtenek ki mérgezo hatéast. A szervezet osztodo szovetei (ilyenek
a nyalkahartyak, bélham, bor, vagy éppen a szoér follikulusok) azonban szintén
célpontjaiva valhatnak a kezelésnek. Nem meglepé modon a terdpia szervezetszinti
mellékhatasai is elsdsorban ezeket a szoveteket érintik. Emellett kritikus a vegytiletek
anyagcseréjét folytatd, a szervezetbdl eltavolitd szervek (pl. mdj, vese) védelmének
fenntartasa is. A citotoxikus kemoterapia ezért csak olyan dozisban adagolhat6, amelyben
hatékonyan elpusztitja a tumorsejteket, azonban a szervezetre kifejtett toxikus hatasai
(mellékhatésai) toleralhatoak, vagy kontrollalhatoak. A célsejtekben hatékony dozis, és a
toxikus mellékhatasokkal jellemezhetd maximalisan toleralhatd dozis kozotti tartomanyt
nevezzilk terapids ablaknak. Amennyiben a szervezet sejtjei megndvekedett
érzékenységet mutatnak, avagy a tumorsejtek ellenallobba valnak az adott citotoxikus
szer adasara, a terdpias ablak sziikiil, esetleg megsziinik. Ez a hatékony terapiat
ellehetetleniti, a klinikumban tumor progressziéhoz vezet.

Az osztodoképesség mellett azonban a tumorsejtek mas tulajdonsagait is célozhatjak
a terapias megkdzelitések, igy a célzott molekularis terapiak, a hormonterapia, vagy a
kiilonb6z6 biologiai kezelések.

Egyes  célpont  molekuldk  kizarélagosan,  specifikusan  tumorsejteken
expresszalodnak®. Ilyen egyedi marker az BCR-ABLI transzlokacioval 1étrejovd fuzios
gén, illetve az azt célzo imatinib terapia’. Mas molekulak, bar eléfordulnak mas sejteken
is, de a tumorsejteken megnovekszik az expressziojuk, vagy genetikai valtozat miatt
elkiilonitheték. E molekuldk expresszidjuk ¢és funkcidjuk alapjan direkt terapids
célpontként felmeriilnek. Ilyen elven miikkddik az emlétumorok Her2 célzott terapidja a
monoklonalis antitest trastuzumabbal a Her2 feliilexpresszalo tumorokban'®, vagy EGFR
érzékenyitd mutacidt hordozd nem-kissejtes tlidérakok EGFR-tirozin-kinaz gatlo
terapiaja (erlotinib, gefitinib)!!. A malignus melanémak kozel felében jelen 1év6 B-Raf
V600E pontmutacio lehetévé teszi a mutacio specifikus gatlészer, a vemurafenib

alkalmazasat'2.

Eldéfordulhat, hogy a hagyomanyos toxikus gydgyszerek egy-egy
specifikus sejtfelszini molekulat felismerd antitesttel'3, fehérjemotivummal'®, vagy
kismolekulaval'> konjugalva valnak kiemelkedéen hatékonnyd, hiszen kifejezetten a
tumorsejtekhez vald eljuttatdsara és a célsejt elpusztitdsara egyarant alkalmas az
Osszetevok Osszehangolt mitkodése. Bar nem molekuléris célzas az alapja, de célzott

gyogyszereljuttatasi stratégia egy formaja lehet a liposzomadlis kemoterdpia, mely a
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tumorok gyorsan ndvo, folytonossagi hianyokkal jellemezhetd érstrukturain keresztiil tud
szelektiven csak a tumor teriiletén kilépni a keringésbdl, lokalisan hatékony koncentraciot
hozva létre'S.

A hormonterapia olyan daganattipusok kezelésében meriil fel, melyek novekedése
hormonfiiggé. Ilyen a prosztatakarcinomdk tesztoszteronfiiggése, vagy egyes
emlédaganatok 0sztrogéntdl fiiggd ndvekedése. A tesztoszteronhatas gatlasara kialakitott
terapids lehetdségek kozott szerepel a tesztoszteronszintet csokkentd gonadotropin-
releasing hormon (GnRH) agonista (goserelin) hasznélata, az androgén receptort (AR)
gatld antiandrogének (flutamid, nilutamid, bicalutamid), vagy a tesztoszteron
metabolizmus gatldszerének (finasterid) alkalmazasa. A hormonfiiggé emlétumorokban
a szelektiv 0sztrogén jelfogd moddositok (SERM) az 6sztrogén receptorhoz (ER) kotve
gatoljak annak miikddését. Ilyen példaul az elséként, az 1970-es években kidolgozott
célzott hormonterapids moddszer, a tamoxifen is, mely az emld sejtjeiben gatolja az
Osztrogénreceptort. Tiszta antiOsztrogén fulvestrant is a terapia része lehet. Az
aromatazgatlok (anastrozol, letrozol, exemestan) az Osztrogéntermelés hidnyaban a
mellékvesében torténd androgén-osztrogén atalakitast gatoljak. Goserelin kezelés szintén
hatdsos lehet emldtumorok kezelésében. Ritkdbban az olykor tulexpresszalodo
progeszteronreceptor (PR) gatlasa is lehet6ségként meriil fel (progesztinek,
antiprogrsztinek), bar hasznalatuk visszaszorult!”.

A keringésben részt vevo citokinek fontos ndvekedést serkentd jeleket kdzvetithetnek,
ezért a bioldgiai terapidk célja ezen jelek tumorndvekedést serkentd hatasat gatolni. Az
interferonok (példaul INFa, INFy) az immunhatast erdsitik, mig az onkogének
kifejez0dését gatoljak. Hematologiai megbetegedések, ¢s melanoma kezelésében is
hasznaljak. Az interleukinok a limfoid rendszer miikddését befolyasoljak. Az interleukin-
2 (IL-2) melanoma és vesesejtes karcindma kezelésében sikeres, az immunsejtek
aktivalasan keresztil fejti ki hatasat. A hemopoetikus ndvekedési faktorok (eritropoetin,
granulocyta koloniaserkentd faktor, granulocyta-makrofag koloniaserkentd faktor) az
immunvalasz sejtjeinek érését, aktivitdsat, sejtolé hatasat segitik, mely segithet
ellenstlyozni a citotoxikus terapidk immuncsendesité hatasat'®.

A tumorsejtek molekularis feltérképezése szamos olyan sejtfelszini, illetve sejten
beliili célmolekulat azonositott, melyek expressziodja kiilonbozik a tumorsejtekben €s a

normal szoveti sejtekben. Egyrészt ez az egyedi mintazat alkalmat adhat a tumorok
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azonositasara (példaul keringd tumorsejtek, vagy keringdé DNS elemzésével), korai
diagndzisara, masrészt az elleniik iranyul6 célzott terapia képes lehet a mellékhatasok
jelentds csokkentése mellett tumorellenes hatast elérni. Elsdsorban a sejtfelszini
receptorok elleni monoklondlis antitestek, illetve a sejten beliili jeltovabbitast
felfiiggesztd tirozin-kinaz gatlok (TKI) elterjedtek a klinikai terapidban, bar Gjabban
megjelent az epigenetikai szabalyozast modosité szerek alkalmazasa is'®.

Az Gjabb lehetséges terapias lehetdségek kozt kiemelkedd a tumorok immunterapias
kezelése is, melyet az elmult években sikeresen vezettek be a klinikai gyakorlatba is. Ezen
terapidk sordn nem kozvetlentil a tumorsejtek célzasa a cél, hanem az altaluk sok esetben
toleranssa tett citotoxikus T-sejtek ujboli érzékenyitése, ,élesitése”. Ilyen sikeres terapia
ma mar a T-sejtek inaktivalédasat megakadalyozo, citotoxikus T-limfocita-asszocialt
antigén 4-et (CTLA-4) és a programozott sejthaldl protein-1-et (PD-1) célzé antitestek
(ipilimumab, nivolumab) hasznilata melandéma, tiidétumorok, veserdkok, Hodgkin-
limfoma, fej-nyaki laphdmdaganatok, vastagbélrakok, majrakok esetén, melyek mellett

intenziven kutatott tobb 0j igéretes immunmodositd hatast terapias lehetdség?’.

2.1.3 A terapia rezisztencia

Bar sok kemoterapias lehetdség all a modern onkologiai kezelésben rendelkezésre, a
kifejlesztett terapidk hatdsossaga sokszor elmarad, vagy éppen idével megsziinik. A
terapianak ellendllo, arra rezisztens tumorok a tovabbiakban nem gatldédnak
novekedésiikben, attétképzd képességiikben. Ez a jelenség kulcsfontossagl, hiszen a
daganatos halélesetek legalabb kétharmadaért a rezisztencia és a tumor progresszio,
metasztatizalas tehet6 felel8ssé®!.

A kemoterapias kezeléssel szembeni ellenéllas sok forrasbol eredhet. A rezisztencia
okai a tumorsejtek tulajdonsagaibdl, a tumor mikrokornyezetének sajatsagaibol, avagy a
korabbi terapia hatasara kialakuld valtozasokbol levezethetdk, és altalaban nem csupan
egy ilyen tényezd hatdrozza meg a terdpia hatasossagat, hanem tobb jellemzd
kolesonhatésai alakitjak ki a terapids valaszt, vagy annak hianyat. A gyakran eléforduld,
a terapia elégtelenségéhez vezetd tényezdket foglalom Ossze, és hozza tartoz6 példakat

mutatok be az alabbiakban.
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Terapias célpont kifejez0désének hidnya a tumorsejteken. Példaként emlithetd az
ER/PR negativ emlétumorok esetén a hormonterapia hatastalansaga, vagy EGFR-t (nagy
mennyiségben) nem expresszald NSCLC tumoros betegekben az EGFR-TKI terapia
hatastalansaga.

A terédpias célpont célozhatdsaga nem megoldott.) Ennek lehet a fehérje szerkezetébol
adodo oka, hiszen bizonyos fehérjék nem tartalmaznak a felsziniikon gatlo molekula
kotddéssel a funkcio gatldsara alkalmas kotOhelyet. Emellett hasonlé akadaly az
univerzalisan magas expresszio, amely azt jelenti, hogy nem csak a tumorokban, hanem
a szervezet egészséges sejtjeiben is fontos szerepet toltenek be, igy gatlasuk a
mellékhatdsok miatt nem vallalhat6. Ez a probléma all példaul az onkogén MYC, RAS,
TP53 altalanos gatloszereinek fejlesztésének utjaban, hiszen a szervezet minden sejtjének
talélésére kihatdssal lenne egy hasonlo gatlas®.

Terapia altal célzott fenotipus hidnya — megfigyelhetd a legtobb malignus
megbetegedésben az ,,alve” (dormant) tumorsejtek jelenléte, melyek gyakorlatilag
felfiiggeszti a sejtosztodast, ezaltal az intenziv sejtciklust célzé kemoterapias szerek altali
elpusztitast ellehetetleniti, igy ezen sejtek szinte minden esetben a daganat terapiat kovetd
kitjulasaval fenyegetnek*.

A tumorsejt elrejtése: az immunsejtek altal vald felismerést, és célzott elpusztitast
megakadalyozhatja a tumorsejtek keletkezése vagy atjutasa olyan szervekbe, amelyek az
immunrendszer sejtjei szdmara nem elérhetok. Ezek kozott az Ugynevezett
,immunszentélyek” kozott talalhatd a szem belseje*, a kozponti idegrendszer®®, a
méhlepény és a magzat®’, a haj follikulusai’®, a here?, vagy akar a tumorsejtek parakrin
toleranciat kivaltd hatdsanak koszonhetden az anatomiailag a tumort kdvetd regionalis

nyirokcsomo is*

. Hasonl6, tumorsejtet elrejtd hatast irtak le a podoplanin-clec2
sejtkozotti kdlesonhatas kapesan, amely segitségével a tumorsejtek képesek maguk koré
vérlemezkékbdl allo réteget szervezni, €s emdgé, mint pajzs mogé bujni az ellenérzés,
felismerés, eltavoitas eldl3!.

A tumorsejtek a terdpia hatdsdra komplex funkciondlis, morfologiai, anyagcsere
valtozasokon mennek at, rovid id6é alatt. Tipikus folyamat karcindmék esetén az
eredetileg epithelidlis jellegli sejtek hirtelen valtozasa, atalakulasa mezenchymalis
sejtekké (epithelidlis-mezenchymalis &tmenet, EMT). Ezt a rugalmassagot, tigy tiinik, a

sejtélettani folyamatok nagyfoku epigenetikai szabalyozottsdga is lehetdvé teszi, mely
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gyors, genomszintii valaszt adhat egy kemoterapias stressz esetén®2. Ez egyben a sejtek
ugyanakkor a motilitasra valo képesség novelésével egyuttal az attétképzes folyamatanak
kedvezhet®>.

Mas gének miikodésének (példaul mutécio altali) megvaltozasa a célpont hatdsanak
potlasara alkalmas. Az altalaban EGFR-fiiggé K-Ras fehérje mutacioja lehetové teszi a
K-Ras EGF szignaltol fiiggetlen aktivaciojat. Ez a tiid6->* és coloncarcinomakban® az
EGFR-TKI terapia hatastalansagahoz vezet. Emiatt a célzott EGFR-terapia megkezdése
elétt minden esetben rutinszeriien tisztazasra keriil a RAS genotipus.

Egy molekula sikeres célzott gatlasakor eléfordulhat egy vagy tobb alternativ
jelatviteli utvonal aktivalodasa, helyettesitendo az eredeti gatolt célpont vitalis funkcidjat.
Az emlétumorok 20%-anak kezelésében fontos szerepet kap a tilzott expresszioju Her2
novekedési faktor receptor célzott antitestes terdpidja (trastuzumab), amely olykor a
sikeres, komplett receptor funkcid gatlas ellenére sem fejt ki kelld tumorellenes hatast
bizonyos 1d0 elteltével. Ennek gyakori oka a sejten beliili jelatviteli utak egymast segito
alkalmazkodasa (mutaciok, vagy expresszids valtozasok révén). Trastuzumab terdpia
esetén elsdsorban a PI3K utvonal aktivitdsdnak erdsodése figyelhetdé meg, mely
fiiggetleniti a sejtet a Her2 receptor aktivitasatl®.

A tumor mikrokornyezet hatasai, példaul a nem megfelel6 érszerkezet miatt a terapias
szer célsejtekhez jutdsa akadalyozott, vagy a megvaltozott pH- és O:-szint miatt a
tumorsejtek anyagcseréje, viselkedése atalakul, ellendllova téve oket a terapiaval

szemben?’

. A daganatos hipoxia hatdsait a késObbiekben részletesen targyalom a
dolgozatban.

A tumorsejtek a terdpia sordn szelekcios kornyezetben vannak, igy kifejezetten a
terapia hatasara is fejlodhetnek és stabilizalodhatnak olyan sejtes tulajdonsagok, amelyek
megvédik a sejtet a kemoterapia sejtold hatasatol. Ilyen mechanizmus példaul olyan
transzportfehérjék kifejezddése a sejtek felszinén, amelyek felismerik, €s kiiiritik a sejtbol
a mérgezd hatasu szereket, mely a terapianak ellenallé tumor névekedéséhez vezet. Jol
ismert példa az ATP-k6td doménnel rendelkez6 ABC multidrog transzporter fehérjék
kifejez6dése, melyek széles specificitassal rendelkezd transzportaktivitasuk révén

képesek a tumorsejtbdl eltdvolitani a citotoxikus molekuldkat. A kemoterapias kezelés

soran folyamatos szelekcid zajlik a magasabb transzporter-expresszid iranyaba, mig
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végiill mar a klinikailag adhat6 legmagasabb gydgyszer koncentracid is hatdstalannak
bizonyul a tumorsejtekkel szemben.

A tumorban kifejtett hatas mellett megvaltozhat a kemoterapias hatoanyagoknak az
egészséges szovetekre gyakorolt hatdsa is. Amennyiben a test szovetei érzékenyebbé
valnak az adott gydgyszerre, a mellékhatasok elkeriilése végett csokkenteni kell a dozist,
a terapias ablak beszikiil, végiil ellehetetlenitve a kezelést. A betegek varhat6 terapias
reakcidja eldre josolhatova valik a molekularis faktorok feltérképezésével®®. Bizonyos
esetekben a vegyiiletek modositasaval a szervezet altalanos terhelése csokkenthetd, avagy
a tumorsejtekben a relativ dozis ndvelhetd, igy helyreallitva a terapias lehetéséget®.

Tumor heterogenitas, azaz a tumorsejtek tumoron beliili sokfélesége szinte minden
kemoterapids torekvés ttjaba all, hiszen a terdpia célpontja (legyen az akar molekuléris
célpont - példaul egy sejtfelszini receptor, akar fenotipusos - példaul az intenziv
sejtosztodds) nem minden sejten fejezddik ki a hatdsossag eléréséhez sziikséges
mértékben*!. A tumorok heterogenitasa az idével és a tumor méretével folyamatosan
ndvekszik*?, ezért a korai felismerés és a kezelés elkezdésének fontossaga kiemelkedd.

Egyes kemoterdpias szerek nem aktivak, nmagukban csak citotoxikus molekulak
eléanyagaiként (,,prodrug”) szolgalnak, és a tumorsejtek enzimaktivitasa révén alakulnak
at hatékony kemoterapias szerré. Leggyakrabban a citokrom p450 (CYP) enzimek
kiilonboz8 izoformai modositjak, aktivaljak ezeket®.
ciklofoszfamid, ifoszfamid (CYP2B6), dakarbazin (CYP1A2, 2EI, 1Al), tegafur
(CYPIA2, 2A6, 2C8), tamoxifen (CYP2D6) hatébanyagok csoportja, melyek a megfeleld

Ismert példdja ennek a

enzim izoforma hidnyaban (vagy mutacié miatti inaktivitasa esetén) nem tudnak toxikus
hatdsu gyogyszerré alakulni. Ugyanakkor mas, eredendden aktiv kemoterapeutikum
hatasat éppen inaktivaldé CYP enzimek tilmiikodése lehetetlenit el. Igy példaul a
CYP3A4 a taxanok, vinca-alkaloidok, imatinib, gefitinib, és mas gydgyszerek

hatéstalanitasaért lehet felelds*.
Dolgozatom tovabbi részében a terapia rezisztencia hdrom kiemelt teriiletével, a K-Ras

crer

ABCBI1-medialt multidrog rezisztencia jelenségével foglalkozom részletesen
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2.2 A K-Ras onkogén szerepe a tumorbiolégiaban, mutacioinak sejtes és klinikai

jelentésége

2.2.1 A Ras onkogén fehérje szerepe a tumorsejtekben
tulélésének fontos letéteményese, igy nem meglepd, hogy az egyik legelsé molekularis
célpont a rakterdpidban szintén az EGFR volt. Mara a klinikai rutinban széles kérben
elterjedt mind a receptort felismerd monoklonalis antitest (pl. cetuximab), mind a receptor
tirozin-kindz aktivitasat (¢és igy a foszforilacios jelatvitel kezdetét) gatld kismolekulak (pl.
gefitinib, erlotinib) alkalmazéasa a kemoterapias protokollok részeként akar monoterapia,
akar kombinacios terapia formajaban.

A ndvekedési faktorok altal kozvetitett kiilsd ingereket a novekedési faktor receptorok
(pl. ErbB csalad tagjai, FGF receptorok, PDGFR), mas, sejten kiviilrdl érkezd szignalokat
pedig integrinek, vagy éppen G-proteinhez kapcsolt receptorok kozvetitenek, melyek
(més ¢és mas kontextusban) mind részben vagy egészében a Ras fehérje aktivalasan
keresztiil fejtik ki hatdsukat, juttatjdk el a beérkezd jelet a sejtmag transzkripcids
apparatusahoz®. A Ras harom izoformaja (KRAS, HRAS, NRAS) ismert. A Ras GTP-t
koté és hidrolizalo, mas fehérjéket kotodésekor aktivalni képes fehérje, mely tobbek
kozott a mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK) tutvonal, a foszfatidil-inozitol-3-kinaz
(PI3K) utvonal, a Rac, vagy a Ral ttvonal szabalyozasaért felel. A Ras jelatvitel fobb

résztvevoit az 2. dbra mutatja.
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2. dbra: A Ras fehérje sejten beliili jelatvitelben betoltott szerepe, aktivitasanak

hatasai
A novekedési faktoroktol érkezd jel aktivalja a Ras fehérjét, melyet az aktivalo (GEF) és
inaktivalé (GAP) fehérjék tartanak egyensulyban. Amennyiben az aktiv forma tlsulyba
kertil, tobb jelatviteli folyamat, és sejtélettani valasz indul be. Késziilt Gimple és Wang

(2019) munkéja* nyomaén, modositva.

2.2.2 A K-Ras fehérje valtozasai daganatokban, terapias kévetkezményei

Az irodalombdl jol ismert, hogy a RAS gén pontmutacidi gyakran eléfordulnak
tumorokban, tobbek kozott pancreas-daganatokban (KRAS, a betegek 98%-dban)
vastagbél-karcindmaban (KRAS, 52%), , tiidé6 nem-kissejtes adenokarcindémajaban
(KRAS, 32%), myeloma multiplexben (KRAS/NRAS, 43%) malignus melanéma esetén
(NRAS, 29%), vagy fej-nyaki daganatokban (HRAS, 6%)*. A muticié aktivitast
el6idézo (gain of function) valtozassal jar, amelynek kovetkeztében a RAS fehérje GTP-
t koto €s hidrolizalo aktivitasa, ezaltal jelatviteli funkcidja folyamatosan aktivva valik. Ez
maga utdn vonja azt a sajatsagot, hogy a novekedési faktor receptor aktivalodasa és az
onnan induld jelatviteli lanc aktivaloddsa nem sziikséges a jelatvitel masodik felének

intenziv miikdodéséhez, és tartos aktivitasa a sejtek viselkedésének (proliferacio, tilélés,
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metabolizmus valtozas, motilitas novekedés) valtozasahoz vezet. gy az aktivalé mutacio
értheté moédon magaban hordozza a jelatvitel Ras-t megel6z6 szintjén alkalmazott (pl.
EGFR-t célzo terapiak) gatlas hatastalansagat®’.

Ugyanakkor mas terapiaknak a hatdsossagara is kihatassal van a Ras aktivalodasa. Bar
nem egységes a megjelent tanulmanyok konkluziodja, gy tlinik, hogy 6nmagéaban a Ras
mutacid jelenléte nem jar egyiitt a klasszikus terapiara adott valasz megvaltozasaval.
Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy egyre nagyobb figyelem 6vezi a Ras mutacidinak
kodon- ¢és aminosavszintli vizsgdlatdt, mely a kiilonb6z0 mutacids tipusok eltérd
epidemioldgiajardl és varhaté terapias kihatisukrol adnak informaciot®.

2.2.3 A K-Ras mutaciot hordozo tumorokkal kapcsolatos terapids

eredmények attekintése

A Ras onkogén hamar terapids célpontta valt, hiszen igazolt, hogy gatlasa a
tumorsejtek, in vivo tumorok novekedését egyarant felfiiggesztheti*. Ugyanakkor nem
szabad szem eldl téveszteni, hogy a szervezet egészséges sejtjeinek jelatviteli
folyamataiban is kdzponti szerep harul a Ras aktivitasara®. Emiatt az altalanos Ras-
gatlok hasznalata nem véltotta be a terapias reményeket, hiszen a Ras gatlasa, tigy tlinik,
az élettel dsszeegyeztethetetlen.*. Emellett a célzott terapia masik nehezité tényezdje,
hogy a kisméretli fehérje nem tartalmaz tul sok hatékonyan célozhaté dokkoldsra
alkalmas zsebet, a nukleotidkotd és —cseréld zseb pedig a nukleotidok magas sejten beliili
koncentracidja miatt nem hasznéalhat6®'.

Ugyanakkor a kutatdsi irdnyok megvaltozasaval tovabbra is az érdeklddés
kozéppontjaban maradt a Ras célzott terapiaja. A fehérje direkt gatlasa helyett azonban
szabalyozodinak, és az éltala befolyasolt jelatvitelnek a géatlasa mertiil fel. Magat a Ras
onkogént célzé terapiak pedig a tumorspecifikus mutans allélek sajatossagait igyekeznek
kihasznalni. Ez sok esetben nem csupan egy adott pozicio célzasat jelenti (a Ras 12, 13,
aminosav csere befolydsolja a hatéanyag kotddését. A kiillonbozd misszensz mutacidkra
specifikusan késziilnek iranyitott gatloszerek, igy a K-Ras G12C specifikus gatlok,
melyek koziil kettét mar klinikai tesztekben vizsgilnak®® 3, vagy a G12D specifikus

gatlok>* fejlesztése is igéretesen alakul.
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2.2.4 Zoledronsav terdapia a K-Ras poszttranszlacios aktivitasanak gatlasara

A K-Ras fehérje poszttranszlaciés moddositas (prenilacid) és az azt kovetd
transzlokaci6 soran keriil membréan-asszocialt pozicidba, ahol aktivitasat ki tudja
fejteni®. A nitrogéntartalmi biszfoszfonat vegyiiletek, igy a zoledronsav is, hatasat ugy
fejti ki, hogy a mevalonat anyagcsereut koztes termékeinek, a farnezil-pirofoszfatnak és
a geranilgeranil-profoszfatnak a képzdését pirofoszfat-analogként viselkedve gatoljak,
megakadalyozva igy tobbek kozott a Ras prenilaciojat, igy annak onkogén aktivitasa
gatlodik>> %6, A zoledronsav, kihasznalva a csontok 4svanyos anyagahoz vald kotédést,
képes az oszteoklasztok funkci6jat célzottan gatolni®’. Emellett kisérletes modellekben a
korben hasznalhaté szolid daganatok csontattétjeinek, valamint myeloma multiplex
kezelésére™.

Ugyanakkor a betegek egy része nem reagal a zoledronsav terapiara. Mivel a Ras
fehérje fontos célpontja a kezelésnek, a klinikai valasz hidnyanak okaként felmertil a Ras
mutacioinak szerepe is. Ezért fontos a K-Ras mutacids statusz zoledronav-terapia
hatékonysagara gyakorolt hatdsanak tisztdzdsa, hiszen segithet a megfeleld célcsoport
kivalasztasaban, illetve megoldasi modok kifejlesztésének fontossagara hivhatja fel a

figyelmet K-Ras mutans daganatok csontattéteinek kezelésére.

2.3 A tumorsejtek hipoxias mikrokornyezete, a tumorsejtek HIF-1a fehérje altal

vezérelt valtozasai, és osszefiiggései terapia rezisztenciaval

2.3.1 A sejtek anyagcseréje oxigénhianyos szovetekben

A szovetek energiahdztartdsdnak szabalyozasaban €s fenntartasdban a legfontosabb
mechanizmus a gliikoz lebontdsdbol szarmazd adenozin-trifoszfat (ATP) eldallitasa,
melynek hidrolizise a legtobb sejten beliili folyamat energiaigényes 1épéseiben biztositja
a sziikséges energiat. A mitokondrialis oxidativ foszforilacio oxigén jelenlétében zajlik
csak le. Oxigénhidnyos kornyezetben (hipoxidban, sz€lsdséges esetben az oxigén teljes
hianyéaban, anoxidban) a piruvat anaerob glikolizissel laktatta vagy etanolla alakul, mely
soran kevesebb ATP szintézise valésul meg. A tumorsejtekben Otto Warburg és
munkacsoportja figyelte meg eldszor az aerob glikolizis (Warburg-effektus) jelenségét,

mely sordn az oxigén jelenléte ellenére a sejtek anyageseréje soran a piruvat jelentds része
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(akar 85%-a) glikolizisen keresztiil laktattd oxidalodik, mig csak kis része keriil az

60, 61

oxidativ foszforilacios rendszerbe . Ez a fenotipus gyakran 0sszefiigg a tumorsejtek

laktat-dehidrogendaz  (az  anaerob/aerob  glikolizis  kulcsenzime) emelkedett
expressziojaval, mely csdkkent terdpids hatékonysaghoz vezet®>. A tumorsejtek
metabolikus plaszticitdisa mellett azonban nagy jelentdésége van a sejtszintli
oxigénellatottsagnak is, mely mind a fenti folyamatok befolyasoldsan keresztiil, mind a
hipoxia-medialt szignalizdcido aktivalasan at jelentds valtozasokat ér el a tumor

tulajdonsagaiban, és terapias célozhatdsagaban.

2.3.2 A tumor mikrokérnyezete, vérelldtasa, tumor hipoxia

A szoveti sejtek oxigénellatasat alapvetden az artérids rendszerben széllitott oxigén
mennyisége ¢€s a sejtek vérerektdl szdmitott tavolsdga hatdrozza meg. A szdveti sejtek
osztodasanak, novekedésének szabdlyozdja az érrendszeren keresztiil megvaldsuld
oxigénellatottsag. Modellek szadmitdsai szerint a véredényekbdl az oxigén diffuzioja
koriilbeliil 100-200 um tavolsagig elégséges, ennél nagyobb tavolsagban 1évo sejtek mar
erds hipoxianak vannak kitéve®3. A szolid tumorokban a tumorsejtek folyamatos, gyors
proliferacidja hirtelen nagy sejttomeget hoz létre, amely magaban hordozza a tumor
sejtjeinek elégtelen oxigénellatasat. Bar a kornyezet kezdeti érellatottsaga erdsen fligg a
kiindulasi szovettdl, altaldnossagban a tumor I mm atmérd feletti méreténél mar szadmolni

kell a hipoxia hatdsaval.

2.3.3 A tumor hipoxia altalanos kovetkezményei

A tumor hipoxias allapotanak tobb kovetkezménye is van. Egyrészt a csokkent
tapanyagellatds és oxigénszint a proliferacidos készség csokkenéséhez vezet, mely a
terapia szempontjabol elényos lehet. Ugyanakkor a sejtek a kiilsd stressz hatdséara
fenotipust valtanak, a kedvezétlen koriilményekre adott valaszreakcioként altalaban
morfologiajuk atalakul (EMT), mozgékonysaguk fokozodik (mobilizalodéas, migracids
készség novekedése), igy klinikailag a hipoxids tumorok aggresszivitasa, attétképzo
képessége (progresszids potencialja) megndvekszik®. Rdadasul a tumorellenes terapiakat
tobb modon is gatolhatja a hipoxias allapot. Egyrészt a keringésen keresztiil beadott
hatoanyagok (az oxigénhez hasonloan) nem, vagy nem elegendé mennyiségben képesek

a tumorsejtek kornyezetébe jutni. Masrészt bizonyos terdpidk (ilyen példaul a
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sugarterapia) kihasznaljak a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzddését, €s sejtdlo hatasat,
igy természetesen az oxigénhidny ezen terapidk hatékonysagat is jelentésen csokkenti
(radioterapia rezisztencia)®. Végiil fontos megjegyezni, hogy a tumorsejtek valtozasai
parakrin hatdsokat is kifejtenek a kozeli artérias rendszer endotélsejtjeire (angiogén
hatas), melyek igy gyors, viszonylag szabdlyozatlan érndvekedést inditanak a
tumorszovetbe, probalva helyredllitani a keringési ellatottsagot. Ezekben az erekben
jellemzden elégtelen a pericita-boritas, hidnyzik az eret 6leld izomszdvet is, mely a
tumorszovetben uralkodd magas szovetkdzi hidrosztatikus nyomassal parosulva tovabb
tudja fokozni a keringés elégtelenségét®. Osszességében a terapia szempontjabol

akadalyozo hatasként értékelhetjiik a tumor kronikus hipoxias allapotat.

2.3.4 A HIF-la szerepe a hipoxias stresszre adott sejtes valaszokban
Az oxigénhiany legfontosabb érzékeld és egyben effektor fehérjéje a sejtekben a hipoxia-
indukalt faktor 1 (Hif-1). A fehérje két alegységbdl (a, B) all, melyek kozil a f
folyamatosan jelen van a sejtben. A Hif-lo transzkripcidja €s transzlacidja is
folyamatosan aktiv, a fehérje mennyiségét poszttranszlacidos mechanizmusok
szabalyozzak. A citoplazmaban prolil hidroxilaz domén proteinek (PHD1-PHD3) végzik
a Hif-1a 402-es €s 564-es pozicidban 1€vo prolin aminosavainak hidroxilacidjat. A faktor
inhibitor Hif-la (FIH-1) pedig a 803-as pozicidban 1évé aszparagin hidroxilaciojat
végzi®. A PHD és FIH Aéltali Hif-1a hidroxilacié az oxigén mellett az enzimek aktiv
centruméaban koordinalt vas (Fe*") ionok jelenlététdl is fiigg, igy vaskelatorok (példaul
deferoxamin, kobalt (Co*") ionok) jelenlétében a hidroxilacié gatlodik®®. A PHD
aktivitdsahoz tovabba a-ketoglutarsav szubsztrat jelenléte is elengedhetetlen, melybdl a
reakcid sordn szukcinat képzddik. A hidroxilélt aszparagin géatolja a Hif-1a komplexbe
épiilését, és transzkripciods aktivitdsanak kifejez0dését. A prolinok hidroxilacioja pedig
lehetévé teszi a Von Hippel-Lindau fehérje kotddését, és a hozza kapcsolodod 26S
ubikvitin fehérje ligaz komplex segitségével a Hif-la lebontasat. [gy normoxias
koriilmények kozott nem tud felhalmozodni, és a sejtmagba transzlokalddni a Hif-1a%.
Oxigénhianyos allapotban (vagy vas, illetve oa-ketoglutarsav megvonésakor) a
hidroxilacié elmarad, igy a Hif-1a nem degradalodik, akkumulacidja akar néhany perc
utan megfigyelhetd a sejtben®®. Képes transzlokalodni a sejtmagba, ahol p300 és CBP
koaktivatorok segitségével aktiv komplexet alkot a Hif-1p alegységgel, és transzkripcios
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faktorként kozvetleniil a DNS-hez kot. A hipoxia-reszponziv elemet (HRE) tartalmazo

promoterrel rendelkezd célgének 4tirodasat aktivalja ezaltal’!. A Hif-1o szabalyozasat

végzd mechanizmusokat a 3. abra szemlélteti.

Normoxia @ Hipoxia
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3. abra: A Hif-1a fehérje sejten beliili szabadlyozasa normoxias és hipoxias

koriilmények kozott.

Normoxias viszonyok kozott a Hif-1a hidroxilacidja megakadalyozza egyrészt annak
aktivalodasat (FIH), masrészt lehetdvé teszi ubikvitindlodasat, és gyors elimindldsat a
sejtbol (PHD, VHL). Oxigén hianyaban a hidroxilacids 1épések elmaradnak, igy a fehérje
a sejtmagba jutva komplexet formal (Hif-1p, p300/CBP), és a DNS specifikus (HRE)

régiovihoz kotddve segiti eld célgénjeinek atirodasat.

A Hif-1 célgénjei szamos sejtélettani folyamatra kihatassal vannak. Befolyasoljak a

sejtek energiahaztartasat, gliikkoz- vas-, nukleotid-, anyagcseréjét, az extracellularis tér

----------

szembeni ellendllasat is. Angiogén fenotipus fel¢é mozditja a tumorsejteket, mely az

érajdonképz6dés, tumor beerez6dés fontos beinditdja szolid tumorokban. Ez a jelenség,

crer

megjelenését®. A fontosabb célgéneket, és a veliik kapcsolatos folyamatokat a 4. dbra

foglalja 6ssze.
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4. abra: A Hif-1a altal aktivalt célgének és sejtélettani folyamatok attekintése

A Hif-1(a) kozponti szerepet tolt be a stresszvalaszban: a sejt stresszhez valod
alkalmazkodasaban tobb, mint 60 célgénje vesz részt. Késziilt Gregg L. Semenza 2003-

as Osszefoglaldja® nyoman.

2.3.5 HIF-lo-t célzo terapids lehetoségek

A fentiekben leirt, tumorokra jellemzd sajatos Hif-1a aktivitas felveti lehetdségét,
hogy egyrészt mutacidjanak vagy expresszios szintjének valtozasai hozzdjarulhatnak a
daganatok progressziojahoz, masrészt felveti a Hif-1a gatlasan alapuld terdpidas modok

kifejlesztésének lehetdségét.
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A genomikai vizsgalatok nem mutattak a daganatokban jelentés Hif-1oo mutacid

crer

crer

vagy a kemoterapia’, illetve radioterapia’ hatékonysagaval szoros 6sszefiiggést mutat,
ravilagitva, hogy a Hif-1a lebontasa mellett mas folyamatok is szabalyozzak a Hif-1a-
fliggd folyamatok aktivitasat. A PI3K/AKT/FRAP utvonal aktivitdsa, az SRC aktivald
mutacidja, vagy éppen a tumor szuppresszor PTEN funkcidvesztd mutacidja a HIF-1a
expresszi6 emelkedéséhez vezet. Hipoxiaban, vagy a Von Hippel-Lindau fehérjének’®,
illetve a p53 fehérjének az inaktivald mutacidja esetén a Hif-1o gyors degradacioja nem

tud megtdrténni, igy a Hif-1a felhalmozodasahoz vezet. A p14ARF

mutacioja pedig a Hif-
la és Hif-1PB dimerizacidjat, és igy a célgének aktivalodasat gatolja meg’’.

A terédpias lehetdségek tarhaza tehat széles, hiszen a direkt gatlason kiviil a Hif-1a
expressziojat, stabilitasat, aktivitasat befolyasold fehérjék célzasa is hatékony terapia
alapja lehet. Szamos vegyiilet mutat egy vagy tobb tamadasponton aktivitast a Hif-1a
szuppresszojara iranyuld terapids kiizdelemben, a transzkripcidt gatld szerek (EZN-2968
antiszenz RNS’8, PX478 topoizomeraz-gatld”), a Hif-la protein szintézis gatloi (2-
metoxi-Osztradiol - 2ME2%), a fehérje lebontasat el8idézé molekulak (tanespymicin®!,
Bisphenol A®%), a sejtmagban a Hif-1p-val valo dimerizacio gatloi (PS2385%3,
Acriflavin®), a Hif-1 komplex DNS-hez val6 kotédés gatlasa (echinomycin®), a Hif-1a
altal szabalyozott transzkripcid gatloszerei (chetomin®, indenopirazol-21%7) jelentds része
jelenleg is klinikai kiprobalas alatt all, igy remélhet6 a késobbi sikeres bevezetésiik, bar
egyelére nem jutottak még el a rutin klinikai gyakorlatba vald bevezetésig®® ®.
Ugyanakkor tobb, mar betegeken alkalmazott tumorellenes vegyiiletrdl kideriilt, hogy
mas, korabban ismert hatdsmechanizmusa mellett a Hif-1a expresszidt, vagy funkciot is
gétolni képes®®. Lathato tehat, hogy mind a tumor hipoxia, mind a Hif-1a, mind az 4ltala
befolyasolt célgének széles palettdja lehetséges kulcselemek a tumor progresszio elleni
terapias stratégidk kidolgozéasaban.

Ismert, hogy a konkrét transzkripcios célgéneken kiviil més fehérjékre is hatassal van
a Hif-1a kifejez6dése, stabilitasa. A Rho GTPaz fehérjék 21kDa méretii, aktivitasuk sordn
GTP/GDP cserét végrehajto6 molekulak, melyek legfontosabb feladata a sejt

citoszkeletalis aktin halézatdnak fenntartdsdban, a sejtmozgds iranyitasaban (sejtpolaritas
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kialakitasa, mikrotubulus rendszer szervezodése) ismert, de fontos szerepet toltenek be a
membréan transzportban, vagy éppen transzkripcios faktorként is®!. Klasszikus tagjai e
fehérjecsoportnak a RhoA, Rac-1 és CDC42 fehérjék. Bar expressziojuk nem
kizardlagosan a Hif-1a aktivitdsatol fiigg, de tobb vizsgalat bizonyitotta,, hogy
aktivitisuk Osszefiigg a hipoxias allapottal, illetve a Hif-la expresszidjaval®> 4.
Ugyanakkor expresszidjuk egyben képes a Hif-1a felhalmozddasat tovabb indukalni®®. A
fehérjék tehat bonyolult kolcsonhatds-rendszer szerint szabalyozzak egymas
miikodését’®, melynek megértése és feltérképezése fontos allomasa a hipoxias szolid
génekkel szemben a hipoxia hatasa mas gének expresszidjara nem univerzalis, igen nagy
kiilonbségek adodhatnak a tumorsejtek valaszreakcioi kozott”’. A Rho GTP-azok
valtozéasai, és rajtuk keresztiil a sejtek mozgékonysaganak megvaltozésa hipoxias
kornyezetben még feltérképezés alatt allnak. A tumorok attétképzésének stimulalasa
olyan kritikus pont a tumor progresszidban, mely mindenképpen megkdveteli, hogy tobb
informacioval rendelkezziink a hipoxia sejtmozgasra kifejtett hatasaival. Az
Osszefliggések segithetnek megjosolni kiilonb6z6 tumorok esetén a hipoxids valasz

tipusat, egyben fogékonysdgukat egy Hif-1a-t célzé terapias lehetdség alkalmazasara.
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2.4 Az ABCBI1 multidrog transzporter szerepe a kemoterapia rezisztenciaban,

terapias lehetoségek multidrog-rezisztens tumorok kezelésére

2.4.1 Multidrog rezisztencia, és az ABCBI multidrog transzporter

A terapiaval szembeni rezisztencia csoportosithatd a mechanizmus szerint, azonban
nagyon fontos annak ismerete is, hogy egy adott terapiaval szemben ellendlldé tumor
esetén milyen alternativ terdpias lehetdségek johetnek szoba a betegek kezelésében. Ez
esetben egy adott terapias mod (példaul EGFR-t célzo terapia K-Ras-mutans
daganatokban) ellehetetleniilése esetén a gyogyszeres terdpia valtasaval torheté meg a
tumor ellenallésa.

Akadnak azonban olyan rezisztencia mechanizmusok, amelyek nem csupan egy
hatéanyaggal szemben nytjtanak védelmet a tumorsejteknek. Ezt a jelenséget multidrog-
rezisztencianak nevezziik. A legismertebb ilyen mechanizmus a tobbféle vegytilet sejtbdl
valo eltavolitasira képes multidrog-transzporterek megjelenése a tumorsejteken®®,

Az ATP hidrolizisébdl nyert energia felhasznalasaval az ABC (ATP Binding Cassette
= ATP koto régiot tartalmazo) transzporterek valtozatos szerkezetli szubsztratok bioldgiai
membranokon keresztiili transzportjara képesek. Az ABCBI gén altal kodolt P-
glycoprotein széles spektrumu szubsztrat felismerd képessége jol ismert tulajdonsag,
mely a fiziologias védekezés mellett nagy szamu gyodgyszermolekula transzportalasaért
is felelds, igy gatolja a hatéanyagoknak a sejtekben torténd felhalmozodasat™.

A human ABC- transzporterek csaladjdba 48 fehérje tartozik, melyek valtozé
szubsztrat-felismerési  képességlieck. Ionok, aminosavak, lipidek, cukrok, fémek,
peptidek, fehérjék, és gyogyszerhatdoanyagok széles palettajat képesek felismerni és
atjuttatni a membranokon. A transzport irdnyulhat a sejtbe befelé, illetve a kiilonb6zd
sejtkompartmentumok kozott. A miitkddésiikben azonban kdzos, hogy ATP kotésével,
majd hidrolizisével egyidejiileg képesek a szubsztratjaik aktiv transzportjara koncentracid
gradiens ellenében is'®. A szervezet fizioldgids miikodéséhez elengedhetetlen a
multidrog-transzporterek jelenléte, hiszen a szovetek kozti bioldgiai sziirérendszer
kozponti elemei. Megfigyelhetd expressziojuk a fizioldgias koriilmények kozott (példaul
a bélfal sejtjeiben, a vér-agy-gat strukturaiban, a szoveti sejtek plazmamembranjaban, a
vér-here gaton, a placentdban, a tiidd felszinén, vagy a vesében)”, hianyuk pedig

kiilonboz6 korképek kialakulasahoz vezet!'!.
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A multidrog-rezisztencidért felelds transzporterek koziil haromnak a jelentdsége
kiemelkedd a tumorbiologidban. Az ABCCI1 altal kédolt MRP1 fehérje, az ABCG2 gén
terméke (BCRP), ¢s az ABCB1 génrol atirodo MDR1 (multidrog rezisztencia protein 1),
mas néven P-glycoprotein (Pgp).

A P-glycoprotein funkci6jat mar 1976-ban leirtdk'%2. 2009 6ta térbeli szerkezetérél is
informaciokkal rendelkeziink!®, szdmos tumortipusban kimutattdk a megndvekedett
expresszioja ¢és a kemoterapias valasz elégtelensége kozotti Osszefiiggést. Kimutattak,
hogy szajliregi rakokban fliggetlen negativ prognosztikus faktorként viselkedik a magas
Pgp expresszi6'®. Hasonld jelentdsége bizonyitott akut mieloid leukémias (AML)
betegek korében is'®, gyomorrakok esetén is a rezisztencia fo letéteményeseként
azonositottak'®. Bar nincs teljes konszenzus arrdl, hogy egygénes rezisztencia
mechanizmusro6l van sz6, az 4ltalanosan elfogadott, hogy a Pgp, melynek expresszidja
gyakran a kezelés hatasara emelkedik meg a tumorsejtek klonalis szelekcigjaval, sok
esetben ellehetetleniti a hatékony terapia folytatasat, hiszen a rezisztencia olyan magas
koncentraciokkal szemben is megjelenhet, ahol mar a szisztémas mellékhatasok
elfogadhatatlanok, igy gyakorlatilag a terdpids ablak megsziinését okozza. Tovabbi
nehézséget okoz, hogy a Pgp rendkiviil széles szubsztratfelismerd képességgel bir'®7,
ezaltal nem csak az expressziojat kivaltd gyodgyszer, hanem egy sor mas kezelés
hatékonysagat is gatolja.

A klinikumban is alkalmazott citotoxikus, vagy célzott terapids szerek koziil tehat sok

a Pgp szubsztratjaként viselkedik, ezeket a hatbanyagokat az 1. tdbldzat foglalja 6ssze”:
108
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1. tablazat A Pgp altal felismert és exportalt kemoterapias szerek és alkalmazasuk
A klinikai gyakorlatban hasznalt kemoterapias vegyiiletek koziil a Pgp szamos anyagot
transzportal, megnehezitve a terapia hatasossagat. Késziilt Szakacs és mtsai. (2006),

valamint a MedScape adatbazisa alapjan.

Vegyiiletcsalad Szubsztrat Erintett tumortipusok
Vinca-alkaloidok Vinblastine Hodgkin limféma, nem-kissejtes tlidorak
(NSCLC), melanéma, ovarium-, prosztata-,
here-, holyagtumorok
Vincristine Limfomak, neuroblasztoma, szarkomak,
kissejtes  tiidérak  (SCLC), Wilms-tumor,
agytumorok
Antraciklinek Daunorubicin Akut leukémidk
Doxorubicin SCLC, emld-, ovarium-, prosztata-, gyomor-,
pajzsmirigy-, maj-, fej-nyaki tumorok, myeloma
multiplex, Hodgkin-koér, akut leukémidk
Epirubicin emlétumorok
Epipodofillotoxinok | Etoposide heredaganatok, SCLC
Teniposide akut limfoblasztos leukémia, nem-Hodgkin
limféma
Taxéanok Docetaxel NSCLC, emld-, gyomor-, prosztata-, fej-nyaki
tumorok
Paclitaxel Kaposi szarkéma ovarium-, emlé-, tiido-, ,
pancreasdaganatok
Kinazgatlok Imatinib Akut limfoblasztos leukémia, kronikus mieloid
(Gleevec) leukémia, gasztrointesztinalis stromatumorok
Camptotecinek Irinotecan(CPT- | Colon-, pancreas-, ovariumtumorok
11)
Egyéb Methotrexate Limfoémak, leukémidk, oszteoszarkoma, emlo-,
fej-nyaki tumorok
Mitoxantrone Akut leukémiak, limfomak, prosztatatumorok
Actinomycin D Wilms-tumor, rabdomioszarkoma, Ewing
szarkoma, , here-, ovariumdaganatok
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2.4.2 A multidrog-rezisztens tumorok kezelésének lehetoségei

A Pgp MDR-fenotipust okoz6 tulajdonsagara, és terapia altal indukalhato
expresszidjara az 1990-es években deriilt fény, amely nagyban fellenditette a Pgp
célzasaval torténd terapias lehetdségek irdnti tudomanyos érdeklddést a. Az ezt kovetd
két évtizedben specifikus gatloszerek tobb generacidja kertilt kifejlesztésre, melyek a Pgp
transzportaktivitasat fliggesztik fel. A biztatd in vitro eredmények mellett azonban a
klinikai tesztek elbuktak, aminek egyik tényezdje a szervezet mas szoveteiben talalhato
Pgp aktivitas kulcsfontossdgu szerepe a xenobiotikumok ¢és citotoxikus hatasok elleni
védekezésben. A vér-agy-gat Pgp aktivitasanak felfliggesztésével példaul letalis toxicitas
érheti a kozponti idegrendszert. Erdekes modon éppen egy ezen alapuld véletlen eset,
majd tervezett kisérlet mutatott r4 a Pgp funkcidjara is, amikor egy dallattenyésztési
rutinban haszndlatos féreghajtod szer, az ivermectin alkalmazasat kovetéen az ABCBI1-
hianyos allatok esetén komoly neurotoxikus hatast irtak le, mig a funkcionaldé Pgp-vel
felvértezett vér-agy-gat megvédte az allatokat a toxikus hatastol'®.

A Pgp gatlok klinikai kudarca némileg visszavetette a multidrog-rezisztencia Pgp-
fokuszl kutatasat, am a direkt gatlason kiviil megjelentek 0j alternativ stratégiak az MDR
tumorok kezelésének lehetdségére. A docetaxel molekuldk formulalasaval példaul
megeldzhetd a Pgp expresszio kezelés hatasara bekovetkezd ndvekedése , igy tovabb

10 A mar kialakult Pgp-expresszald tumorsejtek

fenntarthatd a terapia hatékonysaga
kezelésére igéretes megkozelitések tobbek kozott olyan toxikus vegyliletek alkalmazasat
javasoljak, amelyek képesek megkeriilni a tumorsejtek Pgp-n alapulé onvédelmi
rendszerét, igy hatékony terapids koncentracio érhetd el intracellularisan'® ' 112, Végiil
elképzelheté a Pgp jelenlétének és miitkodésének kihasznalasa is a sejt elpusztitasa

érdekében. A hipotéziseket az 5. dbra foglalja 6ssze”.
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5. abra: Az MDR tumorsejtek miikodése, és elpusztitasuk lehetséges stratégiai

A Pgp funkcid gatldsan kiviil annak elkeriilése €s kihasznaldsa is felmeriil. Szakacs és

mtsai. (2006) nyoman.

2.4.3 A kollaterdlis szenzitivitds, MDR-szelektiv hatds

A transzporter aktivitasdnak terdpias kihasznalasdra tobbféle Ilehetdség is
elképzelhetd. Ami kozos benniik, hogy bizonyos kezeléssel szemben a Pgp-t kifejezd
sejtek tulérzékenységet mutatnak, igy célzottan elpusztithatok. Ezt a jelenséget hivjuk
kollateralis szenzitivitdsnak: egy vagy tobb vegytilet elleni rezisztencia ez esetben egyiitt
jar mas vegyiiletekkel szemben mutatott tualérzékenységgel. Ilyen parhuzamos
tulérzékenységre mar mas rezisztencia Osszefiiggésekben is ismeriink példékat, akér a
baktériumok multidrog rezisztencidjdhoz hozzajarulé mutacios profilok altal okozott

113

specialis érzékenység' >, akar az ABCC1 expresszidja kapcsan szerzett rezisztencia és a

fokozott glutation-fiiggés kapcsolata''* is emlithetd. A Pgp miikddése kapcsan is intenziv
kutatds indult a lehetséges kollateralis szenzitivitdsok felderitésére. Az Egyesiilt
Allamokban miik6dd nemzeti rakkutaté intézet, a National Cancer Institute (NCI) altal
miukddtetett, nyilvanosan elérhetd, terapias szerek felfedezésén dolgozé Developmental
Therapeutics Program (DTP) adatbazisdban szereplé nagyszami gyogyszerjelolt
molekula toxicitasat kiillonb6z6 human tumorokbol szarmazd, hatvan sejtvonalt
tartalmazo sejtpanel (NCI-60) minden sejtvonaldn rutinszeriien vizsgaljak. A sejtek Pgp-
expresszidjanak meghatarozasaval lehet6vé valt a Pgp-szubsztratok (melyek a Pgp-n

keresztiil exportalodnak a sejtbdl, igy magasabb koncentraciot képesek a Pgp-t

expresszalo sejtek tolerdlni), és kiilonleges, MDR-szelektiv vegyiiletek (melyek
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magasabb Pgp-szinti sejtek ellen alacsonyabb koncentracioban is hatékonyak)
meghatarozasa''> ', Munkacsoportunk tobb hasonlé vegyiiletet azonositott sikeresen'!’,
majd az MDR-szelektiv vegyiiletek matematikai és kémiai vizsgélataval, valamint nagy
ateresztd képességli in vitro tesztrendszer segitségével nagyszamu, nagy szelektivitasi
vegyiileteket irt le''®. Sok vegyiilet felmeriilt a Pgp-t expresszalé tumorsejtek szelektiv
elpusztitdsanak lehetséges eszkdzeként, beszamoltak mar szteroid hormonok!'!®, fémion
kelatorok!!'’, energia-anyagcsere gatloszerek'”® MDR-szelektiv hatasarél is. Fontos
azonban kiemelni, hogy a sejtes modellekben a Pgp-expresszaldo ¢és a Pgp-t nem
expresszalo sejtek kozott sok esetben nem csupan a Pgp mennyisége és mitkddése
kiilonbozik, igy a hasonld rendszerekben elért eredmények ovatosan kezelendok.
Arnyalhatja a képet nagyobb, heterogén sejtvonalakbol all6 sejtpanelen torténd vizsgalat,
ami az NCI-60 sejtpanel esetében valos lehetdségként szolgal''>. Emellett fontos a Pgp
specifikus inhibicidjaval kontrollalni a kisérleteket, hogy ki lehessen sziirni: a két sejt

kozotti kiilonbségek valoban Pgp-funkcidtol fiiggenek-e!?!

. Mivel a legtobb esetben a
hosszan tartd szelekcid révén kialakitott MDR sejtvonalak nagy szamu genetikai
valtozason esnek at, sziikséges lehet expresszids vektor konstrukciok segitségével Pgp-t
kifejez6 sejteket 1étrehozni Pgp-t nem expresszalo sejtekbol. Ennek a modszernek az
elénye a varhatoan kevesebb nem tervezett genetikai valtozas mellett val6 MDR

fenotipus kialakitasa.

A kollateralis szenzitivitas jelenségének magyardzatara tobb hipotézis is felmeriilt, de
korabban nem azonositottak a mogottes mechanizmust, mechanizmusokat. A 6. dbra
foglalja dssze a felmeriilt elméleteket a kollateralis szenzitivitas lehetséges okaira'??. Az
MDR-szelektiv vegyiiletek esetében a transzporter, és a hatékonynak taldlt vegytiletek

sajatossagai adhatnak tampontot a valdés miikodést illetden.
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6. abra: A Pgp altal medialt kollateralis szenzitivitist magyarazé lehetséges
folyamatok

A transzporter miikodés segitségével elképzelhetd egy toxikus vegyiilet ellenirdnyu

bearamlasa, felhalmozodasa. A transzporteren keresztiil segitheti egy, a sejtet védo

mechanizmus megsziinését is. Aktivalhatja a transzporter miikodését. Szubsztratként

pedig exportjaval kapcsoltan valamely nélkiilozhetetlen Gsszetevd is eltavolitasra

kertilhet a sejtbdl, illetve a Pgp ATP-az aktivitas ATP deplécidhoz vezethet. Szakacs és

mtsai. (2014) nyoman.

2.4.4 ATP-az aktivitas, mint lehetséges terapias célpont

Mivel jol ismert, hogy a Pgp-n keresztiili transzport aktiv folyamat, mely ATP
hidrolizise mellett megy végbe, felmeriilhet a gyant, hogy vagy az MDR-szelektiv
vegyiilet, vagy jelenlétében valamely sejten beliili molekula exportja valosul meg, mely
a Pgp folyamatos miikodtetése az ATP intenziv hidrolizisével jar, esetlegesen kritikusan
alacsony szintre csokkentve a sejt ATP-készletét, energia hidnyaban a programozott

sejthalal felé sodorva a tumorsejtet'?

. Ezt a hipotézist tamogatta néhany korabbi
kozvetett irodalmi adat is, amely szerint a P-glycoprotein aktivaladsa nagy mennyiségii
ATP fogyasztassal jarhat, mely az ATP-termelés gatlasaval egyiitt szelektiv ATP
hianyhoz vezethet a Pgp-expresszald sejtekben'?*. Erdemesnek tiint tehat megvizsgalni
az MDR-szelektiv szerek sejten beliili ATP-mennyiségre gyakorolt hatasat (lasd

célkitiizések).
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2.4.5 Vas homeosztazis tumorsejtekben, a vashianyos dllapot, mint tumorterdpias
célpont
Az altalunk ismert MDR-szelektiv vegyiiletek tobb fémion mellett a vasionok
komplexaldsara is képesek, amely hozzéjarulhat a toxikus hatas kifejtésé¢hez. A sejtek
vashdztartdsa szigortian szabdlyozott folyamat, mely kihatdssal van a sejtciklus
szabalyozasara'?, az angiogenezisre'?%, vagy éppen a mitokondrialis energiatermeld és
anyagcsere folyamatokra is'?’. A szervezet tllzott vasterhelése elsésorban reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) termelése révén igazoltan eldsegiti a DNS karosodasat, és a

tumorok kialakulasat. Kiemelkedd fontossagu lehet tehat a csokkentett vasbevitel, illetve

crer

128

megeldzésében'~°. A tumorsejtek megvaltozott anyagcseréjiik és viselkedésiik miatt csak

magasabb vasmennyiség mellett képesek miikodésiiket fenntartani. Igazolhato, hogy a

129 t130

vaskelatorokkal kiegészitett terapia segiti a citotoxikus'~, illetve a molekularis célzot

kemoterapia hatékonysagat, s6t, 5Snmagaban is képes a tumor ndvekedését gatolni'3!> 132,

A szoveti sejtekben a vas felvétele elsOsorban a transzferrinhez kotott formaban
torténik, melyet a transzferrin-receptor (TFR1) medidl. A rendszert a sejt vasszintje
szabalyozza, melyért a vas-reszponziv elemhez k6t6d6 fehérjék (IRP) poszttranszkripcids
regulacioja a felelds. A visszacsatolas vashiany esetén ndveli a transzferrin receptor
expresszidjat, és igy a sejt vasfelvételi kapacitasat'?®,

A TFRI szintje mellett azonban mas fehérjék vasfiiggd mitkddése is ismert. A Hif-1a
vas jelenléte, hianyaban a Hif-1a fehérje (a hipoxias allapothoz hasonldan) stabilizalodik,
akkumulaloédik a sejtben. Ez az akkumulécid egyiitt jar a transzkripcios aktivitas
novekedésével is, amely a célgének (példaul a TFR1, és a VEGFA) expresszidjanak
novekedésével jar. A ribonukleotid trifoszfatok (NTP) dezoxi-ribonukleotid
trifoszfatokka (dNTP) alakitasat a ribonukleotid reduktdz (RNR) enzim végzi, melynek
aktivitdsahoz szintén szlikség van a vasionok jelenlétére. Ezen funkci6 hianydban a ANTP
készlet nem elégséges a sejtciklus S fazisdban a DNS-szintézis megvalositasdhoz. Ezért
vaskelatorok hatdsdra az RNR aktivitas blokkoldsa, és a dANTP-egyensuly felborulasa

jellemz6. Az RNR és a vaskelacio kapcsolata mar a sejtek proliferacidjat is érinti, igy egy

tumorellenes stratégia célpontja is lehet az RNR gatlasa.
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Munkacsoportunk az MDR-szelektiv vegyliletek szerkezetének és funkcidjanak
elemzésekor arra a megallapitasra jutott, hogy bar tobb, egymastol kiillonbozé kémiai
szerkezetii vegyiiletcsaladrol van sz6'!, a szelektiv molekulak képesek fémion kel4ciora,
ezaltal potencidlisan — a sejtekbe vald fémion bejutast segitve — toxicitds, vagy fémion

8 Mivel a Pgp transzporter ismert miikddése soran a

deplécio eldidézésére a sejtekben
sejtplazma feldl a sejten kiviili tér irdnyaba tovabbitja szubsztratjait, logikus feltételezni,
hogy a sejt szamara nélkiilozhetetlen vas sejten beliili szintjét is befolyasolhatja a
kelatorok jelenléte. Els6sorban az enzimatikus folyamatok szdmara hozzéaférhetd szabad
vasmennyiség (Labile Iron Pool) mennyisége tinik kritikusnak e szempontbol'®:.
Korabban azonban nem volt ismert a vaskelacié és a Pgp transzportaktivitds kozott
semmilyen kapcsolat. Fontos tehdt az MDR-szelektiv vegyiileteknek a sejtek
vashaztartasara gyakorolt hatasat felderiteni, hogy azonosithassuk a vasdeplécio esetleges

szerepét a Pgp-fliggd toxicitasban.
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3 CELKITUZESEK
A KRAS gén pontmutéacioi tobbféle terapia hatdsossagara is kihatdssal lehetnek.
Tekintettel a prenilacid szerepére a K-Ras fehérje posztranszlacids aktivaldsaban, a
folyamat gatlasdn keresztiil hat6 zoledronsav terdpia hatékonysga fiigghet a K-Ras

statusztol.

1. K-Ras aktivalé G12C és G12S mutaciok szerepének vizsgalata Kiilonbo6zo
nem-kissejtes tildérak (NSCLCO) modellek zoledronsav-terapiajanak
hatékonysagaban in vitro K-Ras lokalizacio, prolifracio, migracio, apoptozis

vizsgalatok, valamint in vivo tumornévekedés elemzésével.

A tumor hipoxias mikrokdrnyezte, és az emiatt kilakult sejtes valtozasok kihatnak a

tumorsejtek mozgékonysagara, attétképzo képességére, terapiaval valod célozhatdosdgukra.

2. A hipoxia és a Hif-1o kifejezodés szerepének tisztazasa a motilitas és az
attétképzés folyamataban Kiilonb6zé tumormodellekben. In vitro hypoxia
vizsgalatokban a proliferacio, a motilitas és migracios aktivitas, a Hif-1a és a Rho
kis GTPaz fehérjék (RhoA, Rac-1, Cdc42) kifejez6désének vizsgalata. In vivo Hif-
lo-indukalt és -gatolt modellekben a Hif-1a expresszio valtozasainak tumor

progressziora gyakorolt hatasainak vizsgalata.

A daganatok kemoterapidval szembeni rezisztencidjaban meghatiroz6 a P-
glycoprotein fokozott miitkodése. Csoportunk korabbi munkéi soran felfedezett olyan

molekulakat, melyek képesek a multidrog-rezisztens daganatokat célzottan elpusztitani.

3. Az MDR-szelektiv vegyiiletek tumorsejtek ATP-szintjére gyakorolt
hatasainak vizsgalata, az ATP deplécios hipotézis értékelése.

4. Az MDR-szelektiv vegyiiletek altal a Pgp-t kifejez6é sejtekben okozott
kritikus vashiany és a Pgp funkcio kapcsolatanak leirasa in vifro modellekben
végzett toxicitasi, a sejten belilli mechanizmusokat kovetd, valamint a

transzportaktivitast vizsgalo kisérletek alapjan.
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4 MODSZEREK

4.1 Felhasznalt kezel6szerek:

Az NSC297366 a DTP vegyiiletkonyvtarabol szarmazik (NCI, NIH). A zoledronsavat
(Zometa) és a ciszplatint a Novartistol, a doxorubicint a TEVA-tdl (Petah Tikva, Izrael)
vasaroltuk. A P-gp inhibitor tariquidart (XR9576) Dr. Susan Bates (NCI) laborjabol
kaptuk ajandékkeént. A , kobalt-klorid, vas-klorid (‘6 H20), deferasirox (DFS), deferiprone
(DFPR), hidroxiurea, verapamil, humén holotranszferrin, chetomin, colchicine, 2-deoxi-
gliikéz, vinblasztin, MTT ¢és szulforodamin B a Sigma-Aldrich-t6l (St. Louis, MI)
keriiltek beszerzésre.

A vas-klorid, kobalt-klorid, transzferrin, zoledronsav MTT, szulforodamin B és

ciszplatin vizes oldatat hasznaltuk, mig a t6bbi por alapt vegyiiletet DMSO-ban oldottuk.

4.2 Sejtek

Vizsgalatainkhoz human tumorsejt kulturakat hasznaltunk, illetve bel6liik wjakat
hoztunk létre. NSCLC sejtvonalak koziil K-Ras G12C mutéciot hordozd H358 és G12S
mutéciot hordozd A549, mig vad tipusu K-Ras fehérjét expresszalod sejtvonalak koziil
H1650, H1975 és LCLC-103H sejtvonalakat hasznaltunk (a kiilonb6z6 EGFR statusz
szerepének vizsgalata végett rendre EGFR 19-es exon deléciojat (delE746-A750)
hordozo, EGFR-TKI rezisztenciat okoz6 (T790M) és aktivald (L858R) mutacidval
rendelkezd, illetve vad tipusu sejtek). A hipoxia vizsgalatokban A2058 malignus
melanéma sejtvonal in vivo majmetasztazisra szelektalt HT-168-M1 valtozata, HT-1080
huméan fibroszarkéma, HT-25 és HT-29 humén vastagbé¢l adenokarcinoma, és PE/CA
PJ15 fej-nyaki laphamrak sejtvonalakat hasznéaltunk. A HT-168-M1 és a HT-29
sejtvonalakbol HIF-1a csendesitéssel hoztunk létre ujabb szarmaztatott sejtvonalakat.
Ehhez HIF-la specifikus shRNS-t (gene ID 3091) hasznaltunk, MegaTran 1.0
traszfekcios reagenssel (OriGene, Rockville, MD), a gyartd tmutatasa alapjan (Téatrai
Enikd munkéja). A sikeres transzfekciot puromycin szelekcidval valogattuk, a
géncsendesitést western blottal igazoltuk. PE/CA PJ15 sejtjeinket IMDM médiumban
(Lonza, Basel, CH),a tobbi sejtet RPMI-1640 médiumban (Sigma) tartottuk ¢&s
szaporitottuk, 10% FBS (embrionalis marha szérum, Sigma) és 50 egység/ml

Penicillin/Streptomycin torzsoldat (Sigma) hozzaadasaval.
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A multidrog-rezisztencia vizsgalatokban MES-SA human uterin szarkdma, és a beldle
szarmaz6 MES-SA/DX5 doxorubicin-szelektalt sejtvonalat, valamint A431 nem-
melanéma borrak sejtvonalat hasznaltuk. A parentalis MES-SA ¢és A431 sejtekbdl
lentiviralis transzdukcioval ABCBI1-et stabilan expresszalo MES-SA/B1 és A431/B1
sejtvonalat hoztunk Iétre (Német Katalin és Kucsma Noéra munkdja). A fluoreszcens
MES-SA  mCherry és MES-SA/BI mOrange sejtvonalak eldallitasa tovabbi
transzdukcioval, pRRL-EF1 plazmid segitségével tortént (Kucsma Noéra munkdja).
shRNS technologiaval, MISSION® TRC2 pLKO.5-puro vektor plazmid (Sigma)
segitségével a MES-SA és MES-SA/B1 sejtekben HIF-1a csendesitéssel hoztunk 1étre 0]
sejtvonalakat a molekularis hatasok tisztazasara. A sikeres csendesitést ebben az esetben
is puromycin szelekcid, valamint western blot kovette. Emellett vizsgalatainkat
kiegészitettiik a kordbban mar leirt, ABCBI-et (hosszan tartdé Colchicine szelekcio
hatasara) kiilonb6zé mértékben kifejez6, KB-3-1, KB-8, KB-8-5 illetve KB-8-5-11
human méhnyak adenokarcindoma sejtvonalakon végzett mérésekkel. A MES-SA és a KB
sejtvonal-csaladok sejtjeit DMEM tapoldatban (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
tartottuk és szaporitottuk, 10% FBS (Thermo) 50 egység/ml Penicillin/Streptomycin
(Merck KGaA, Dramstadt, Németorszag) torzsoldat, valamint Smmol/L L-glutamin
(Thermo) hozzaadaséval.

A sejtek beszerzése az ATCC gytijteményebdl (H358, A549, H1650, H1975, A2058,
HT1080, HT29, MES-SA, MES-SA/DXS, A431), a DSMZ gytjteményébol (LCLC-
103H), Prof. Timar Jozsef ajandékaként (HT-25), illetve Prof. Michael M. Gottesman
felajanlasaként (KB-3-1, KB-8, KB-8-5, KB-8-5-11) tortént. A sejtek a kisérletek idején
sosem voltak 30 passzalasi ciklus, vagy 3 honap kultiraban tartott id6 felett. Kultiraink
fertézésekt6l mentesek voltak, mycoplasma mentességiiket minden kisérletbe valo
bevonas eldtt MycoAlert mycoplasma detektalo kit (Lonza) segitségével ellendriztiik. Az
ABCBI-kifejezddést rendszeresen ellendriztiikk aramlasi citometria alapu Calcein-AM
vizsgalat segitségével. A sejtek expresszio alapjan torténd tovabbi valogatasa Calcein-
AM, MRK-16 P-glycoprotein elleni antitestes jelolés, vagy a fluoreszcens transzdukcio

utan BD FACS Aria fluoreszcens sejtszorter segitségével tortént.
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4.3 Hipoxia kezelés

A sejtek hipoxias kornyezetét egy hipoxias kamra (Billups-Rothenberg, San Diego,
CA) hasznalataval allitottuk eld, melyben tilnyomassal csokkentett oxigéntartalmt (5%,
1%) levegdt juttattunk a sejtekhez. A kamrat 37°C-os inkubatorban tartottuk a kisérlet
ideje alatt. Emellett oxigén szenzorral rendelkezd inkubator segitségével, N2 gaz
segitségével szoritottuk ki az oxigént, igy érve el a kivant tenzidt. A kamra vagy inkubator
nyitasat kovetéen a mintakat jégen tarolva, legkésébb 5 percen beliil feldolgoztuk

(Western Blot, RT-PCR), a reoxigenizacio viszonylag gyors hatasat megeldzve.

4.4 Sejtproliferacios kisérletek

Sejtvonaltdl fliggd allando értékit (1000-5000 db) sejtszamot tettiink 96-lyuku
lemezek egyes kamrdiba, szokasos tapoldatukban. A sejtek letapaddsat kdvetden masnap
esetében 48 ora inkubacios id6 utdn MTT esszében mértiik meg a sejtek életképességét.
A hipoxias kisérleteknél (72 6ras inkubaciot kovetden) Sulphorodamine B (SRB) tesztet
alkalmaztunk. A P-glycoproteinnel kapcsolatos méréseinkben szintén 72 ora elteltével,
MTT esszével mértiik a sejtkultardkat. A gydgyszer kombindcios kisérletekben (Toth
Szilard munkaja) 384-lyuka lemezekre tettiik ki a sejteket (2500 sejt 20ul tapoldatban),
majd masnap még 20-20ul keriilt a két vizsgalt hatdéanyag kiilonb6z6 toménységi
oldataibol a kamrakba. A teljes pipettazasi folyamatot egy Hamilton Starlet automata
pipettazorobot végezte. A lemezeket 6 napig kovettiik, 24 6ranként leolvasva a kiilonb6z6
csatorndk fluoreszcencia-értékeit (mOrange: exciticid 545nm / emisszio 567nm;
mCherry: excitacidé 585nm / emisszid 610nm), melyek az €16 sejtek szamaval egyenesen
aranyosak. A két vegyiilet monoterapiés alkalmazéasaibol hatdroztuk meg a vegyiiletre és
sejtre jellemz6 Glso értékeket, majd ezeket felhasznalva a kombindcios kezelések
eredményeit izobologram segitségével dabrazoltuk. Kombinéacios index (CI)
kiszamitasaval jellemeztiik a vegylileteket. Additiv hatas esetén 0,85 < CI < 1,2 értéket
kaptunk, szinergisztikus hatas esetén CI < 0,85, erds szinergisztikus hatas esetén CI <0,7.
Ugyanakkor CI > 1,2 illetve CI > 1,45 értékek rendre antagonisztikus, illetve erds
antagonisztikus hatast jeleztek. A mddszer részletes leirdsa Chou és mtsai kdzleményében

szerepel'**.
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Az SRB teszt esetében az inkubacios iddot kdvetden 10% triklorecetsavval fixaltuk a
sejteket 60 percen keresztiil, majd mosast kdvetden a fehérjéket 0,4%-os Szulforodamin-
B oldattal festettiik 15 percig. Ujabb mosasok (1% ecetsavval) utan a fehérjékhez kotodott
festéket 10mM-os TRIS oldatban oldottuk fel, és 570 nm-nél mért abszorbancia értékeket
hataroztunk meg. Az MTT teszt esetében a kezeld folyadék eltavolitasa utan a sejtere
0,5mg/ml  koncentracioju  (3(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT) oldatot mértiink, majd 37°C-os inkubatorban 2-3 o6ran keresztiil hagytuk
a lemezt. Az €10 sejtek az MTT formazénnd val6 atalakitdséval kolorimetridsan mérhetd
kristalyok képzddését idézik eld. Az oldat eltavolitasa utan a sejtekre 1:9 aranyu 2-
propanol: IN HCI elegyét mérjik (100 pl kamranként), ezzel feloldva a formazan
kristalyokat. A reakciot 570 nm-es hullamhosszon végzett abszorbancia méréssel
szamszer(sitettilk. A lemezek leolvasasat EnSpire multimdéd lemezolvasé késziilékkel
(PerkinElmer) végeztiik. Az ¢életképességi értékeket GraphPad Prism programcsomag
segitségével dozis-hatds modellben vizsgéltuk, az illesztett normalizalt gorbék alapjan

hataroztuk meg a sejtek 50%-anak pusztuldsdhoz vezetd IC50 értékeket.

4.5 A sejtek ATP-mennyiségének meghatarozasa

Az MDR-szelektiv folyamatok megértéséhez megmértiik a kezeléseknek a sejtekben
1év6 ATP-szintre gyakorolt hatasat. Ehhez az ATPLite (PerkinElmer) lumineszcens alapa
ATP meghatarozé kitet hasznaltuk, a gyarté utasitasait kovetve. Atlatszo alju, fehér falu
96-lyuku lemez (PerkinElmer OptiPlate) kamraiba 2 x 10* sejtet tettem, majd a sejtek
letapadasat kovetéen masnap kiillonboz6 kezeléseket kaptak a sejtek. 4 oras kezelést
kovetden a sejteket a kamran beliil lizaltuk, majd a szubsztrat (luciferin) hozzaadasat
kovetden az ATP bomlasa és oxiluciferin képzddése mellett lumineszcens jelet tudunk
lemezolvas6 segitségével érzékelni. Kezeletlen kontrollhoz viszonyitva adhaté meg a

kezelések ATP-szintekre gyakorolt relativ hatasa.

4.6 Western blot kisérletek

A megfeleld biologiai kezeléseket kovetden a sejtkulturdkbol fehérje lizatumot
készitettiink. Ehhez a fehérje izolalo sejt lizis puffert (MLB-20-168, Merck) hasznaltunk,
melyhez minden esetben 10 pug/ml aprotinin és 10 pug/ml leupeptin proteinazgatlot

kevertiink. A sejtkulturat tartalmazo flaskakat jégen tartva eltavolitottuk a tapoldatot,
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majd jéghideg PBS (foszfat pufferolt sooldat) segitségével dvatosan lemostuk a maradék
tapoldatot a sejtekrdl. Ezt kovetden az elokészitett lizis puffert a sejtekre tettiik, és
sejtkapard segitségével a sejteket eltavolitottuk a flaska feliiletérdl. Ultrahangos
szonikatorral végzett rovid homogenizalast kovetden a fehérje-lizatumot 1:1 ardnyban
higitottuk Laemmli fehérje pufferben, és a mintakat felhasznalasig (legfeljebb 14 napig)
-80 °C-on taroltuk.

Az NSCLC sejtkulturak esetében a kiilonb6zo sejten beliili egységek frakcioinak
szétvalasztasdhoz azonban centrifugélés-alapt szeparalé modszert kellett alkalmaznunk.
Ezért ezeket a mintakat a jéghideg PBS mosast kdvetden flaskdnként 1ml jéghideg PBS
oldat hozzaadésaval, sejtkaparé segitségével tavolitottuk el a mianyag felszinrél. Ezutan
5 perc, 300 x g centrifugélas soran leiiltettiik a sejteket. A feliiluszo eltavolitasa utan az
elsd szeparalo pufferben (10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris (pH 7.4) MQ vizben
oldva, protedz inhibitorok hozzdadasaval (10 pg/mL aprotinin, 10 pg/mL leupeptin, 50
pg/mL PMSF és 2 mM DTT). A mintakat Potter-Elvehjem tipusu homogenizatorban
kézzel homogenizaltuk, 2,5-szeres mennyiséget adtunk hozz4 az oldathoz a masodik
szeparalo pufferbdl (525 mM mannitol, 175 mM sucrose, 12.5 mM Tris (pH 7.4), and 2.5
mM EDTA MQ vizben, a korabbival egyezd proteindz tartalommal). A
magi/mitokondrialis frakci6 elkiilonitésére eldszor 15 percig 20 000 x g, majd a
feliiliszobol membran frakcid leiiltetésére 60 percig 100 000 x g centrifugalast
alkalmaztunk. Az organellaris és membran frakcidkat hasznaltuk, 1:1 ardnyban higitottuk
Laemmli pufferben, és felhasznalasig (legfeljebb 14 napig) -80°C-on taroltuk. A fehérjék
bomlasanak megakadalyozasa érdekében az egész szétvalasztasi folyamatot jégen, avagy
4°C-on végeztiik.

A mintakbol minden esetben Lowry altal leirt modszer'’ segitségével hataroztuk meg
a fehérje koncentraciot, ¢és szadmoltuk az egységes mintafelvitelhez sziikséges
térfogatokat. A mintékat fehérje mérettdl fiiggéen 7,5-10%-0s SDS-poliakrilamid gélben
futtattuk, majd PVDF membranra lottoltuk at. Ehhez egy nedves elektroblot késziiléket
hasznaltunk (Bio-Rad, Hercules, CA), a gyarto eldirasai szerint.

Elsddleges antitestek: anti-K-Ras (ab55391, Abcam, Cambridge, MA; 2ug/ml) anti-
Na/K-ATPase (BML-SA247-0100, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY; 1pg/ml), anti-
Rho (-A, -B, -C) 55-6s klon (#17-294, Millipore; 3ug/ml), anti-Racl (23A8 klon;
1pug/ml), anti-cdc42 egér monoklonalis antitest (#17- 441, Millipore; 1pug/ml), anti-HIF-
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la nyual monoklondlis antitest (ab51608, Abcam; 2ug/ml), sejtciklus és sejtciklus-
szabalyozd minta kitek antitestjei (#9932 & #9870, Cell Signaling Technology Inc.;
gyarto altal javasolt higitdsok). Anti-p53 antibody (#2524, Cell Signaling Technology;
2pg/ml). Anti—B-aktin (AC-15 klon, Sigma; 0,25pg/ml).

Torma-peroxiddz (HRP) konjugélt masodlagos szamar anti-egér és anti-nyul IgG-t
hasznaltunk (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) melynek jelét enhanced
WesternBright kemilumineszcens rendszerrel (Advansta, Menlo Park, CA) tettiik
lathatova.

A fehérjesavok kvantifikalasat és kiértékelését GelAnalyzer 2010a programmal
(Lazar Software, Debrecen, Hungary) végeztiik. A fehérjék mennyisége Na/K ATPaz,

illetve B-aktin jelre, mint belsé kontrollra normalva keriilt elemzére.

4.7 RNS expresszio meghatarozasa

A sziikséges RNS expresszids vizsgalatokat minden esetben valds idejii kvantitativ
PCR (RT-PCT) segitségével végeztiik. Ehhez a biologiai mintakat 6-lyukt sejttenyésztd
lemez kamraiban ndvesztettiik, 0,5-1 * 10° maximalis sejtszamot hasznalva. Minden
esetben kertiltiik a teljesen 0sszefliggd sejtréteg kialakuldsat, hiszen ezt kdvetden a sejtek
viselkedése, génexpresszidja erdsen valtozik. A kezelési id6 végén a mintakrol a
tapoldatot eltavolitottuk, majd egy gyors PBS-sel torténd mosast kovetden a sejteket 350
ul TRIzol reagens (Life technologies, Carlsbad, CA) segitségével oldatba vittiik, egyben
megovva azok RNS-tartalmat. A mintdkbol RNEasy RNS izoldlo kit segitségével
(ZYMO Research) a teljes sejtes RNS mennyiséget tisztitottuk, és RNaz mentes vizben
elualtuk. Ezekben az RNS-mintdkban spektrofotométer (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific, Waltham, MA) segitségével RNS koncentraciot mértiink, majd minden friss
mintabol 600 ng RNS templat felhasznaldsdval, AMV reverz transzkripcios kit
segitségével (Promega) 20 ul térfogatban ¢cDNS atirast végeztiink. Az egyes RNS-ek
mennyiségi meghatdrozasdhoz Tagman probakat (primer ID: HIF-10 (Hs00936366_m1), RHOA
(Hs00236938 m1), RACI (Hs01902432 s1), CDC42 (Hs00741586 mH), -actin (FAM/MGB 4333762),
TFR1 (Hs00951083 ml), illetve Tagman 2x Gene expression master mix reagenst (Life
Technologies) hasznaltunk. Belsd kontrollként a riboszomalis 60s fehérjét kodolo
RPLPO, illetve B-aktin mRNS expresszidjat hasznaltuk. Az RT-PCR reakciot minden
esetben 10 pl térfogatban végeztiik (Step One Plus RT-PCR, Applied Biosystems). Az
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2—AAC

expresszids értékek meghatarozasahoz a + modszert hasznaltuk, a belsé kontrollhoz

viszonyitott relativ értékekkel szamoltunk.

4.8 Aramlasi citometridas mérések

A vizsgalatok sordn harom alkalmazasban hasznaltunk &ramldsi citometrids
méréseket a sejtek egyedi jellemzésére: Sejtciklus vizsgalatokban, apoptozis
vizsgalatokban, illetve az ABCBI1-aktivitas jellemzésére Calcein-AM vizsgalatokban.
Minden esetben a kezelést kdvetden a letapado sejtek moséasaval (PBS) és felszedésével
(0,1% Tripszin PBS-ben oldva) kezdddott a minta készités. Ezt kdvetéen sejtet
szamoltunk, és egy ujabb PBS-es higitas, és centrifugalas (300 x g, 5 perc) utan a
feliiliszoval a maradék tripszin eltavolitasara keriilt sor. Ezt kdvetéen mintanként 20 pl
térfogata PBS-ben 5 * 10° sejtet készitettiink eld.

A sejtciklus elemzéshez Propidium Jodid (PI) és 5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)
kettds jelolést alkalmaztunk. A mintavétel el6tt 30 perccel a sejt tapoldathoz adtunk 10
uM koncentracioban BrdU-t, melyet a DNS szintézist folytatd sejtek inkorporaltak. A
mintdkat 1 ml 70%-o0s etanollal fixaltuk: hozzaadaskor folyamatos vortexelés mellett,
majd -20°C-on a kdvetkez6 napig inkubalva. PBS-es mosast kovetden a sejtek feltarasat
Iml 2M HCI oldattal végeztiik, 0,5% Triton X-100 jelenlétében, 30 percig. A feltaras utan
harom mosasi ciklust kdvetéen 10x higitasu anti-BrdU reagenssel inkubaltuk a mintakat
(50 pl PBS-ben, mely 0,05% Tween 20-at, és 1% BSA-t is tartalmazott. A jeldlés utan
két mosasi ciklus, majd a méasodlagos jelolés kovetkezett: PBS-ben oldott anti-egér I1gG-
ALEXA-488 antitesttel, 45 percig, sotétben. Ujabb mosasi 1épés utan a sejteket 0,5ml
PBS-ben vettiik fel, mely 10 pg/ml koncentracidoban propidium-jodidot, és 20 pg/ml
koncentracioban RNdz A-t tartalmazott. Vortexes keverés és 30 perc inkubalas utan
mértiik a mintakat.

Az apoptozis jellemzéséhez az Annexin V — Propidium lodide Apoptosis kitet
hasznaltuk (Dojindo), a gyartd utasitdsai szerint jelolve a sejteket. A mintakat jelolést
kovetéen 60 percen beliill megmértiik a sejthaldlozas eldrehaladését elkeriilendd. Az
NSCLC sejtek esetén Propidium-jodid jeldlést, €s szub-G1 frakcié elemzést hasznaltunk.

A Calcein-AM esszében az ABCB1 transzporter funkcidjanak érzékeny elemzése valt

136

lehetségessé'”°. A moddszer 1ényege, hogy az €16 sejtekbe keriilé Calcein-AM (calcein-

acetoxi-metilészter) nem fluoreszcens molekula, mely a sejten beliili észterazok
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aktivitasanak koszonhetden hasad, és a keletkezO calcein molekuldk fluoreszcenciaja
detektalhat6. Mivel a Calcein-AM molekula szubsztratja a transzporternek, az ABCB1-
et expresszalo sejtekbdl kikeriil, megakadalyozva igy a fluoreszcencia megjelenését. A
fluoreszcens jel csokkenése korreldl a P-gp aktivitassal, igy hasznalhato a P-gp
funkcidjanak szadmszerlsitésére. A reakciot 37°C-os vizfiirddben, fénytél védve
végeztiik. A mintakhoz egyesével 20 ul PBS-t, vagy 40 uM verapamil tartalmi PBS-t
adtunk, a nem gatolt, illetve gatolt P-gp funkcid eléréséhez. Vortexelés és 5 perc
inkubacié utan 20 ul 0,75uM-os Calcein-AM oldatot adtunk a mintdkhoz, és vortexelés
utan 10 percig folytattuk a reakciot 37°C-on. Az inkubdacié végén a reakcid leallitasara a
mintakhoz 700 pl jéghideg PBS-t adtunk, mely 1pug/ml propidium-jodidot, és 0,5% BSA-
t tartalmazott, a mintat pedig jégen taroltuk mérésig. A mérések 45 percen beliil torténtek
a sejtek allapotanak megdrzése érdekében.

Az dramlasi citometrias mérésekben az FSC és SSC attributumok alapjan kiilonitettiik
el a sejteket a tormeléktdl, és PI jel alapjan valasztottuk szét az €16 és holt sejteket. A

méréseket Attune és Attune NxT aramlasi citométerrel (Life Technologies) végeztiik.

4.9 ATPaz aktivitas mérések

Az ABCBI transzporter aktivitdsa kozben a szubsztrat transzmembran transzportjat
aktiv folyamatként, ATP hidrolizise mellett valésul meg. Ez a hidrolizal6 aktivitas
mérhetd sejtmentes rendszerben, melyben a hidrolizis soran felszabaduld szervetlen
foszfatgyokok detektalhatok, és mennyiségiik kolorimetridsan mérheté!®’. Méréseinkben
Spodoptera frugiperda (Sf9) rovar sejtvonalban termelt, ABCBI1-et kifejez6 membrant
hasznaltunk. A reakcid sorén az elegyhez adott ATP atalakulésat detektaltuk kiilonb6z6
molekulak hozzdadasa mellett. Az irodalombdl jol ismert a verapamil szubsztratként valo
viselkedése, melyet ezen méréskor pozitiv kontrollként hasznaltunk. Az NSC297366,
illetve a 8-hidroxikinolin vasiont tartalmazé komplexe 1:2 fémion:ligand arany mellett

késziilt. A méréseket Telbisz Agnes és Gera Melinda kollégaim végezték.

4.10 dNTP szintek meghatarozasa
A sejtek 24 oras kezelését (DMSO kontroll; 4 uM NSC297; 2mM hidroxiurea)
kovetéen gyors PBS-es mosas utdn a dNTP-szintek meghatarozédsara a Wilson ¢és

8

munkatarsai'®® altal leirt protokoll moédositott valtozatat'>® hasznaltuk. A sejteket
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tripszinezéssel eltavolitottuk a milanyag felszinrdl, majd 10ml-re egészitettiik jéghideg
PBS hozzaadasaval. A szuszpenzidobol 500 pl mennyiséget sejtszam meghatarozasra
hasznaltunk fel, mig a minta fennmarad6 részét 3 000 x g erével 10 percig 4°C-on
centrifugaltuk. A sejtes pelletet 500 ul 60% metanolban szuszpendaltuk, masnapig -20°C-
on allni hagytuk, majd 3 percre 95°C-ra helyeztiik. Az igy feltart mintakat 4°C-on 16 000
x g erdvel 5 percig centrifugaltuk, és a feliiluszot ) centrifugacsébe gyljtottiik. Innen a
folyadékot vakuumcentrifuga segitségével (45°C-on) beszaritottuk, ¢s a keletkezd
pelletet 50 pl nukledzmentes vizben oldottuk, és mérésig -20°C-on taroltuk. A sejtek
dNTP-készletét fluoreszcens polimeraz-alapu esszében mérte Szabd Judit Eszter

kollégam.

4.11 Videomikroszképia

A videomikroszkopias mérések protokolljat korabbi irodalmi leirdsok szerint (PMID:
10701529, PMID:23973668) végeztiik. A mérésekhez a sejteket 24-lyuku lemez kdzEpso
8 kamrgjaba helyeztiik tapoldatban. A sejtek letapadasat kovetden a tapoldatot CO2-
szintre nem ¢érzékeny tapoldatra cseréltiik (Gibco), 10% FBS és 4mM L-glutamin
jelenlétében. A parolgés lassitasa érdekében a lemez tobbi kamréjat is tdpoldattal toltottiik
fel. A sejteket egy egyedi épitésii, iverz fazis kontraszt mikroszkop koré épiilt inkubatorba
(World precision Instruments, Sarasota, FL) helyeztiik. A kamrdkban 3, egymdssal nem
atfedd latotérrdl késziilt mikroszkopos felvétel minden 5 percben. Az elsd 24 o6ra utdn a
hipoxids mintdk esetében az oxigén tenzidjat lecsdkkentettiik 5%-ra, illetve 1%-ra, és
tovabbi 72 6ran keresztiil késziilt a latoterekrdl a képsorozat. A munkacsoport altal
fejlesztett kiértékeld szoftver segitségével a vizsgalati 1d6 alatt megtett migracios
tavolsagot manudlisan szdmitottuk minden sejtvonal esetében. Minden kisérletet két

fiiggetlen ismétlésben végzett Garay Tamas Marton kollégam.

4.12 Teljes rontgen fluoreszcencia mérések

A vaskomplex akkumulécios kisérletben a sejteket 4 ran keresztiil 5 uM kelator: vas-
klorid 2:1 aranyu komplexével kezeltiik. A vas deplécids kisérletbe vont sejtek
intracelluléris tartalékait 25 pM holotranszferrin hozzaadasaval 4 6ran keresztiil vassal
toltottiikk fel (37°C), majd 8 oran keresztiil szérummentes tapoldatban, avagy 5 uM
kelator: vas-klorid 2:1 ardnyu komplexével kiegészitett tdpoldatban tartottuk. A kezelések
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végén a mintakat feltripszineztiik, tapoldattal, majd PBS-sel mostuk, centrifugalasi
1épések (300 x g, 5 perc, 4°C) segitségével. A mintdk feltarasa korabban mar leirt
moédon'*?, 24 6ras savas emésztéssel (20 pl 30% H202; 80 pl 65% HNO3, 10 ul 15 pg/ml
Gallium) tortént. A feltart oldatbol 2 pl-t kvarclemezre szaritva, a teljes rontgen
fluoreszcencia méréseket Atomika 8030C (atomika Instruments GmbH) miszerrel
végezte Gaal Anik6, Pape Veronika és Szoboszlai Norbert, kutatdpartneriink bécsi
laboratoriumaban. A vasra jellemzé Ko értéket 6,403keV-ra allitottuk. Az igy nyert
mintakbol a sejtekre vonatkozo intracellularis vas mennyiségét tudtuk meghatirozni,

Gallium bels6 kontroll, és sejtszdm meghatarozas segitségével.

4.13 Tomegspektrometrias mérések

A sejten beliili vasmennyiség valtozasok mellett nyomon kivantuk kdvetni a sejtben
talalhato NSC297366 mennyiséget is, P-gp aktivitas fliggvényében. Ehhez 6-lyukll lemez
kamraiban 10° sejt kitapadasat kovetden 4 oras kezelésben 5 uM kelator: vas-klorid 2:1
aranyu komplexét alkalmaztuk 37°C-on. A tripszinezést és 4°C-on torténd PBS-es mosast
kovetden a sejtpelleteket 50 pl Acetonitril (Sigma) segitségével dezintegraltuk.
Centrifugalas és higitds (H20, 10x) utdn a mintakat Sciex 3200 Qtrap hybrid tandem
tomegspektrométerrel (Applied Biosystems) dsszeépitett HPLC rendszerben (series 200,
PerkinElmer) mértiik. A sejtszadm, illetve a mintakban talalhat6 fenilalanin mennyisége
szolgalt belsé kontrollként a mérésekhez. A méréseket Dr. Szabd Pal vezetésével

végeztik.

4.14 Sejtmigracios kisérletek

Modositott 48-lyuku Boyden-kamra segitségével, polikarbonat 8 um porusméretii
membran (Whatman, Piscataway, NJ) hasznalatdval végeztiik a sejtmigraciora vonatkozo
kisérleteinket. A kamra felsé részébe 2 * 10 feltripszinezett sejtet juttattunk. Az alsé
részbe szérummentes médiumot tettlink, 100 pg/ml fibronektin (Sigma) hozzaadéasaval.
A sejteket 6-20 6ras migracids id6 utan vizsgaltuk. A membran felsd felszinét PBS-sel
mosvaq eltdvolitottuk a nem migrald sejteket. A migralt sejteket metanolos fixalast
kovetden toluidinkék festéssel jeldltiik, és mikroszkop segitségével szamoltuk. A migralt
sejteket 20x nagyitas mellett, négyzethalot tartalmazo okular hasznélataval szamoltuk,

kamranként 6t véletlenszerlien kivalasztott mezd esetében. Hat parhuzamos kamra
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értékeinek atlagat és szorasat elemeztiik minden mintanal. A méréseket Kenessey Istvan

¢s Téatrai Eniko végezték.

4.15 In vivo tumornovekedés és metasztazis modellek

Az allatkisérletes modellek tervezése és kivitelezése az Orszagos Onkoldgiai Intézet
allathazaban a munkahelyi allatvédelmi bizottsag (MAB) tudomasaval és engedélyével,
az Allatkisérletes Tutomanyos és Etikai Tanacs (ATET) engedélyével tortént, a hatalyos
allatvédelmi eldirdsoknak megfeleléen. (Engedély az allattartdsra és tenyésztésre:
PEI/001/1738-3/2015. Engedély az allatkisérletre: PEI/001/2574—6/2015) 8 hetes him
SCID (CB17/Icr-Prkdc*%) egereket hasznaltunk.

A hipoxids allapot in vivo hatasainak vizsgalatara HT-168-M1 melanomasejtek 1épbe
val6 oltasat kovetd majkolonizacios modellt, valamint szubkutan nétt HT29 szovetdarab
ortotopikus (bélfalra torténd) rogzitését kovetd tiidé/maj metasztdzis modellt
hasznaltunk. Az allatok harom kezelési csoportba lettek osztva, kontroll (fizioldgias
sooldat injekcio hetente kétszer intraperitonealisan), hipoxiat eld1déz6 (260mg/1 CoCl2 4
héten &t ivovizbe keverve, valamint fiziol6gids séoldat hetente kétszer
intraperitonealisan), illetve hif-1a aktivitadsban gatolt (1mg/ttkg chetomin, hetente kétszer
intraperitonealisan) kezeléssel. Az allatok majat és tiidejét formalinban fixaltuk, majd
sztereomikroszkop alatt a makrometasztazisokat szamoltuk. A kontroll és a hipoxia
kezelési protokollt megismételtik HT-168-M1 modell shHIF-la géncsendesitett
valtozatan is, felmérve a kapott hatas HIF-1a fliggését.

Az NSCLC sejtmodellek (LCLC-103H, A549, H1650) vizsgalataban altatott allatok
hati tdjékon szubkutan beiiltetett 16mm’-nyi szovetdarabokbol kiinduld tumorok
novekedését vizsgaltuk. A miitét utdn 21 nappal hat, véletlenszerlien kivalasztott
csoportba osztottuk az allatokat, és ciszplatin (0,2mg/ttkg, intraperitonealisan, hetente)
terapiaval, vagy anélkiil vizsgaltuk a tumorokat a kontroll (fiziologids sooldat
intraperitonealisan, hetente), human doézist zoledronsav (50ug/ttkg), és nagy dozisu
zoledronsav (500 pg/ttkg) hasonldéan kezelt csoportjaiban. 41 nap utdn az éllatokat
izoflurdn géz segitségével tulaltattuk, terminaltuk. A tumorok tomegét mértiik, valamint

formalinban fixaltuk 6ket tovabbi vizsgalatokhoz.
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4.16 Immunhisztokémiai vizsgalatok:

A formalin-fixalt tumorok bedgyazasa, metszése, deparaffindldsa utdn a szovettani
metszeteket immunjeldlésnek vetettiik ald. A tumorokban 1€v6 erek jeldlésére anti-human
simaizom aktin antitest (1:100 higités) jel6lés (Agilent, Santa Clara, CA) felhasznalasaval
hataroztuk meg az NSCLC mintdkban az izmos fallal rendelkezd erek szamat. Mintanként
5 latoteret értékeltiink, 200-szoros teljes nagyitas mellett. A mintdkat Derecskei Katalin

készitette, €s Kenessey Istvan értékelte.

4.17 Statisztikai analizis:

A citotoxicitasi adatokhoz az abszorbancia-adatok és a koncentraciok ismeretében
dozis-hatas gorbéket készitettliink, melyeket iteracios modellekkel pontositva a sejtekre
¢és a vegyiiletekre jellemzdé 1Cso értékeket hataroztunk meg. A kiilonb6z6 csoportok
mérési adatainak Osszehasonlitdsa két csoport esetén Student-féle t-teszt segitségével
tortént, mig kettdnél tobb csoport Osszehasonlitdsdhoz varianciaanalizist (ANOVA)
hasznaltunk, post hoc Scheffé-teszt alkalmazasaval. A regresszios gorbéket Graphpad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) programmal allitottuk el. A vegytiletek
kolcsonhatasanak vizsgalatdban az additiv izobologramtdl valo eltérést (CI) a korabban
leirt'**  moédszerrel végeztik, mig a statisztikai szamitdsokhoz ~Statistica 13
programcsomagot hasznaltunk (Statsoft, Tulsa, OK). A dolgozatban szerepld
vizsgalatokban a szignifikancia szintek egységesen a kovetkezok: *: p<0,05; ok

p<0,01; *EE: p<0,001.
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5 EREDMENYEK

5.1 K-Ras mutaciok hatasa a zoledronsav terapia hatékonysagara

5.1.1 A zoledronsav mas hatast fejt ki a vad tipusu és a mutans K-Ras miikodésére
NSCLC sejtekben

Kisérleteinkben kontroll és zoledronsavval kezelt (25 uM, 24 6ra) NSCLC sejtekbdl
készitettiink membran-asszocialt és intracellularis frakciokat, melyekben Western blot
segitségével hataroztuk meg a K-Ras fehérje mennyiségét. Eredményeink azt mutattak,
hogy a K-Ras G12C pontmutaciot hordozé H358 ¢és K-Ras G12S mutaciot hordozd A549
sejtekben a membran-asszocialt fehérje mennyisége nem csokken (7. dabra: ).
Ugyanakkor azonos koriilmények kozott a zoledronsavval torténd kezelés a vad tipust
K-Rast hordozé LCLC-103H sejtekben hatékonyan gatolta a membréanasszocialt fehérje
megjelenését. Az ugyancsak vad tipusu K-Ras fehérjével, azonban EGFR mutaciokkal
rendelkez6 H1975 sejtekben enyhébb (50%-0s) gatlas volt megfigyelhetd. Meglepd
moédon a K-Ras vad tipust, és EGFR deléciét hordozé H1650 sejtek nem mutattak

érzékenységet a K-Ras transzlokaciot illetden.

H358 A549
membran citoplazma membran citoplazma
K z K z K z K £
kR wm am @ @ - -
Nat/K* ATP-3z [ ——— .
H1650 H1975 LCLC-103H
membran citoplazma membran citoplazma membran citoplazma
K z K z K Fi K Fd K z K z
K-Ras - i S - - - =
Nat/K: ATP-3z - — — s m—
7. abra: A zoledronsav kezelés hatasa a K-Ras lokalizaciora.

A zoledronsav (Z) kezelés hatasat Western blottal vizsgaltuk kiilonb6zo K-Ras és EGFR
genotipusut human NSCLC sejtekben kontroll (K) mintdkhoz képest. A sejten beliili

frakciokat ultracentrifugéalassal valasztottuk szét. A K-Ras mutaciot hordozo sejtekben
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nem valtozik a membran-asszocialt K-Ras mennyisége. A dupla vad tipusa LCLC-103H
esetében gyakorlatilag teljes, mig a H1975 K-Ras vad tipusu, EGFR rezisztencia mutaciot
hordozé6 NSCLC modellben mérsékelt gatlast tapasztaltunk. A H1650 sejten nem volt
mérhetd hatasa a zoledronsav kezelésnek. Endogén kontrollként Na/K ATPaz expressziot

vizsgaltunk.

5.1.2 A zoledronsavval szemben ellendllobbak a K-Ras G12C mutaciot hordozo
NSCLC tumorsejtek in vitro.

A sejtek in vitro vizsgalata soran azt talaltuk, hogy mig a K-ras vad tipust sejtvonalak
mar 10 pM zoledronsav koncentracid kezelésnél csokkent proliferacios aktivitast
mutattak 48 ora inkubaciot kovetden, addig a K-Ras mutdns H358 és A549 sejtek
esetében az in vitro gatlashoz 100 M bizonyult csak hatékonynak, ezek a sejtek tehat in

vitro rezisztenciat mutatnak a zoledronsav terdpiaval szemben (9. dbra: ).

3 LCLC-103H mmm H1650 mm H1975 [ H358 3 A549
180+

ség (%)
-— ek -
N A O
o O O
L L L
—

100+ : :
80-
60- . A
40-
20-

sejt életképesség

N K ® B

zoledronsav (pM)

8. abra: A zoledronsav-kezelés in vitro hatasa NSCLC modellek proliferaciojara
A K-Ras vad tipust LCLC-103H, H1650 és H1975 sejteken 10 uM koncentracio is
proliferacios aktivitas csokkenéséhez vezet, a K-Ras mutans H358 és A549 esetén 100
UM volt sziikséges a hatékony gatlashoz. 48 6ras proliferacios tesztben, MTT teszttel

szamszertlsitett proliferacios értékek, atlag (n=3) + SD abrazoléasban. *: p<0,05.
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A sejtek migracidos képességére altalanosan szuppressziv hatast fejtett ki a
zoledronsav kezelés, bar a hatékony koncentracid sejtmodellenként eltéronek
mutatkozott. Ugyanakkor nem valtak el K-Ras stitusz szerint a sejtek migracids

aktivitasai (9. abra).

Bm LCLC-103H mE H1650 W H1975 [ H358 [ A549

<€ 120-
» 100- 1

relativ migracié
H
=)
1

zoledronsav (uM)

9. abra: A zoledronsav-kezelés in vitro hatasai NSCLC modelleken.
A K-Ras vad tipust LCLC-103H, H1650 és H1975 sejteken 10 uM koncentracid is
proliferacios, illetve migracios aktivitas csokkenéséhez vezet, a K-Ras mutans A549
esetén 100 uM volt sziikséges a hatékony gatlashoz. Boyden-kamraban végzett 6 oras
migracios kisérletben mért migracios értékek. (atlag + SD, 3 parhuzamos kisérletben, *:

p<0,05).

Az in vitro vizsgalatok soran elvégeztiik a zoledronsav kezelés apoptotikus hatasanak
vizsgalatat (2. tablazat), valamint a klinikai kombindlt terapiat modellezendd ciszplatin-
zoledronsav kombinécio proliferaciot gatlo t (3. tablazat) is megmértiik. A sejthaldlozést
kovetd vizsgalatban a zoledronsav egyediil a vad tipusa LCLC-103H esetében fejtett ki
szamottevo apoptotikus hatast, 25 M koncentraci6 felett. A ciszplatin citotoxikus hatasat
kombinacios terapidban hatékonyan potencirozza a zoledronsav a K-Ras vad tipusu
NSCLC sejtek esetében, mig K-ras mutans sejtvonalak koziil csak mérsékelt hatast valt

ki H358 modellen, €s nincs szinergisztikus hatasa A549 sejtek esetén.
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2. tablazat A zoledronsav apoptotikus hatasa NSCLC sejteken
Apoptozis meghatarozas 48 6ras kezelést kdvetden, propidium-jodid jeloléssel, aramlasi
citometrids mérésben, apoptotikus sejteket jelzd szub-G1 frakci6 meghatarozasanak

modszerével. Minden érték 3 fliggetlen mérés atlag + SD értékét mutatja. *: p<0,05.

Apoptotikus sejtek aranya (%)

Kezelés LCLC-103H H1650 H1975 A549 H358

Kontroll 1,06+0,4 6,33+0,4 1,61+0,4 6,04+1,7 2,42+1,2
25 uM zoledronsav 4,68+0,2* 8,72+0,4 1,73+0,3 8,43+2,6 2,82+0,6
50 uM zoledronsav 4,02+0,3* 7,19+0,2 2,94+0,1 10,6+2,5 4,77£1,5
100 pM zoledronsav 9,89+1,2* 5,75+1,5 4,02+0,1* 10,01£7,0 6,11+3,3

3. tablazat A zoledronsav ciszplatin citotoxikus terapiat tamogaté hatasa NSCLC
sejteken
A ciszplatin toxicitasanak (ICso értékek, pM, 48 h) alakulasa zoledronsav jelenlétében és

anélkiil. Minden érték 3 fliggetlen mérés atlag + SD értékét mutatja. *: p<0,05.

ICso értékek (uM)
Kezelés LCLC-103H H1650 H1975 A549 H358
Kontroll 0,19+0,01 4,39+0,21 0,35+0,15 1,2740,62  8,08+1,51
10 uM zoledronsav 0,13+0,11* 1,62+0,4* 0,37+0,12 1,7+0,7 4,9+0,71*
25 uM zoledronsav 0,007+0,003*  0,29+0,11*  0,15+£0,07*  1,75+0,89  2,59+0,32*
50 uM zoledronsav <0,001* 0,26+0,12*%  0,024+0,01*  0,89+0,43  1,27+0,26*

5.1.3 A K-Ras genotipus hatdssal van az NSCLC sejtek in vivo xenograftban térténo

novekedeésere és beerezodesére

Az in vivo tumor xenograft kisérletekben vizsgaltuk a tumorok ndvekedését, melyet a
21 napos kezelési id0szak végén a tumor tomegével jellemeztiink. A dupla vad tipust
LCLC-103H, K-Ras mutans A549 és az EGFR rezisztenciat okoz6é mutacioval bird
H1650 modell koziil egyediil az LCLC-103H modell mutatott terapids valaszt, magas
dozisban (500pg/ttkg) alkalmazva. Bér az atlagos tumorméret trendje a H1650 és A549
esetében is lathatd, nem tapasztaltunk szignifikdnsan kisebb tumorokat a kezelt

csoportokban. A ciszplatin DNS-alkilaldé terapiaval kombinaltan alkalmazva a
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zoledronsavat azt lattuk, hogy az LCLC-103H modell esetén lassabb tumorndvekedést
tapasztaltunk a zoledronsav kezelés hatasara, am a kombinécié nem képes szignifikansan
ndvelni a ciszplatin tumorellenes hatasat (104 dabra). A tuamor szerkezeti vizsgalata azt is
feltarta, hogy az LCLC-103H tumorokban (és csak ott) a zoledronsav kezelés hatdsara a
tumoron beliili stirlibb érhal6zat megjelenését eredményezte, amely angiogén kornyezet
kialakulasara utal (/0B-C dbra). Ezt immunhisztokémiai eljarassal, simaizom-aktin
(SMA) jelolésével vizsgaltuk. Az angiogén fenotipus kulcsfontossagl tényezd lehet a

tumor terapia szempontjabol.

A
¥ 200 B LCLC-103H
-‘% s E L CLC-103H - zoledronsav (50 ug/kg)
S ::— [ LCLC-103H - zoledronsav (500 ng/kg)
- 3 A549
: g 1004 [ A549 - zoledronsav (50 ug/k
o = - ( ug g)
£ g [ A549 - zoledronsav (500 pg/kg)
£ 3 501 Bl H1650
E 1 H1650 - zoledronsav (50 ng/kg)
0- I H1650 - zoledronsav (500 ng/kg)
Kontroll Ciszplatin (200 .g/kg)
B C

LCLC-103H kontroll LCLC-103H zoledronsav (500pg/kg)

10. abra: A zoledronsav in vivo hatasa a tumornovekedésre és az angiogenezisre
Az in vivo kisérletben SCID egerek subcutan oltasat kdvetden 100 mm? tumor térfogat
esetén kezdtiik az allatok hetente két alkalommal vald kezelését. A. 21 nap elteltével a
tumorok tomegét mértiik (n=>5, atlag + SD értékek, Kruskal-Wallis teszt) B-C. A kontroll,
¢s zoledronsav-kezelt tumorokbol immunhisztokémiai mddszerrel SMA jeloléssel
(barna) az intratumoralis erez0dést vizsgaltuk. Derecskei Katalin és Kenessey Istvan

munk4ja.
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5.2 A hipoxias kornyezet, illetve a HIF-la jelatvitel szerepe a tumorok

novekedésében, tumorsejtek mozgékonysagaban, viselkedésében

s rer

sejtfiiggo modon befolydsolja
Ahogyan a 4. tabldzat mutatja, a hipoxia (5%, illetve 1% O2) valtozo hatast gyakorolt
a mért sejtmennyiség, mig a HT29 sejteknél dozisfiiggd proliferacid csokkenést okozott
a hipoxia. Meglepd modon a HT1080 sejtekben 5%-o0s oxigén tenzid mellett ndtt a
proliferaciés rata, mig 1% oxigén mellett csokkent. Kijelenthetd tehat, hogy nincs

univerzalis sejtosztédasra gyakorolt hatdsa az oxigénszint csokkenésének.

erers

4. tablazat  Hipoxia hatasa human tumorsejt kultirak proliferacidjara
A 72 6ras hipoxias kezelést 5% ¢és 1% oxigénszint mellett végeztiik, a kisérlet végén
SRB teszttel hatdroztuk meg a sejttomeg relativ alakulasat. Az értékek a normoxias (21%
02) mérésekhez (100%) viszonyitott adatokbol, harom fiiggetlen kisérletben 6-6 kamra
adatait dolgozzak fel (4tlag + SD; Student t-teszt. *: p<0,05)

Relativ sejtszam normoxias kontrollhoz képest (%)

sejtvonal 5% O 1% O»
HT-168-M1 121+4,9 110£1,3
HT1080 154+16,9 * 65+16,6
HT25 126+8,4 107+5,6
HT29 88+3,2 66+16,9
PE/CA PJ15 107+2,7 106+5,3

A sejtek mozgékonysdgat és migracios képességét egyrészt videomikroszkdpids
kovetéssel (24h), masrészt Boyden-kamrés vizsgalatban, fibronektin kemoattraktins
hasznalataval vizsgaltuk. A sejtek normoxidban is erds kiilonbozdséget mutattak
mozgékonysag tekintetében (/14 dbra). A két legkevésbé mozgékony sejttipus (HT25 és
HT29) a Boyden kamréval folytatott vizsgalatban nem migralt 24 6ra utdn sem. A PE/CA
PJ15 sejtek mozgasat 20 oras, mig a HT168-M1 ¢és a HT1080 sejteknél 6 6ras inkubacio
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utan értékeltiik. Mig a HT168-M1 és HT1080 sejtek sebességbeli novekedést mutattak a
hipoxia erdsodésével, a PE/CA PJI5 sejtek 5% oxigén melletti enyhe migracio
novekedéssel szemben 1% oxigén jelenlétében migraciod csokkenésével valaszoltak (/1B
dbra). A videomikroszkdpids mérésekben a hipoxia a normoxids koriilmények kozt is
mozgékonyabb sejtek tovabbi sebességndvekedését hozta, mig a normoxiaban is kevésbé

mozgékony HT25 és HT29 sejtek motilitdsa nem valtozott (1/C-D dbra).
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11. abra: Hipoxia hatasa human tumorsejtek motilitisara és migracidjara
A. videomikroszkopids vizsgélat elemzése a sejtek normoxias helyvaltoztatasarol. B.
HT168-M1 (6 ora), HT1080 (6 6ra), valamint PE/CA PJ15 (20 o6ra) sejtek irdnyitott
mozgasanak vizsgéalata Boyden-kamraban. Videomikroszkopos vizsgalat 5% Oz (C) és
1% O2 (D) melletti relativ motilitasrol, melyben az 1 feletti értékek a normoxiahoz képest
motilitas-novekedést jeleznek. Minden érték 3 fiiggetlen kisérlet atlaga = SD. A
videomikroszkopids méréseket Garay Tamas Marton, a migracios teszteket Tatrai Enikd

végezte.
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5.2.2 Hipoxia hatasara egyedi valtozdasok torténnek a sejtvonalak HIF-lo, és a
citoszkeletalis szabalyozo kis GTP-az fehérjék (RhoA, Rac-1, Cdc-42)
génexpressziojaban

Mint ismert, a hipoxids kornyezet egyik kozponti effektora a Hif-1a transzkripcios

faktor, melynek aktivitdsa kihat a téle fliggd kis GTP-az fehérjék, igy a RhoA, Rac-1 és
Cdc42 kifejezddésére. RT-PCR segitségével megmértiik a HIF-1a, RAC1, CDCA42,
RHOA mRNS szinteket az 6t tumorsejtben, és diverz valaszmintazatokat kaptunk (/2.
dbra). Az expresszids valtozasok nem egy iranyban valtoztak a sejtek korében, amely
eltérd expresszios kapacitast, és mas-mas stratégiat és eszkoztarat feltételez a sejtektdl a

hipoxias stressz esetén.
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12. abra:  Hipoxia hatasiara bekovetkezé mRNS-szint valtozasok
RT-PCR-rel vizsgaltuk a HIF-1a, RAC1, CDC42 és RHOA mRNS-szinteket
normoxias és hipoxids kornyezetben. Belsd kontrollként B-aktin expressziot hasznaltunk.
Minden oszlop hdrom fiiggetlen kisérlet atlagat és SD értékeit dbrazolja, a normoxias

szintekre normalva. A sejtek erdsen eltérd valaszmintazatot mutattak a hipoxias stresszre.
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A hipoxiara megndvekedett motilitast mutato sejtek koziil a HT168-M1 mind a négy
gén expresszidjanak novekedését mutatja, mig a HT1080 esetében ez kevésbé hangulyos,
rdadasul 1% oxigénszint mellett mar gatlodik ez a hatas. A HT25 és HT29 sejtek esetében
ugy tlinik, a Hif-1a aktivacié elmarad, nincs jelentds expresszié emelkedés. A PE/CA
PJ15 méréseknél 5% Oz mellett expresszid csokkenést lattunk, mig 1% Oz mellett ez a
hatas normalizalédni latszik. Erdekes modon a HIF-lo mRNS (melynek kifejez6dése
nem all a hipoxia kézvetlen szabalyozésa alatt) is merdben eltérden valtozik a kiilonb6zo

sejtekben.

5.2.3 A kisérleti hipoxia kiilonbozé valtozasokat indukal in vivo xenograftok

metasztatizalasi képességében

Erdés motilitasit HT168-M1 és helyhez kotottebb HT29 sejteket hasznaltunk tovabbi
vizsgélatainkhoz. El6szor Western Blot segitségével térképeztiik fel a fehérjeszintli
valtozasokat, melynek soran a HT29 sejtekben a 24 o6ras hipoxia (1% O2) kezelést
kovetden a Hif-la indukélasa mellett a RhoA, Racl, Cdc42 expresszid csOkkenését
tapasztaltuk, mig a HT168-M1 sejteknél ilyen csokkenés nem volt tetten érhetd (/34
abra). Ezek az expresszids mintazatok tehat nem kovetik az mRNS expresszids adatokat,
ami a fehérjék poszttranszlacids szabalyozdsara utalhat. A Hif-loo mindkét sejtben
akkumulalodik mind hipoxias kezelésben, mind a hipoxiat kémiailag mimikalo, a Hif-1a
PHD altali lebontasat gatlo kobalt-klorid kezelés (200uM, 24 6ra) esetén. A kobalt a PHD
aktiv centruméaban akadalyozza meg a vasionok altal biztositott redox reakcid lezajlasat
(I13B abra).

A tumorok mozgékonysaganak legfontosabb vetiilete a rezisztencia szempontjabol az
attétképzés folyamata. Egerekbe oltott tumorsejtek, illetve tumorszovet attétképzo
képességét vizsgaltuk. A HT168-M1 sejteket az allatok 1épébe oltva a kdzvetlen keringési
kapcsolatnak koszonhetéen konnyen alapitanak attét kolonidkat a majban. A HT-29
sejteket pedig ortotopikusan, az allatok bélfalara oltva vizsgaltuk. Ezek a tumorok a
majba és a tiidébe egyarant képesek éttétet képezni. Osszhangban az in vitro adatokkal
tumor xenograft kisérleteinkben is azt tapasztaltuk, hogy mig a HT168-M1 modellben
kémiai Hif-la -indukalassal (kobalt-klorid itatasa) a 1ép-m4j modellben a sejtek majat
kolonizal6 képessége megnd. A Hif-1a aktivitasat gatlo chetomin hatdsara ez a folyamat

visszafordithatdo (/3C dbra). Ellenben a HT-29 ortotopikus modelljében tiidé és maj
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attéteket vizsgalva ilyen Osszefiiggés nem all fenn a Hif-1a aktivitas és az attétképzés

kozott (13D abra).
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13. abra: A Hif-1o indukalasanak fehérjeszintii hatasai, és in vivo kovetkezményei
A. A sejtekben a hipoxias kornyezet (1% O32) jelentdsen csokkentette a kis GTP-azok
mennyiségét HT29 sejtek esetében, igy hozzajarulva a motilitas gatlasahoz, am nem volt
megfigyelhetd hasonlo hatds a HT168-M1 sejtek esetében. B. Kobalt-klorid hat4sara a
Hif-1a fehérje lebontdsa gatlodik, ami a fehérje felhalmozodéasahoz vezet, igy a hipoxia
mimikaladsara hasznalhaté modellt nyuajt. C. Egér 1épbe oltott HT168-M1 sejtek
majkolonizacios képességének vizsgalata. A Kobalt-klorid itatas hatasara emelkedett a
majkolonidk szama, mig a Hif-1a aktivitasat gatld6 Chetomin hataséara visszafordithato
volt a folyamat. D. szubkutdn nétt HT29 tumor szdvetdarab bélfalra oltasat kdvetden
vizsgaltuk az egerek tiid0 és mdj statuszat. Az attét kolonidk szdméaban nem adodott

kiilonbség.
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5.2.4 A Hif-1a csendesités hatdsa az in vitro migrdciora, és az in vivo metasztdzis
képzo képességre

Short haripin RNS (shRNS) technoldgia segitségével csendesitettiik a sejtek HIF-1a

mRNS expressziojat HT168-M1 és HT29 sejtekben. A csendesités mellett a targetalas

nélkiili (scrambled) kontroll vektor bevitelének hatasat is vizsgaltuk, a vektorhatas

kiszlirésére. A csendesités a varakozasoknak megfelelden csokkentette az indukalhato

Hif-1a szintet mindkét sejtben, igy a Hif-la filiggd hatasok aktivalasi kapacitasa

drasztikusan csokkent (/4. abra).

HT-29 HT-168-M1

kontroll scrambled shHif-1o kontroll  scrambled  shHif-1o

N H N HNMHWNHMNMH N H
Hif-1a . - T -

14. abra:  HIF-1a géncsendesitett sejtek validalasa
A HT29 ¢és HT168-M1 sejteket normoxids(N) €s hipoxias (H: 1% O2) koriilmények kozt
tartva a Hif-1a fehérje felhalmozodasat Western blot segitségével mutattuk ki, 50 pg
Osszfehérjét futtatva mintdnként. A csendesitett sejtekben (shHIF) hipoxidban (H) a Hif-

la akkumulaciodja erésen korlatozottan torténhet csak meg.

A sikeres HIF-la csendesitést kovetden a sejtekkel megismételtik az in vitro
motilitasi kisérleteket. A HT29 sejtek sokkal kisebb mértékii mozgésa nem fiigg a Hif-1a
szintjétol, viszont a mozgékonyabb HT168-M1 hipoxia altali motilitas serkentése Hif-1a
fliggdnek bizonyult (/54-B dbra). A HT168-M1 modellben ezért megismételtiik az in
vivo kolonizaciés modell kisérletet is, amely 0Osszhangban a korabbiakkal azt az
eredményt hozta, hogy a kobalt-kloriddal itatott allatok (hipoxia csoport) méjaban tobb
attét kolonia indult el a parentalis és a scrambled sejtek esetében, mig a csendesitett
sejtekben (shHIF) nem volt hasonlo hatasa a hipoxianak, tehat a Hif-1a indukélasa az

attétképzést is segiti ebben a modellben (/5C dbra).

59



DOI:10.14753/SE.2021.2416

HT-168-M1 HT-29

w

-+ HT29-cont, norm < HT29-cont; hypox
-+ HT29-scram; norm & HT29-scram; hypox

1504 < [I7188-M1-cont.norm & HT168-M1-cont: hypok  HT29:3hhil; norm = HT29-shhif, hypox

+ HT168-M1-scram; norm < HT168-M1-scram; hypox
= HT168-M1-shhif, norm & HT168-M1-shhif; hypox i

)
=]

-
L4l

1004

ary
<

50

Atlagos megtett tavolsag + SEM (um)
Atlagos megtett tavolsag + SEM (um)

0 5 10 15 20 5 10 15 20

1dé (6ra) 1dé (6ra)
C 100 z
& ;
E 90 O Normoxia
o W CoCl
2 80 :
Q %
2 70 | =
L
N 60
3
v 50
E
T 40
E
= 30
=
® 20
)
= 10
x
0
Kontroll Scrambled shHIF

15. abra: A HIF-1a csendesités hatidsa a sejtek motilitasara, és a HT168-M1 attétképzo
képességére

A videomikroszkdpias mérésekben parentalis, scrambled, illetve HIF-1a csendesitett
(shHIF) sejtek mozgasat értékeltiik ki normoxidban ¢és hipoxidban. A HT168-Ml
sejteknél A. a hipoxia motilitds novekedése Hif-1a fehérjétol vald fiiggést mutat, mig a
HT29 sejtek B. motilitasait nem befolyasolja e fehérje mennyisége. C. HT168-M1
xenograft 1ép-mdj modellben a Hif-1a indukciodja (kobalt-klorid itatis) a metasztatizalo
képesség novekedésével jar, shHIF sejtek esetében ez a hatds nem érvényesiil. A

videomikroszkopias méréseket Garay Tamas Marton végezte.
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5.3 Az MDR-szelektiv vegyiilet NSC297366 hatiasmechanizmusa, az ABCBI1-et

expresszalo sejtek célzott elpusztitasa az intracellularis vaskészlet kiiiritésével

5.3.1 A sejtek ATP-szintje nem vdltozik Pgp-szubsztrattal, vagy MDR-szelektiv

vegyiilettel torténd kezeléskor.

Egy hipotézis felveti, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek hatdsmechanizmusa
hatterében az altaluk kifejtett intenziv Pgp ATP-az aktivitas stimulalas miatti fokozott
ATP-hidrolizis és sejtszintli ATP-deplécio allhat. A sejtek ATP-szintjének méréséhez
A431 epidermoid karcindbma Pgp-t nem expresszald parentédlis sejtvonalat, iletve
A431/B1 Pgp expresszalod izogenikus vonalat hasznaltunk, amelyekben a sejtek teljes
ATP készletét mértiik. Az ATP-deplécido kontrolljaként ismert ATP-szint csokkentd
kezeléseket alkalmaztunk. A glikolizist hatékonyan gatld 2-deoxi gliikdz illetve oxamat
mindkét sejtben koncentracio-fliggd modon, hatékonyan csokkentette a sejtekben
talalhatd ATP mennyiségét, azok elpusztitdsa nélkiil, mar négyoras kezelés esetén is. A
Pgp-szubsztrat (tehat varhatéan ATP-dz aktivitdst serkentd) vinblasztin, az ATP-az
aktivitast ismerten stimulalé Verapamil, és a kordbban azonositott MDR-szelektiv hatasu
NSC297366 szintén négy Oras id6tartamban ugyanakkor nem indukalt mérhetd valtozast
a sejtek ATP-készletében. Tesztjeink soran kombinécios kezelésben is megvizsgaltuk a
2-deoxi gliikoz és a Pgp ATP-4z stimulator verapamil egyiittes hatasat. A 2-deoxi-gliikoz
ATP depletald hatasat a Verapamil kezelés nem fokozta. A Pgp inhibitor tariquidar
alkalmazéasa nem valtoztatott a kezelt sejtek ATP-szintjén. Az eredményeket a /6. abra
foglalja 6ssze. Eredményeink alapjan nem valoszinii, hogy az MDR-szelektiv toxicitas

jelenségében az ATP-deplécio komoly szerepet jatszana.
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16. abra:  Intracellularis ATP-szint mérések A431 és A431/B1 sejteken.
A. A 2-deoxi-gliikoz kezelés (balra fent) hatékonyan csokkentette mindkét sejt
ATP-szintjét, addig a vinblasztin (B), NSC297366 (C), és verapamil (D) nem
tudtak csokkenteni a sejtek ATP-szintjét, vagy erdsiteni a 2-deoxi-gliikdz hatasat
kombinacios kezelésben (E). A Pgp-statusz alapjan nem volt kiilonbség a sejtek

ATP szintjeinek valtozasa kozott.
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5.3.2 A 8-hidroxikinolin vegyiiletkonyvtar vizsgalata soran taldlt nagy szelektivitasu
vegyiiletek toxicitasa a P-glycoprotein miikodéstdl fiigg

Az MDR-szelektiv vegyliletek azonositasa, fejlesztése, eldallitasa, és a szerkezet-
funkcio 0Osszefliggések leirasa soran kutatécsoportunk tobb vegyliletcsoportot is
azonositott!!7- 121- 141 Egy ilyen, MDR-szelektiv vegyiiletekben gazdag vegyiiletkonyvtar
a 8-hidroxikinolin alapvézra épiilé6 molekuldk csoportja is'*?. A funkcionalé Pgp-t
tartalmazé és nem tartalmazo sejteken kapott citotoxicitasi (ICso) értékek aranyanak
kiszamitasaval a vegyiiletek ABCBI1-szelektivitasa kvantitativan jellemezhetd. Annak
bizonyitasara, hogy a szelektivitds nem a sejtek egyéb kiilonbségeinek, hanem a Pgp-
aktivitasuknak koszonheto, a transzporter specifikus gatloszerét (tariquidar) hasznaltuk.
Amint a /7. abran lathatd, a vegyiiletcsalad kiilonboz6 tagjai kiilonb6z6 mértéka Pgp-
fliggd szelektivitdst mutatnak. Koziilik egy magas szelektivitasi molekulat, az
NSC297366-ot (6-Chloro-3-[(2-fluorophenyl)methyl]-2,4-dihydropyrido[ 3,2-

h][1,3]benzoxazine) valasztottuk ki referencia vegyiiletnek a tovabbi vizsgalatokhoz.
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17. abra:  8-hidroxikinolin  szerkezetbdél sziarmazé vegyiiletek MDR-szelektiv
toxicitasanak vizsgalata Pgp-t expresszalo és nem expresszalo sejteken

A 8-hidroxikinolin vegytiletek toxicitasat a Pgp-t nem expresszal6 MES-SA ¢és a magas

Pgp-expresszioji MES-SA/DXS sejtekben vizsgaltuk. A nem szelektiv vegyiiletek az

abra jelolt atlojanak kozelében helyezkednek el (szelektivitasuk, selectivity ratio, SR =

1). Az 4atl6 alatt jelolt vegyiiletek a transzportert kifejezé sejtekben csokkent
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hatékonysaguak, ilyenek a Pgp szubsztratjai (pl. doxorubicin, piros). A vegyiiletcsalad
alapszerkezete a 8-hidroxikinolin (kék) dnmagaban nem mutat szelektivitast, mig az
MDR-szelektiv.  NSC297366 (rozsaszin, szerkezet: jobb oldali panel. Forras:
PubChem'*’) hatékonyabbnak mutatkozik a Pgp-expresszalé sejtek elpusztitasaban, mint
a parentalis MES-SA sejtek ellen. A hatas visszafordithatd Pgp inhibitor tariquidar (z6ld

pontok, szaggatott vonalak) jelenlétében. Pape Veronika és Toth Szilard munkaja.

A citotoxicitasi kisérletek sordn megvizsgaltuk a doxorubicin-szelektalt MES-
SA/DXS5 mellett a viralis transzdukcioval 1étrehozott MES-SA/BI1 sejtek érzékenységét
is kiilonboz0 kezelésekre. Mind a szubsztrat hatas (doxorubicin), mind az MDR-szelektiv
hatds (NSC297366) mindkét sejtben megfigyelhetd, és a Pgp specifikus gatldsaval

(tariquidar) mindkét hatés eltiintethetd. Az eredményeket a /8. dbra foglalja dssze.
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18. abra:  Pgp szubsztrat doxorubicin és MDR-szelektiv NSC297366 citotoxikus hatasa
A Pgp-expressziotol fliggd szubsztrathatds (A: doxorubicin), és MDR-szelektiv (B:
NSC297366) hatas leolvashatd a dozis-hatas gorbéken, parentalis MES-SA, ABCBI1-
transzdukalt MES-SA/B1, és doxorubicin-szelektalt MES-SA/DXS sejtekben. A Pgp
expresszifja egyiitt jar a megemelkedett doxorubicin tolerancidval, és NSC297366

érzékenységgel, mely hatasok a Pgp gatlasaval megsziinnek.
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Az MDR-szelektiv toxicitas jelenségének részletes vizsgalatdhoz kiillonbozé Pgp-
expresszioju sejteket hoztunk 1étre. A MES-SA sejtmodell esetén kiilonb6z6 génbeviteli
probak kopiaszam kiilonbségeit hasznaltuk ki, illetve a sejtek Pgp-jelolésével, majd
fluoreszcens jelolés alapjan sejtszorterrel vald szétvalogatdsaval kiilonbozé Pgp-
expresszioju stabil sejtvonalakat készitettiink. A KB sejtmodell esetén pedig a kordbban
mar leirt”, 16j0
sejtvonalakat hasznaltuk. Minden sejtben meghataroztuk az ABCB1 mRNS
expresszigjat, valamint citotoxicitdsi tesztekben meghataroztuk a jellemzé NSC297366
ICso értékeket. Az eredmények elemzése pozitiv korrelaciot tart fel a sejtekben talalhato
Pgp mRNS mennyisége, és a sejtek NSC297366-tal szemben valo érzékenyebbé valasa

kozott. Az eredményeket a 19. dabran foglaltam Gssze.
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19. abra: Az NSC297366 toxikus hatiasa kiilonb6zé mennyiségii Pgp-t expresszalé

tumorsejtekben
A MES-SA (kék) és KB (narancs) modellekbdl 1étrehozott sejtvonalakban a Pgp
mRNS-szintjével ardnyosan novekszik az NSC297366-tal szembeni érzékenység. A
parentalis sejtekben nem volt kimutathato Pgp kifejezddés, igy ez esetben a mennyiségre

jellemzd rt-per ciklusszamot (ACy) illetden 40 ciklus értékkel szamoltam.
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5.3.3 A sejten beliili vasszintek modositasa befolyasolja az MDR-szelektiv
NSC927366 molekula toxicitdsdt

Bar a 8-hidroxikinolin csalad MDR-szelektiv hatdsdnak mechanizmusat nem irték le
sz6. Igy felmeriilt az a hipotézis, mely szerint vagy a toxikus fémionok sejten beliili
akkumulacidja, vagy a sejten beliili esszencidlis fémionok sejtbdl valo eltavolitasa fontos
szerepet jatszhat az MDR-szelektiv toxicitds hatdismechanizmusaban. Mivel a Pgp egy
exporter, ezért logikus volt valamely, a sejt szdmara fontos fém exportjat feltételezni.
Kiterjedt irodalma van a sejten beliili vaskészlet és vas eloszlas szabalyozottsaganak,
valamint jol ismert, hogy szamos enzim és sejtélettani folyamat szamara elengedhetetlen
a vas mennyiségének fenntartasa. Kiilsd tobblet vas (anorganikus FeCls s6 formaban)
hozzaadasaval ismételtik meg az NSC297366 toxicitasi teszteket. A vas hozzdadasa
mind a Pgp-negativ, mind a Pgp-pozitiv sejtekben I1Cso érték ndvekedéssel jart (ismert a
tumorsejtek 4ltalanos vasfiiggése'*, igy a vaskelator kezelés 4ltalanosan vassal
menekithetd), azonban ez a hatas sokkal erdsebb volt a Pgp-t expresszalo MES-SA/B1
sejteknél, igy a sejtek kozti szelektivitds csokkenése figyelhetd meg magas
koncentracioji vas hozzdadasakor (204-B abra). Az NSC297366 toxicitasat ismert,
klinikai hasznalatban 1év0, nem MDR-szelektiv vaskelator deferiprone-nal valo
kombinacios koncentracid matrixban is megmértiik. Az eredményeket a két toxikus
vegyiilet IC50 értékét 1-nek véve, az ardnyos helyettesités izobologramjait vettiik fel,
mely additiv hatds (helyettesithetdség) esetén a végpontokat 0sszekdtd egyenesen
helyezkedik el, az ettdl vald eltavolodas szinergiat, illetve antagoniozmust jelez. Azt
tapasztaltuk, hogy a két molekula szinergisztikus, egymast erdsitd hatast fejtett ki a MES-
SA/B1 sejtekre. A parentalis MES-SA sejtben, vagy a Pgp tariquidarral torténd gatlasakor
a két vegyiilet hatdsa additiv (20C-D dbra).
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20. abra: Az NSC297366 MDR-szelektiv toxicitisanak vasfiiggése, és nem MDR-
szelektiv vaskelator deferiprone-nal val6 kolesonhatasa

A-B. kiils6 tobblet vas (FeCls) hozzaaddsaval az NSC297366-tal szembeni ellendllo

képesség Pgp-fiiggd moédon nd, a MES-SA és MES-SA/B1 sejtek kozotti szelektivitas

pedig csokken. C-D. NSC297366 és ismert, nem MDR-szelektiv vaskelator deferiprone

kombinalt kezelésekor a MES-SA/B1 (sarga) sejteken szinergisztikus hatast

tapasztaltunk, mely a Pgp gatlasaval (tariquidar) a parentalis MES-SA (z6ld) sejtekéhez

hasonlé additiv hatdssa szelidiilt. A kombinacios kisérleteket Toth Szilard végezte.
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5.3.4 Korai sejes valaszok: Az NC297366 P-glycoprotein fiiggd modon befolydsolja
a sejtekben a vashianyos dllapotra reagalo TFRI és HIF-1o expressziot.

A vashianyra vonatkozo6 feltevéseink igazolasara els6ként a sejt vashaztartasat, illetve
vasfiiggd miikddését vizsgaltuk. MES-SA és MES-SA/B1 sejteken vizsgaltuk az
NSC297366 hatasat a TFR1 expressziora. Méréseink igazoltdk, hogy a Pgp-funkcid
jelenlétében az NSC297366 a vashianynak megfeleld szelektiv TFR1 valaszt ad (2/4-B
abra), mig kiils6 tobblet vas esetén mind a MES-SA, mind a MES-SA/BI1 sejtekben a
TFR1 expresszi6 csokken (21B dbra).

A vashiany masik azonnali velejardja a Hif-1a fehérje hidrolizisét kezdeményezd
Phd1-3 enzimek aktivitasanak felfliggesztése, és igy a Hif-1a fehérje akkumulalodasa. Ez
fontos momentum egyrészt a gyorsasdga miatt (mar 2 oOra elteltével jol mérhetd a hatas,
hiszen nincs sziikség transzkripcids-transzlacios aktivitasra, elegendé a Hif-1a lebomlas
megakadalyozasa), masrészt az igy aktivalodo, hipoxia-reszponziv elem (HRE) altal
iranyitott kiterjedt expresszids profil valtozas miatt, mely a sejtek anyagcseréjétdl a
mozgékonysagukig alapvetd valtozasokat indit. Western blottal vizsgalva a Hif-1a
fehérje szintjét azt lattuk, hogy az NSC297366 indukald hatiasa mindkét sejtben
megjelenik, azonban a Pgp-expresszald MES-SA/B1 sejtekben jelentdsen alacsonyabb
hogy a Pgp géatlasa, vagy kiils6 vas utanpotlas ezt a hatast visszaforditja (21D dbra). Azt,
hogy a Hif-1a aktivitasa valoban a célgénjeinek expresszios valtozasaval jar, a VEGFA
mRNS szintjeinek mérésével ellendriztiik. Ebben a tekintetben is szelektiv hatéast
tapasztaltunk a két sejt kozott, amely Pgp gatlassal, vagy toblet vas biztositdsaval

visszafordithatonak bizonyult (21E-F dabra).
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21. abra: Az NSC297366 kezelés hatasa MES-SA és MES-SA/B1 sejtek vasfiiggé TFR1-
expresszios, Hif-1o akkumulacios, és VEGFA indukcios folyamataira

A-B. A transzferrin receptor (TFR1) expresszid Pgp-fiiggd mdédon nd NSC297366
jelenlétében, ez a hatds a transzporter gatlasaval, vagy kiilsé vas hozzaadasaval
felfiiggeszthetd. C-D. A Hif-1a expressziojanak mérése western blottal NSC297366
kezelést kovetéen. A Pgp-szelektiv indukcido Pgp gatlassal, kiils6 vas hozzaadassal
megsziintethetd. E-F. A Hif-1a transzkripcids aktivitasa altal szabalyozott VEGFA
expresszidja is NSC297366 kezelésre csak funkcionald Pgp jelenlétében, vasfelesleg
hianyaban emelkedik.

5.3.5 Elegendo-e a keldacios képesség egy vegyiilet MDR-szelektiv toxicitasahoz?

Annak ismeretében, hogy az altalunk tesztelt MDR-szelektiv NSC297366 a sejt
szamara hozzaférhetd vas elvondsan keresztiil képes a Pgp-expresszalo sejtek célzott
pusztitasara, arra is kivancsiak voltunk, hogy a vaskelatorok altalanosan képesek-e Pgp-
fliggd vashianyt és MDR-szelektiv sejtpusztulast okozni. Toébb ismert vaskelator
molekulat teszteltiink, ezek koziil néhany (deferasirox, deferiprone) mar klinikai
gyakorlatban is hasznalt terdpids szer. A sejtek azonban nem mutattak Pgp-fiiggd
tulérzékenységet ezen molekuldkkal szemben. A deferasirox példajan elvégzett
molekuléris vizsgalatok igazoltdk, hogy a kelator hatdsa a MES-SA és MES-SA/B1
sejtekben hasonldan zajlik (22. dbra).
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22. abra: A vaskelator deferasirox hatisa MES-SA és MES-SA/B1 sejteken.
A. A deferasirox hasonl6 toxicitast mutat MES-SA és MES-SA/B1 sejteken. B. Western

blottal igazoltuk, hogy a kelator ugyanazon koncentracioi hasonld hatast érnek el a Hif-

la indukcidjdban. C. A Hif-1a indukcioja funkciondlis hasonlosagot is mutat: a HRE-

figgd VEGFA mRNS expresszio is egyforman valtozott a két sejtvonalban deferasirox

kezelésre.

A kelatorok szelektivitasanak vizsgalatakor a deferasirox mellett tobb, klinikai

gyakorlatban is alkalmazott fémkeldtort is vizsgaltunk az MDR-szelektiv toxicitas

tekintetében. Eredményeinket az 5. tdbldzat foglalja 6ssze (a méréseket Toth Szilard

végezte). Az eredmények alapjan egyértelmi, hogy a vasionok megkotésének képessége

nem feltétleniil jar egyiitt az MDR-szelektiv toxicitassal.
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5. tabldzat  Fémkelatorok toxicitaisa MES-SA és MES-SA/B1 sejteken
Az eredmények egyértelmiien jelzik, hogy a vasionok megkotésének képessége nem

feltétlentil jar egytitt az MDR-szelektiv toxicitassal.

ICs0 (uM) Szelektivitas
Fémkelator ICso MES-5A
MES-SA MES-SA/B1

ICso MES-SA/B1
NSC297366 1.9 0.4 5.0
8-hidroxikinolin 7.8 6.7 1.2
deferiprone 121.0 100.0 1.2
deferasirox 8.2 11.2 0.7
ciclopirox 2.3 2.7 0.9
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5.3.6 A vashianyos allapot a Pgp-t kifejezo sejtekben a ribonukleotid reduktaz (RNR)
gatlashoz, sejtciklus blokkolashoz, apoptozis indukdlashoz vezet

A vashidny altal indukalt expresszios valtozasok és az MDR-szelektiv toxicitas

kozotti Osszefliggést még nem ismertiik, am a sejtciklus €s az apoptdzis folyamataban

részt vevo fehérjék kozott is vannak vasfiiggd enzimek, ilyen példaul a DNS szintézisben

kulcsfontossagu RNR vasfliggése. Megvizsgaltuk, hogy az RNR aktivitasat, a sejtek

funkcidjara irdnyuld kisérleteinkben dNTP szinteket mértiink a sejtekben. Pozitiv
kontrollként hidroxi-urea (2mM) kezelést hasznéltunk, mely MES-SA sejteken korabban
mar leirt moédon'* gatolja a INTP szintézist. Mig a kontroll vegyiilet mindkét sejtben, az
NSC297366 szelektiv modon csak a MES-SA/B1 sejtekben fliggesztette fel az RNR
mikodését. A legkritikusabb a dATP szintek csokkenése volt, valosziniisitjiik, hogy

MES-SA sejtekben ez a molekula valik eldszor limitdlova a DNS-szintézisben (23. dbra).
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23. abra: Az NSC297366 kezelés hatasa MES-SA és MES-SA/B1 sejtek dNTP szintjeire
A-D. dANTP szintek valtozasa 24 6ras NSC297366 (4 uM) vagy hidroxiurea (2 mM)
kezelést kovetden. A sejtciklus hatékony gatldja, a hidroxiurea mindkét sejtvonal esetén
megnovekedett dTTP-dUTP szintet, és csokkent dATP szintet eredményez. Az
NSC297366 hatasara szelektiven a MES-SA/BI1 sejtekben a dATP szint drasztikus esése
figyelheté meg, ugyanebben a sejtben a dTTP-dUTP novekszik. Ugyanez a kezelés a
MES-SA sejtben nem valt ki ANTP-szint valtozast.

A DNS szintézis gatlasanak kovetkezménye a sejtciklus felfiiggesztése, mely a Gi-S
fazis hataranal tartja a sejteket. Ezt aramlési citometrids mérésben igazoltuk, melyben a
G2 fazist sejtek mennyisége csokkent le (244 abra). Ez a hatas szelektiven a MES-SA/B1
sejtekben volt megtigyelhetd, és a Pgp gatlasa (tariquidar) pedig felfliggesztette. Western
blot segitségével megvizsgaltuk tobb, a sejtciklusban, illetve annak szabalyozasaban részt
vevd fehérje expresszidjat. Eredményeink azt mutattdk, hogy valdban tobb fehérje
szintjének valtozasa (Cyclin B1, Cyclin D3, p21Cipl/Wafl, p27Kipl, CDK4, p53) a
sejtciklus felfliggesztése iranyaba hat mar 24 oras kezelést kovetden. Nagyon fontos,
hogy a p53 Pgp-fiiggd indukcioja tilmutathat a sejtciklus befolyasolasan, hiszen ez a
fehérje apoptotikus jelatviteli utak kiindulopontja is (24B dbra).

Fontos volt tehat a sejtciklus mellett az apoptotikus aktivitast is vizsgalnunk a
sejtekben, mely sordn aramlési citometrids mérésekkel fedeztiik fel a korai apoptotikus
sejtek (Annexin V pozitiv, propidium-jodid negativ) szdmanak szelektiv novekedését

NSC297366-tal kezelt Pgp-aktivitast sejtek esetében (24C dbra).
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24. abra: Az NSC297366 hatasa a sejtciklusra és az apoptozisra
A. Sejtciklus vizsgalata aramlasi citometridval: a G2 fazisu sejtek Pgp-fiiggd ritkulasat
okozza az NSC297366 kezelés. B. Western blot eredmények kiilonb6z0, sejtciklusban
részt vevo és regulalo fehérjék expresszidjanak vizsgalatara. A Pgp-pozitiv MES-SA/B1
sejtekben A CCNB1, CCND3, p21, p27, CDK4 és p53 fehérjék mennyiségének szelektiv
valtozasa figyelheté meg. C. Apoptdzis vizsgalat: a korai apoptotikus (Annexin V pozitiv,
PI negativ) sejtek Pgp-fiiggd indukcidjat okozza az NSC297366, mely Pgp inhibitor

tariquidar hozzdadasaval megakadalyozhato.
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5.3.7 A tumorsejtek P-gp aktivitasa az NSC297366:vas komplexet kipumpdlja a

sejtekbol, kritikus szintre csokkentve a sejt vaskészletét

Az eddigi eredmények mind aldtdmasztjadk az NSC297366 szerepét abban, hogy a
sejtekben taldlhatd vasionokat a Pgp ativitdsanak segitségével eltdvolitsa a sejtbol.
Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy mindezek indirekt bizonyitékok, s bar
hatarozottan korvonalazzak a keresett mechanizmust, kivanatos volt a vasionok
kidramlésat direkt vizsgélni.

Ezt tobb modszer segitségével végeztiik el. Feltételezésiink szerint az NSC297366 ¢és
vas komplexét képes felismerni, és a sejten kiviilre pumpalni a Pgp, melynek sordn ATP
hidrolizisét végzi.

Az intracellularis vasszintek vizsgéalatat teljes rontgen fluoreszcencia (TXRF)
vizsgalattal végeztiik, melyben a feltart sejtek kis szogli rontgennyaldbbal vald
gerjesztése oldaliranyban specifikus, az adott kémiai elemre jellemz6 fluoreszcencia jelet
ad. A vizsgalat soran a sejtekvaskészletét 4 6ran at 25 uM human holotranszferrin
segitségével toltottiik fel, majd ezt kdvetden 12 6ras kezelési iddben néztiik a vasszintek
spontan normalizalédasat, vagy kelatorok altal eldsegitett csokkenését. Bar a nem MDR-
szelektiv 8-hidroxikinolin nem mutatott érdemi valtozast a kontrollhoz képest, az
NSC297366 jelenléte hatékonyan csOkkentette a MES-SA/B1 sejtekben mérhetd
vasszinteket, mely hatds nem volt mérheté sem a MES-SA sejtek esetében, sem a Pgp
miikddésének tariquidar segitségével torténd felfiiggesztésekor (254 dbra).

Mivel a Pgp membrantranszporter a feltételezés szerint felismeri és eltavolitja a
sejtekbdl az NSC297366 altal kotott vasionokat, logikus elvaras, hogy a kelator és a vas
komplexének hozzdadasa a sejtekhez csak Pgp-miikddés hidnydban képes hatékonyan
megnovelni a sejtek intracellularis vasszintjét. A TXRF mérésekben ezért megmértiik az
intracellularis vasszinteket a sejtekben a komplex hozzaadasat kovetden is. Miikodo Pgp
hidnyaban a MES-SA sejtekben, illetve a tariquidarral kombinalt kezelésekben kaptunk
markadns vasszint-emelkedést. Tomegspektrometridas méréseink tovabba azt is
megmutattak, hogy a kelator (felhalmozddas) mennyisége is kiilonbozé a Pgp-t
expresszald valamint nem expresszald sejtekben, amely tariquidar alkalmazéasakor a

MES-SA sejtek szintjére all be mindkét sejtben, mutatva, hogy a Pgp miikddése

crer
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25. abra: Az NSC297366 vassal alkotott komplexének Pgp altali eltavolitisa a sejtekbol
A. TXRF mérések a sejtek kontroll, transzferrinnel feltdltott, majd spontan, avagy kelator
jelenlétében valtozo intracellularis vasszintek jol mutatjak, hogy a MES-SA/B1 sejtben
az NSC297366 Pgp-fliggd modon képes csokkenteni a sejten beliili vasszinteket. B. A
Pgp hatasa az NSC297366:FeCls 2:1 aranyt komplexével kezelt sejtekben a sejten beliili
vas és NSC297366 felhalmozdodasra. A méréseket Pape Veronika, Gaal Aniko,

Szoboszlai Norbert ¢s Szabd Pal végezte.
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A Pgp szubsztratjait ATP hidrolizisének energidjat felhasznalva exportélja a sejtbol.
A Pgp ATPaz aktivitasa és transzport folyamata (sztochiometrikusan) kapcsolt, ezért a
szubsztrat hozzdadasa koncentracid-fiiggé médon fokozza az ATP hidrolitikus aktivitast.
A felszabaduld anorganikus foszfat mennyisége mérhetd, és ardnyos az ATPaz
aktivitassal. Sejtmentes rendszerben, funkcionalé Pgp-t tartalmazd sejtmembran
preparatumok haszndlatdval ATPaz aktivitdst mértiink, melyben a magasabb aktivitas
emelkedett transzport tevékenységre utal. Az NSC297366 ¢s a vas komplexe
eredményesen novelte az ATP4z aktivitast, mig a hasonl6 szerkezettel rendelkezd, erds
kelator aktivitas 8-hidroxikinolin vaskomplexe nem idézett eld hasonld aktivitas

valtozast (26. abra).
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26. abra: A Kkelator-vas komplex transzportalodik a Pgp-n keresztiil
ATP-4z aktivitds mérése Pgp-t expresszalo sejtekbol késziilt membranokon NSC297366
¢s 8-hidroxikinolin vaskomplexének hozzaadéasat kovetéen. Az NSC297366 vassal
alkotott komplexe serkenti a Pgp miikddéséhez sziikséges ATP hidrolizist, melyet a
szervetlen foszfatcsoportok felszabadulasat kimutatd szinreakcioval detektaltunk. A 8-
hidroxikinolin nem szelektiv hatdsu keldtor nem stimuladlja az ATPaz aktivitast. A

méréseket Telbisz Agnes Gera Melinda végezték.
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5.3.8 Sziikséges-e az NSC297366 MDR-szelektiv hatasahoz a p53 és a Hif-la

aktivalodasa?

Kisérleteink soran megmutattuk, hogy az NSC297366 szelektiv vasdepléciot okoz
MES-SA/B1 sejtekben, mellyel egyidében a Hif-1a és a p5S3 fehérjék felhalmozodnak a
sejtekben. Mivel mindkét fehérje mas gének expressziojat szabalyozd kdzponti szerepl,
felmeriilt, hogy szerepiik lehet az MDR-szelektiv toxicitas 1étrejottében.

Felmertiilt a p53 tumorszuppresszor gén kozvetlen szerepe az NSC297366 altal
okozott szelektiv toxicitasban, hiszen kozvetleniil szabalyozza a sejtek vashaztartisat'*S.
Ez a kérdés kiemelt fontossagu tekintttel a tényre, hogy a fehérje gyakori hibdjara illetve
funkcidjanak elvesztése a daganatok tobb, mint 50%-aban jelen van, ezért tisztazni kell a
p53-deficiens daganatok esetén az MDR-szelektiv kezelés alkalmazhatdsaganak
kérdését. Miikodoképes p53-at nem tartalmazd A431 és A431/B1 sejteken'®’ végzett

citotoxicitdsi esszéink soran egyértelmiien bebizonyosodott, hogy az NSC 297366 Pgp

cres

(27. abra).
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27. abra: A p53-deficiens A431 modellben is MDR-szelektiv az NSC297366 toxicitasa.
A Pgp-t kifejez6 A431/B1 sejtek érzékenyebbek az NSC297366 kezelésre, mint a
transzportert nem expresszald A431 sejtek. A Pgp mikddésének tariquidar (XR) altali
gatlasaval (A), vagy kiils6 vas hozzdadasaval (B) ellenallobbakka teheték az NSC297366

kezeléssel szemben.
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A Hif-1a aktivitasa képes lehet a sejtciklus és az apoptozis szabalyozasara. Ahelyzet
tisztazasara ShRNS rendszer segitségével Hif-1a csendesitett sejtvonalakat hoztunk létre
a MES-SA ¢s MES-SA/BI sejtekbdl. A kisérletek bizonyitottak, hogy az MDR-szelektiv
toxicitas, a sejtciklus szelektiv gatlasa, illetve a p53 szelektiv indukcidja Hif-1a

expresszid hidnyaban is kimutathatd NSC297366 kezelés hatasara (28. dbra).
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28. abra: A HIF-1o csendesités nem befolyasolja érdemben az NSC297366 MDR-
szelektiv hatasat.

A. Az shRNS segitségével HIF-1a csendesitett sejtek Hif-1a indukalhatosaga megsziinik.

B. A Hif-1a csendesités nem befolydsolja az MDR-szelektiv toxicitast. C. A Hif-1a

indukcidja nélkiil is megtoténik a sejtciklus gatlasa. D. A p53 indukcidja Hif-1a

hianyéban is lezajlik.
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6 MEGBESZELES

6.1 K-Ras mutaciok és kemoterapia-rezisztencia

A tlidordk vilagszerte a legtobb emberi életet koveteld daganattipus, melynek
mortalitdsa nagyobb, mint a vastagbél- és prosztatadaganatok (férfiak), vagy a vastagbél-
és eml@daganatok (n6k) okozta halalozasok egyiittesen3. Hazankban évi t6bb, mint 12
ezer Uj beteget diagnosztizilnak®, azonban a jo prognozisu sebészi eltavolitas csak a
betegek harmadédban kivitelezhetd, a betegek tobbsége mar eldrehaladott stadiumu
betegséggel kiizd. A szisztémas terdpia alapja a platinabazisu kezelési protokollok
alkalmazasa, am ennek valaszadasi és talélési mutatdéi nem nyujtanak hosszatava
megoldast. Az EGFR-t célzo TKI terapias lehetdségek (gefitinib, erlotinib) elterjedésével
a nem-kissejtes tiidordk kezelése 0j lehetdséget kapott, ugyanakkor eldtérbe keriilt a
betegek EGFR- és K-Ras-statuszanak jelentdsége is. Az NSCLC-s betegek koriilbeliil
indulo jelatviteli folyamatokban kodzponti és kulcsfontossagu fehérjetermék folyamatos
aktiv allapotban tartasaval jar, igy az altala eldsegitett folyamatok (sejtek proliferacioja,
sejthalal elkeriilése, migracid) a receptorok aktivitdsatdl fiiggetleniil, folyamatosan
miikddhetnek®*. Az EGFR-t célzé terdpia mellett azonban mas terapias modalitasok
hatdsossagara!*® %9 s6t, a betegek varhato tulélésére is hatdssal lehet a KRAS
mutacioja'’.

A zoledronsav, ¢és mdas nitrogéntartalmi biszfoszfonadtok a Ras fehérje
poszttranszlacios mddositasait befolyasoljak. A fehérje a farnezil-pirofoszfat (FPP) és a
geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP) segitségével prenilacion esik at. E szubsztratok
keletkezését hatékonyan képes gatolni a zoledronsav>®, mely egyben a Ras aktivitasat is
képes meggatolni'!.

Munkédnk soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a K-Ras mutacidja
befolyasolja-e a zoledronsav hatasat NSCLC sejtekben. A prenilaciot kdvetd
transzlokacid soran a membranhoz kotddik a K-Ras fehérje, melynek detektalasat
sejtfrakciok fehérje expresszid vizsgalataval végeztiikk.. Western blot eredményeink
megmutattak, hogy mig a vad tipust sejtek koziil az LCLC-103H sejtvonalban teljes

transzlokacio gatlast sikeriilt elérni zoledronsavval, és a H1975 modellben is részleges
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gatlast tapasztaltunk, addig K-Ras G12C mutaciét (H358) vagy G12S mutaciot (AS549)
hordozo6 sejtekben nem talaltunk hasonl6 hatast. A vad tipusi K-Rast és EGFR 19-es exon
mutattak a vad tipust sejtekhez hasonld valaszt. Felmeriil, hogy valamilyen (akér a
modosult EGFR-en keresztiili) kompenzacids mechanizmusok, vagy valamely, altalunk
nem ismert rezisztencia mechanizmus (akar a hatéanyag eltéré anyagcseréje a sejtekben)
allhat a jelenség hatterében. Az in vitro proliferacios és migracios tesztekben hasonld
eredményeket kaptunk, melyek szerint a K-Ras vad tipusu sejtek osztdédasa és mozgéasa
is érzékenyebb a zoledronsav jelenlétére, alacsonyabb koncentracié is gatolja e
folyamatokat. Ugyanakkor a sejtek apoptozisat vizsgalva egyediil az LCLC-103H
mutatkozott kiemelkedden érzékenynek. A zoledronsav més daganatellenes terapiat

erdsitd hatdsat mar mas tanulminyok is vizsgaltak'>!s 132

, és a mi vizsgalataink is
megerdsitették, hogy a zoledronsav képes erdsiteni a ciszplatin tumorellenes hatasat.
Megjegyzendd, hogy a ciszplatin toxicitasra jellemzo6 ICso értékek csokkenése a K-Ras
vad tipusu sejtek esetében rendre kifejezettebb volt, mint a mutaciot hordozo sejteknél.
Az in vitro vizsgalatok mellett in vivo xenograft modellekben kovettiik a zoledronsav
szubkutdn tumorok ndvekedésére, és beerezOdésére kifejtett hatdsat. A kordbbi sejtes
rendszerekben kapott eredményekkel parhuzamosan az in vivo eredmények is azt
mutattdk, hogy a vad tipusu LCLC-103H tumorok novekedését gatolta legerdsebben a
zoledronsav terapia gy monoterapiaban, mint ciszplatinnal kombinaciéban alkalmazva.
Ebben a tumorban az is megfigyelhetd volt, hogy a zoledronsav kezelés hatasara erdsen
angiogén fenotipusiva valtak a tumorok, amelyet a nagy slriiségli intratumoralis
érhaldzattal jellemeztiink.

Eredményeink erdsitik azt a feltételezésiinket, mely szerint a K-Ras genotipus
befolyasolhatja a biszfoszfonat-terapia hatékonysagat. Ovatossagra int benniinket
azonban a tény, hogy az altalunk vizsgalt harom, K-Ras vad tipusu sejtmodell nem azonos
modon reagélt minden kisérleti felallasban, igy egyeldre nem zarhatok ki mas, K-Rastol
fiiggetlen befolydsol6 tényezOk sem. Mds csoportok munkaiban a hasonld eredmények
egyelére nem konkluzivak, annak ellenére sem, hogy vastagbéldaganatok esetén példaul
heterozigdta mutans sejtvonalak mutans alléljeinek rekombinacio altali eltiintetésével
létrehozott izogenikus sejtvonalakat hasznéltak'>®. Ugyanakkor az emlitett tanulméany K-

Ras G13D muténs sejtvonalak vizsgalataval foglalkozott, ellentétben az altalunk vizsgalt
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GI12C ¢és G12S mutacioval. Mar korabbi munkédnk soran is felmeriilt, hogy az egyes
mutacios altipusok erésen kiilonbdzhetnek egymastol*®,

Mindezek fényében megkeriilhetetlen, hogy a jovében tovabbi finomitasokkal €ljiink
a sejtmodelleket illetden. Erre megoldast jelenthet mesterséges Ras-mutacid célzott
létrehozédsa vad tipust sejtvonalak széles valasztékan. Ugyanakkor heterogén primer
tumorbdl szarmazd, egymashoz genetikailag hasonlo, eltér6 K-Ras statusza
sejtvonalparok, sejtvonalpanelek 1étrehozéasaval is értékes informaciokhoz juthatunk. A
klinikai alkalmazas szempontjabol azonban a leghasznosabb a betegek ismert K-Ras
statuszanak és a zoledronsav terdpia sikerének Osszevetése lehet nagyszami beteg
bevonasaval, mely segithet eldonteni, hasznos faktor lehet-e a K-Ras statusz ismerete
zoledronsav kezelés indikaciojahoz. Tovabbi figyelemre tarthat szamot a zoledronsavval
kezelt tumorok migracids képességének felmérése, hiszen a prenilacid gatldsa nem
korlatozodik a Ras fehérjére, hanem mas kis GTP-4z tipusu fehérje (igy a RhoA, Rac-1,
CDC42) prenilaciojat is felfiiggesztheti'>*,

6.2 A tumor hipoxia és a Hif-lo szerepe tumorsejtek motilitasaban és

metasztatizalo képességében

A tumorsejtek kornyezetének megvaltozasa, a tumorsejtek kiemelkedd adaptacios
képességei, és az ezekkel a valtozasokkal jard viselkedési valtozasok az utdbbi idok egyik
legizgalmasabb témajava valtak a tumorbioldgiai kutatdsokban'>>. Szolid tumorok esetén
mar Imm-nél kisebb atmérd esetén (egyben joval a klinikailag észlelhetd tumorméret
elérése elott) is szamolni kell az intenziven novo daganatsejtek sokasaga miatt a kornyezd
erek altali oxigénellatas hidnyossagaival®. A hipoxiara adott sejtes és szovetszintii valasz
elemi effektor molekuldja a tumorsejtekben a Hif-1a fehérje, mely oxigénszegény
kornyezetben a normalis, lebontd szabdlyozis aldl felszabadulva transzkripcids
faktorként szamos gén atirasat szabdlyozza, igy a tumorok proliferdciodjara,
anyagcseréjére, apoptozisara, multidrog-rezisztenciajara, angiogén viselkedésére, vagy
akar motilitdsi €és migracios képességeire, igy az attétképzésre és a betegség
progresszidjara is hatéssal van'>®. Ez a jelenség szolgalt alapul az elmult évtizedekben az
angiogenezist célz6 terapidk kifejlesztéséhez. A hipoxia altal kivaltott angiogén hatés

egyuttal a tumorokra jellemzd, hianyos falszerkezetli, szabalyozatlan érrendszer
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kialakulasat okozza. A f6 szabalyozo jelmolekula, a vaszkularis endothelialis novekedési
faktor (VEGF) ¢és receptora hamar a lehetséges terapia kozéppontjaba keriiltek, és az
ellentik iranyuld specifikus antitest alapu terapia (bevacizumab, sorafenib, sunitinib)
mara tobb tumortipusban a klinikai kezelés alapjaivd valtak. Ugyanakkor az anti-
angiogén terapia alkalmazasa nem veszélytelen: hosszu tavu alkalmazasa egyrészt nem
kivant attétképzo aktivitassal ruhdzza fel a tumorokat, masrészt a keringési rendszer
egészére hatva stulyos mellékhatdsokhoz vezethet. Emiatt a tumor érrendszerét célzé
kutatdsok fokusza a tumoros erez6dés megakadalyozdsa helyett a tumor érhaldzatanak
normalizalasara fokuszal, mely a megfeleld vérellatas mellett a hipoxia problémaéjara, és
a konnyebb terapias célozhatdsagra is megoldast jelenthet!>’.

Fontos azonban megjegyezni, hogy a tumorok sokfélesége ebben a tekintetben sem
hagyhaté figyelmen kiviil. Ez nem csupan az angiogén fenotipust érinti, hanem
altalanosabban a hipoxias kornyezetvaltozasra adott valasz is igen heterogén lehet. Sejtes
modellek hipoxids kornyezetben valo vizsgalatakor deriilt fény arra, hogy bar a hipoxiara
jellemzd hatdsmechanizmusok aktivalodhatnak a sejtekben, ez mégsem valdsul meg
minden esetben. Mivel a korabban publikalt irodalom az egyes sejtmodelleken talalt
Osszefliggésekre fokuszalt, fontosnak tartottuk a jelenség atfogobb vizsgélatat. Ehhez
kiilonb6z6 szoveti eredetii, kiillonb6zé morfologiaju €s viselkedésii tumor sejtvonalakbol
valasztottunk 6t6t, melyeknél vizsgéltuk a hipoxias kornyezet hatasat a sejtproliferaciora,
spontan és iranyitott mozgési kapacitasra (azaz motilitasi és migracios képességre). A
proliferacios tesztek nem mutattdk a hipoxia komoly befolydsold hatasat, érdekes
ugyanakkor a HT1080 esetén tapasztalhatdo valtozas, amely 5% oxigénszint mellett
proliferacid ndvekedéssel, 1% oxigénszint mellett viszont proliferacio gatlassal parosult,
felvetve a hipoxia sulyossaganak hatasat, akar sejtfliggé modon. Eredményiink tiikrében
mindenképpen atgondolasra érdemesnek tartjuk az &ltaldnos leirast, mely szerint a
a sejtek mozgasanak vizsgalatakor, melyben bizonyos sejtek a varakozdsnak megfeleléen
reagaltak, igy a HT-168-M1 human melanoma sejtek, a HT 1080 fibroszarkoma sejtek, és
5% oxigénszint mellett a PJ15 fej-nyaki laphdmrék sejtek is ndvekedett mozgékonysagot
mutattak. Ugyanakkor megfigyelhet6 volt, hogy a vastagbél eredetti HT-25 ¢s HT-29
sejtek motilitdsa nem valtozott, az iranyitott migraciés esszében pedig semmilyen

migracios aktivitdst nem mutattak. A normoxids koriilmények kozott végzett motilitas
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vizsgalat is azt mutatta, hogy ezek a sejtek alig rendelkeznek mozgasi kapacitassal, és
erre nincs mérheté hatdsa az oxigénellatottsignak sem. Ez nagyon fontos lehet a
hipoxiatol fiiggé illetve nem fliggd sejtek azonositdsaban, hiszen a terapia
megvalasztisakor alapvetd fontossagli a tumorsejtek célponttol valo fliggése.

Az eredmények kapcsan kivancsiak voltunk, hogy a hipoxiaval és a motilitassal
kozvetleniil Osszefiiggd Hif-la, valamint Rho GTP-4zok (RhoA, Rac-1, CDC42)
sejtekben mérhetd expresszidja is hasonldan alakul-e. Az RNS-expresszidés mintazatok
egybecsengenek a korabbi megfigyelésekkel, hiszen mig a HT-168-M1 sejtben mind a
négy gén expresszidja noétt, a HT1080 esetén (a proliferaciohoz hasonldan) egy
koncentraciotol fiiggd, kompenzalddo hatast tapasztaltunk, a vastagbél karcinoma sejtek
esetében viszont nem detektaltunk expresszio ndvekedést. Meglepd modon a PE/CA PJ15
sejtek megndtt migracidos kapacitdsa nem volt tetten érheté az RNS-expresszids
mintdzatban, amely felveti alternativ effektormolekuldk lehetséges szerepét a
stresszvalaszban. Mivel a fej-nyaki daganatok esetében kifejezetten a Hif-1a prediktiv
biomarker szerepét igazoltdk'>®, igy kiilondsen izgalmas lehet egy eltérd miikodési
HNSCC modell megismerése.

Tovéabb vizsgalva a kérdést a Hif-1a szerepét kivantuk tisztdzni. Ehhez a korabbi
vizsgalatokbol kivalasztottuk a nagy migracios aktivitasi HT-168-M1 sejtvonalat,
valamint az in vitro minimalis mozgast mutato HT-29 sejtvonalat. A sejtekben
fehérjeszinten is megvizsgaltuk a molekularis résztvevok valtozasat hipoxidban, a
fehérjeszinten szabalyozott Hif-1a hasonld valasza mindkét sejtben nem meglepd, és az
RNS-expresszios eredményekkel dsszhangban a HT-29 sejtekben erdteljesen csokkent a
kis GTP-azok mennyisége hipoxias kornyezetben. In vivo vizsgalva a Hif-1a kdzponti
szerepét sikeriilt igazolni a HT-168-M1 modell méjkolonizacidés modelljében, ahol a Hif
indukcidja ndvelte, mig szuppresszidja csokkentette az attétképzést. Bar az in vitro
viszonyokkal szemben in vivo rendelkezik metasztatizald képességgel a HT-29 tumor
modell, hasonld kezelések mellett nem volt tapasztalhaté a Hif-la szabalyozasanak
hatdsa az attétek szamdra. Ez az eredmény fontos lehet, hiszen Ugy tlinik, a Hif-1a
jelatvitel hatasa in vitro mdodszerekkel leirhato, és a varhatd in vivo eredmények ez alapjan
kdnnyebben josolhatok, amellyel a felhasznalt kisérleti allatok szamat csokkenthetjiik.

A Hif-1a hatas igazolasara a HT-168-M1 ¢és a HT-29 sejtekbdl shRNS segitségével

Hif-1a csendesitett sejtvonalakat hoztunk létre, mely rendszerben wastern blottal
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igazoltuk is a Hif-1a gatlast. Ezek a sejtek in vitro motilitasukat tekintve, valamint a HT-
168-M1 sejten korabban bemutatott in vivo metasztazis modellben is érzéketlenné valtak
a Hif-1a indukcidjéra. Ez kozvetlen bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a megfigyelt in
vitro és in vivo hatdsok valoban a Hif-1a aktivitdsdhoz kotottek. Munkénk sordn nem
mertilt fel a hipoxids kornyezet okozta jelatviteli folyamatok megkérddjelezése, azonban
értékes 0j informacid olyan tumormodellek jellemzése, melyek nem a Hif-1a altal medialt
modon jutnak el az attétképzo képességhez. Tovabbi komoly, am sziikséges feladat
ezekre a tumorokra fokuszalva megtaldlni a benniik zajld, tumor progresszidt segitd
folyamatokat. Ugyanakkor a tumor hipoxia kozvetlen hatdsdt a tumorsejtek
mozgékonysagara, €s a klinikumban gyakran fatalis kimenetelli attétek képzésére jol
leirtak kisérleteink, amely tamogatja azt az elképzelést, mely szerint a daganatterapia
egyik legigéretesebb irdnya kétségkiviil a rendkiviil korai felismerés és kezelés. A
képalkotdé modszerek lehetdségei fejléddnek, de mind felbontasuk, mind elérhetdségiik
korlatozott. Eppen ezért sok 0j fejlesztés zajlik a szolid tumorok egyéb médon torténd,
gyors ¢s gazdasagos kimutatdsi modszereinek kidolgozéasara. A legkézenfekvOobb a
keringésbe jutd tumorsejtek (circulating tumor cell, CTC) vérvételbdl torténd azonositasa
volna, azonban a gyakorlat azt mutatja, hogy ennek haszndlhatosaga, foként a
tumorfejlodés korai fazisaban elenyészd. Ugyanakkor az utobbi években fejlesztett, a
keringésbe keriild, tumorsejtekbdl szdrmazd, tumorspecifikus DNS (circulating tumor
DNA, ctDNA) szakaszok detektdldsa és elemzése igéretes irdnya a diagnosztikai
kutatasoknak®, amely segithet abban, hogy a betegek tobbségét még a nagy
komplexitassal, diverzitassal, rezisztenciaval és attétképzé potenciallal jellemezhetd
makroszkopikus tumorméret elérése eldtt Iehessen kezelni, varhat6an sokkal jobb terapias

eredményt elérve.

6.3 A multidrog-rezisztens tumorok célzott elpusztitaisinak lehetésége vas

elvonasaval.

A nagyszamu terapids stratégia kidolgozédsa dacdra a tumoros betegek jelentds
részében a klinikai gyakorlatban a kezelés soran kialakul6 terapia rezisztencia és tumor
progresszio a betegek halaldhoz vezet. A problémat sok esetben sulyosbitja, hogy a

kemoterapids szelekcionak kitett tumorokban sokszor nem csupan az adott gydgyszerrel
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szemben, hanem sok mas, szerkezetileg akar kiillonbozd vegyiilettel szemben alakul ki
multidrog-rezisztencia. Az ABCBI expresszi6 és a P-glycoprotein membrantranszporter
miikédése a szovetek védelmének fontos eleme, tumorsejtekben valé megnovekedett
kifejezddése viszont a terapids szerek exportalasaval és rezisztencia kialakuldsaval jar. A

fehérje talzott expresszidja a klinikai tumoros mintdkban is kimutathat$!®

. Mig a
kezelésen 4t nem esett betegek esetén viszonylag ritka a mérhetd Pgp-expresszid, a
kezelést kovetd relapszus €s a terdpia hatastalansaga idején vett mintakban mar sokkal
gyakoribb az ABCB1 magas kifejezddése, mely a kezelés Pgp-expressziot noveld
szelektiv hatdsat mutatja'®'. Terapias célpontként valé kiaknazasat ugyanakkor gatolja,
hogy az emlitett fiziologids szerepe nélkiilozhetetlen a szervezet anyagcseréjének és
védelmének ellatasaban. A Pgp specifikus gatloszereinek alkalmazéasa emiatt egyiitt jar a
szervezetben fontos szerepet betoltd Pgp aktivtas leallasdval, mely sulyosan toxikus,
kezelhetetlen mellékhatasokhoz vezet. Emiatt, bar tumorsejtek in vitro kultaraiban jol
hasznélhatok, az in vivo alkalmazasuk nem megoldhatd!62.

A transzporter gatlas mellett igéretes azon vegyliletek vizsgalata, melyek paradox
modon a multidrog rezisztens sejteket képesek célzottan elimindlni. Ezt a kollaterélis
toxicitds vizsgalata modellrendszerekben rdmutatott arra, hogy szerkezetileg erdsen
kiilonb6zé molekuldk lehetnek képesek a Pgp-expresszald tumorsejtek szelektiv
elpusztitasara.

Az MDR-szelektiv toxicitds mechanizmusa azonban nem volt ismert. Egy hipotézis

szerint az ABCG2 transzporterhez hasonloan'®’

a Pgp mikddése soran torténé ATP
fogyasztas lehet a felelds a sejtek energiahianyos allapotaért és pusztulasaért. Masrészt
korabbi eredményeinknek koszonhetden sok ismeretiink volt az MDR-szelektiv
vegyiiletek jellemzd szerkezetét illetden. Munkacsoportunk nagyszamu szelektiv hatasu
molekula vizsgalatat végezte el inhibitor kontroll mellett is. Tobb, kiilonb6zd
molekulaszerkezeten alapuld vegyiiletcsoport is igéretes, valoban Pgp-funkciotol fliggd
szelektiv hatdst mutatott, igy az 1,10-fenantrolinvegyiiletek, a tioszemikarbazonok, és a
8-hidroxikinolinok!'”. Ezek a szerkezetek mind alkalmassi teszik a vegyiileteket

10j4 142 A 8-hidroxikinolin vegyiiletcsoport nagy MDR-
szelektivitasu tagjai koziil legrészletesebben az NSC297366 molekula hatdsait vizsgéaltuk

munkank soran.
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A P-glycoprotein ATP  hidrolizal6  hatasanak  vizsgélatdban  altaldnos
anyagcseregatlok, ismert Pgp-szubsztrat aktivitasu vegyiiletek, illetve MDR-szelektiv
vegyiiletek hatasat vizsgéaltuk a sejtek ATP-szintjének mérésével. Eredményeink
meggydzden mutattak, hogy sem a Pgp ATP-4z aktivitdsat stimuldld verapamil, sem az
MDR-szelektiv. NSC297366 nem volt képes szelektiv modon, a miikodé Pgp-vel
rendelkez6 sejtekben mérhetd ATP szint csokkenést elérni. A modellben ugyanakkor nem
mutattak sejtol0 hatast rovid kezelés soran a glikolizis és az oxidativ foszforilacio
gatloszerei, melyeknek mérhetd ATP depletalod hatdsa volt, Pgp statuszra valé tekintet
nélkiil. Osszegezve az eredmények nem tdmogatjik azt a hipotézist, mely szerint az ATP
szint csOkkenése felelés lehetne az MDR tipusu sejtek szelektiv elpusztitasaért.
Eredményeink egybecsengenek egy masik tanulmany eredményeivel, melyben ATP-
depletalt sejtekben a Pgp funkcidjanak, és a multidrog rezisztencianak a felfiiggesztését
igazoltak'®. Ezen eredmények alapjan valdszintisithetd, hogy ATP hidny esetén a Pgp
aktivitasa gatlédik, amely uj MDR tumorokat célzo stratégiak kidolgozasakor tovabbra is
fontos tényezo6 lehet.
igéretes lehetdség, mely kihasznédlhatja a sejtekben 1évd Iétfontossagi folyamatok
fiiggését a vasionok jelenlététdl'?8. Az MDR-szelektiv NSC297366 hatdsa méréseink
szerint fiigg a Pgp funkciotdl, hiszen a transzporter gatlasaval a szelektiv hatas eltlinik. A
vegylilet kémiai sajatossdgai alapjan hatékony vaskelator, az MDR-szelektiv toxicitas
vasfiiggésének igazolasdhoz azonban Gsszetett kisérletsorozat vezetett. A legtisztabban
értelmezhetd eredmények érdekében izogenikus sejtvonalparok vizsgéalataval
foglalkoztunk. Az NSC297366 tobblet vas hozzaadasakor elvesziti szelektiv toxicitasat,
amely utal ra, hogy vashidny keletkezett, amely p6dtolhatd. A vashiany tovabbi vizsgalata
soran a sejt alapvetd vashaztartasat vizsgaltuk, mely a szervezetben transzferrinhez kotott
vas felvételétdl fligg. A folyamatot végrehajto sejtfelszini jelfogé molekula, a transzferrin
receptor (TFRI1) szintjének szabalyozasa vasfliggd, vashiany esetén expresszio
novekedés, mig vastobblet esetén csendesités torténik. Ezért a szabalyozasért a vas-
reszponziv elemhez kot6dé fehérjék (IRP) felelnek!'?®. Kisérleteinkben MDR-szelektiv
kelator NSC297366 hatasara koncentraciofiiggd modon valtozik a transzferrin receptor
expresszioja. Emellett sikeresen igazoltuk, hogy a szintén vasfiiggd prolil hidroxilaz

dioxigenaz (PHD) enzimek gatlasaval a Hif-1a stabilizalodasa, és hozza kapcsoloddan az
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altala regulalt gének (VEGFA, NDRG1, LDHA) expresszioja is a vashianyos allapotnak
megfelelden alakult NSC297366 kezelés hatasara. Az erds indirekt bizonyitékok mellett
sziikséges volt a sejtpusztulassal kapcsolatos hatdsok nyomon kovetésére is, melyet az
NSC297366 sejtciklusra, a ribonukleotid-reduktaz aktivitasra, és az apoptdzisra kifejtett,
Pgp-fiiggd hatasok igazolasaval végeztiink. Minden esetben kimutattuk a szelektiv hatast
ezekre a faktorokra Pgp-t expresszal6o MES-SA/B1 sejtekben, mely a transzporter
mikodését gatld tariquidar jelenlétében megsziint. Fontos megemliteni, hogy bar a 8-

1'% sem ez a molekula, sem a

hidroxikinolin alapvaz is ismert a vaskelacios képességérd
klinikai gyakorlatban mar alkalmazott kelator deferasirox nem képes Pgp-fiiggd mddon
hatni a sejtekben. Ennek a jelenségnek a megértéséhez mindenképpen a transzporter
vasdepléciohoz kapcsolodd funkcidjat kellett mérhetdvé tenniink. A sejtek teljes
vastartalmat mérve egyrészt kimutattuk, hogy a kelator és a vas komplexének egyiittes
adasakor a Pgp miikodése megakadalyozza a vas sejten beliili felhalmozddasat a MES-
SA/B1 sejtekben, amennyiben a Pgp funkcié nem gatolt. Tovabbmenve megvizsgaltuk,
hogy mar a sejtben 1év0 vasmennyiség mobilizalhatd-e a sejtbdl a kelator hozzaadéasaval.
Mind a MES-SA, mind a KB sejtpanel esetében azt tapasztaltuk, hogy a Pgp expresszio
lehetdvé teszi az NSC297366 szelektiv vasdepletalo hatasat, mig a transzporter gatlas ezt
a hatast is felfiiggesztette. A mechanizmus konkrétabb megismeréséhez megvizsgaltuk
az NSC297366 sejten beliilli mennyiségének alakuldsat is, mely azt mutatta, hogy a
funkcionalé Pgp akadéalyozza a kelator sejten beliili felhalmozdodasat MES-SA/BI
sejtekben, mig a MES-SA sejtek, vagy Pgp gatlas esetén nagy mennyiségli kelator tud
felhalmozddni a sejtekben. Ez a mintdzat arra utal, hogy maga a kelator és a vas komplexe
a Pgp exportdlodd szubsztratja. A szubsztrat aktivitdst sejtmentes membran
modellrendszerben sikeriilt is igazolni, amely sordn mérhetéen fokozddott a Pgp ATPaz
aktivitasa a vas:NSC297366 komplex jelenlétében, ami annak Pgp-szubsztrat voltat jelzi.
Ezzel szemben a bizonyitottan kelator hatast 8-hidroxikinolin nem stimulalta az ATP-az
aktivitast, azaz nem szubsztrat, ami megmagyarazza esetében az MDR-szelektiv toxicitas
hianyat.

Eredményeink arnyaltabb értékeléséhez tobb kiegészitd vizsgalatot végeztiink. Hif-
la csendesitett sejteken megismételve a vizsgalatot azt kaptuk, hogy a Hif-1a
stabilizal6dasa nem feltétele a szelektiv sejtdld hatasnak, de jele annak a stresszvalasznak,

amely a vashiany hatdséra koran kialakul. Kimutattuk tovabba, hogy a p53 is aktivalodik
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NSC297366 hatasara Pgp-pozitiv sejtekben. Felmeriilt, hogy az MDR-szelektiv toxicitas
kizardlagos effektora a pS3 akkumulécidja, ezt azonban a funkcioképtelen mutans p53-at
expresszalo A431 és A431/B1 sejtek vizsgalataval sikeriilt megcafolni. Eredményeink
alatdmasztjak azt a korabbi megallapitast, hogy a ribonukleotid reduktdz enzim gatlasa a
Hif-1a és a p53 statusztol fiiggetleniil szabalyozodhat!'®’.

A vizsgalataink alapjan egy olyan, korabban ismeretlen mechanizmus képzelheto el,
mely sordn az NSC297366 a sejtbe jut, ott a vasionokkal komplexet képezve képes fontos
sejtélettani folyamatoktdl elvonni azokat. Ezt az elvond hatést szinergisztikusan erdsiti a
Pgp transzportfunkcidja, mely a vas-kelator komplexet eltavolitja a sejtet, kritikus
vashianyos allapotba sodorva a sejtet. A vasfliiggd enzimek gatlasaval a sejtciklus
elérehaladdsa, RNR funkcié hidnyaban a DNS szintézise is gatlodik. Emellett ismert,
hogy a DNS hibajavitasban részt vevé gének is érzékenyek a vas hianyara'®®, amely DNS
karosodasok felhalmozddasahoz, és végiil a sejtek pusztulasdhoz vezet. A folyamatokat

a 29. abra foglalja 6ssze.
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29. abra: Az NSC297366 MDR-szelektiv vegyiilet hatismechanizmusa
A. A tumorsejtekben talalhato, szigortian ellendrzott szabad vaskészlet (labile iron pool,
LIP) a sejtekben szamos enzim aktivitasahoz, és sejtélettani folyamathoz elengedhetetlen.
B. Pgp nélkiili sejtekben az NSC297366 a szabad vaskészlet egy részét elvonja a sejttol,
melyet a sejt kiilsé és belsé forrasbol potolni képes, igy a sejtélettani folyamatok
valtozatlanul képesek miikodni. C. Pgp-expresszalo sejtekben az NSC297366 vassal
alkotott komplexe a transzporter segitségével eltavolitodik a sejtbdl, ezzel a kelator

erdteljesebb, a sejt eszkoztaraval mar nem kompenzalhatd, végzetes vashianyt tud okozni.
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Megjegyzendd, hogy bar meggy0z6é bizonyitékok allnak rendelkezésre a vashiany
okozta MDR-szelektiv hatdsmechanizmusra, elképzelhetd, hogy madas folyamatok is
segitik ezt a hatast. Felmertil, hogy a kelatorok kdlcsonhatasa vassal (és emellett példaul
réz ionokkal) fontos redukciés-oxidaciés folyamatok szabalyozasat is modositja'*?. Az
MDR-szelektiv hatdssal parhuzamosan tobbszor leirtdk reaktiv oxigénszarmazékok
(ROS) mennyiségét szabalyozé glutathion mennyiségének csokkenését, ami kozvetleniil
is a sejtek pusztuldsahoz vezethet. A sejtes ATP mennyiség csokkenése, bar nem tlinik
onmagéban dramainak méréseink alapjan, az oxidativ foszforilacio aktivaciojan keresztiil
szintén hozzédjarulhat a mitokondriumbdl felszabaduld, és a sejtet karositdé ROS
felhalmozdodashoz. Emellett a fémionok homeosztazisanak felboruldsa az
oxigénszarmazékok lebontdsaban kulcsfontossagi  szuperoxid-diszmutdz — enzim
miikodését is veszélyezteti'®®. Az NSC297366 hatdsmechanizmuséban egyel6re nem
ismert a ROS képzddés jelentdsége. Ugyanakkor a vas komplexalasatol fliggetlen
mechanizmusok sem kizartak, hiszen kozoltek mar korabban olyan MDR-szelektiv
vegyiileteket, melyek nem rendelkeznek vaskelalé aktivitassal'??. Bar sok leirt MDR-
szelektiv vegyiilet Pgp-miikodéstdl fiiggd hatékonysagat még ellendrizni kell, a sejtben
talalhato molekuldkat érintd, kezelés soran megvaltozott transzport- és metabolikus
folyamatok elképzelhetdek alternativ mechanizmusként (a fémeket nem komplexalo
vegyiiletek esetében), avagy a fémkelacid hatdsat tamogatd parhuzamos hatasként is,

Az altalunk leirt mechanizmus fontos lehet a tovabbi, terdpias célu
gyogyszerfejlesztés szempontjabol. A fejlesztések tovabbi fazisai azonban még sok
kihivast tartogatnak. Egyrészt az NSC297366 oldhatosaga, illetve a keringésbdl torténd
gyors lebomlasa egyeldre akadalyozza in vivo rendszerekben valo vizsgalatat. Azonban,

mint ahogyan a keldtor terapia klinikai tesztekben vald vizsgalata is igéretes'>! 170,

ugy
tlinik, a farmalokogiai akadaly lekiizdhetd, illetve a tovabbi vegyiiletfejlesztés egyik
szempontja lehet. A masik nehézség a rendkiviil valtozo, sokszor nagyon alacsony Pgp-
expresszid mellett kialakul6 klinikai terdpia-rezisztencia, mely felveti a kérdést, hogy
mely Pgp mennyiség mellett tud mar hatékonnyé valni az MDR-szelektiv terapia. A
MES-SA ¢és KB sejtpanelen végzett kisérleteink azt mutattak, hogy bar az NSC297366
szelektiv toxicitdsa aranyos a Pgp mennyiségével, alacsonyabb expresszido mellett is

kimutathaté a hatds. Szintén biztatdé az az adat, hogy a vér-agy-gat sejtjei kisérletes
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koriilmények kozott ellenallonak tiinnek az MDR-szelektiv terapiaval szemben'?!. A
harmadik megoldandé probléma a szisztémas €s lokalis hatasok egyenstlyanak beallitasa.
A tumoros betegek tobb, mint harmada mar a terdpids protokoll kezdetén is a
vorosvértestek vashianyabol adédd anémiaban szenved, amely a kemoterapiat kdovetden
mar kétharmadukban mérhet6'”!. Leggyakrabban a tumor 4ltal kivaltott kronikus
gyulladas, vérzés, illetve a terapia soran kialakuld vérképzési zavarok allnak a hattérben.
Mivel az anémia mindenképpen megoldand6 probléma, sok esetben a betegek fokozott
vasbevitele, vérképzésiik serkentése kezdddik. Ugyanakkor a vasszint emelése egyrészt a
tumorok kialakuldsdnak, masrészt novekedésének is kedvez'?®. gy felmeriil annak
sziikségessége, hogy a vas szervezeten beliili eloszlasat (mely a fertézés vagy tumor

esetén lehetdséget ad a vaskészlet visszatartasara), €s a tumorsejtekben 1évO vas elvonasat

szabalyoz6 terapidk 6sszehangolt alkalmazasara lehet sziikség.
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7 KOVETKEZTETESEK

7.1 A K-Ras aktivalé mutacidiak szerepe a zoledronsav terapiaval szembeni
ellenallasra NSCLC tumorokban

NSCLC tumorsejt vonalak vizsgalataban megmutattuk, hogy a zoledronsav in vitro
proliferaciot és migraciot gatlo hatdsa nem érvényesiil K-Ras mutaciot hordozo
daganatokban.

Western Blot segitségével igazoltuk, hogy a membran-asszocialt lokalizacid, és ezzel
a K-Ras aktivitds vad tipusi K-Rast expresszald sejtekben gétolhaté zoledronsav
terapiaval, mig mutaciét hordozo sejtmodellekben nem.

Kimutattuk a zoledronsav apoptozisra gyakorolt sejtvonalfiiggd hatasat, és a
zoledronsav ciszplatin toxicitasat erdsitd képességét K-Ras vad tipusti tumorokban.

In vivo kisérletekben igazoltuk a zoledronsav tumorellenes hatasanak, és angiogén

hatasanak meglétét vad tipusu K-Ras fehérjét expresszald xenograft daganatokban.

7.2 A tumor hipoxia, és a Hif-1a szerepének valtozatos kimenetele a tumorsejtek
viselkedésére, igy a tervezett terapias lehetoségekre

Bemutattuk, hogy a hipoxids kornyezet az altalunk hasznalt human tumorsejtek

Az in vitro motilitds és migracié vizsgalataban nagy kiilonbségek adddtak a sejtek
motilitasi kapacitasaban, és hipoxia altali mozgékonysaguk indukéalhatésdgaban egyarant.

A sejtek motilitdsaban fontos szerephez jutd kis GTP-az fehérjéket kodold gének
expresszioja is sejtvonal-fiiggést mutatott, ravilagitva a hipoxia hatasait megfogalmazé
altalanos megallapitasok limitacioira, igy koriiltekintd alkalmazdsuk fontossagara.

A Hif-la indukcid mellett a RhoA, Racl, Cdc42 fehérjék expresszidja eltérd
valtozasokat mutat in vitro hipoxias kdrnyezetben.

Az in vivo xenograft modellek Hif-la fliggd metasztatizaldo képességében is
kiilonbségeket tapasztaltunk, mig a magasabb motilitast HT168-M1 modell intenzivebb
metasztatikus aktivitast mutat a Hif-1o indukalast kovetéen, a HT29 modellben ez nem
figyelheté meg.

A Hif-1a kdzvetlen hatdsat a Rho GTPazok expressziojara €s az attétképzo képességre

shRNS altali Hif-1a csendesitéssel igazoltuk in vitro és in vivo.

94



DOI:10.14753/SE.2021.2416

7.3 A multidrog rezsiztenciat okozé Pgp miikodés egyben lehetséges célpont is a
szelektiv vasdeplécio kihasznalasaval MDR tumorok kezelésében

Alacsony Pgp-expresszioju MES-SA human uterin szarkoma modellsejtet, illetve
ennek kemoterapids szelekcioval létrehozott (MES-SA/DXS5), vagy virdlis
transzdukcioval 1étrehozott (MES-SA/B1) ABCBI1-overexpresszald sejtes rendszereit
hasznalva igazoltuk a 8-hidroxikinolin vegyiiletcsalad szamos tagjanak Pgp-fiiggé MDR-
szelektiv toxicitasat. Kiilonboz6 Pgp-expressziojd MES-SA ¢és KB sejtmodelleken
sikeresen igazoltuk az NSC297366 MDR-szelektiv hatasanak ¢€s a sejtekben kifejez6do
Pgp mennyiségének Osszefiiggését.

Bemutattuk, hogy a leirt szelektiv toxicitds kiilsé tobblet vas jelenlétében
felfiiggeszthetd, illetve hogy az MDR-szelektiv. NSC297366 szinergisztikus
kolcsonhatasban all mas vaskelator toxikus hatdsaval. Igazoltuk, hogy a toxikus
vegyiiletek vasion keldcioja 6nmagaban nem elegend6 az MDR-szelektiv hatashoz.

Azonositottuk a Pgp-expresszalo sejtekben a vashiany korai jeleit, igy a vasfelvételért
felelds transzferrin receptor (TFR1) megndvekedett expresszidjat, €s a vas hianyaban
akkumulal6do Hif-1a fehérjét, illetve annak aktivitasat.

Részletesen igazoltuk, hogy az NSC297366 hatéasara kialakuld vashianyos allapot a
ribonukleotid reduktaz gatlasaval, a sejtciklus G1/S fazisban torténd megakasztasaval,
késobb pedig a Pgp-t kifejezo sejtek szelektiv apoptdzisaval jar. Bizonyitottuk, hogy ezek
a hatasok a Pgp aktivitasatol fliggenek.

Bemutattuk a sejten beliili vasmennyiség, valamint a sejtben akkumulaldédo
NSC297366 mennyiség csokkenését funkcionaldé Pgp-t hordozo sejtekben. ATP-az
aktivitds méréseinkkel ramutattunk, hogy az NSC297366:vas komplex a transzporter
szubsztratjaként viselkedik.

Bizonyitottuk, hogy az NSC297366 vashidnyon keresztiil megvalosul6 sejtold hatasa
fiiggetlen a Hif-1a és a p53 aktivacigjatol.

Felallitottunk egy modellt az MDR-szelektiv toxicitas magyarazatara, mely a Pgp
export aktivitasatol fliggd sejten beliili vasdeplécion alapul. A modell szerint bizonyos
vaskelatorok, igy az NSC297366 is, képesek a multidrog-rezisztens tumorsejtek
tulajdonségait kihasznalva az MDR sejtek célzott elpusztitasara. Eredményeink 1 iranyt

adhatnak az MDR tumorokat c€lz6 terapids szerek fejlesztésének.
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8 OSSZEFOGLALAS

Doktori disszertaciomban a tumorok terapia elleni rezisztenciajaval, és
progressziojaval kapcsolatos eredményeket foglaltam 6ssze. A K-Ras mutéacid hatasait
vizsgalva human nem-kissejtes tiidorak modelleken sikeresen bemutattuk, hogy a
klinikumban is alkalmazott zoledronsav kezelés a K-Ras mutans daganatokban mind in
vitro, mind in vivo hatastalan, mely azt sugallja, hogy a biszfoszfonatok altal kifejtett
szempont lehet a terdpids protokoll kivélasztasakor csontattétes daganatok esetén. A
dolgozat masodik részében bemutattam a hipoxids kornyezet, és annak {6 sejten beliili
szenzora, a Hif-1a fehérje hatésait a sejtek viselkedésére in vitro és in vivo. Megmutattam,
hogy bar bizonyos tumorokban az altaldnosan ismert folyamatok révén a hipoxia a
tumorsejtek motilitdsi és attétképzési potencialjat nodveli, mas tumorokban nem
aktivalddnak hasonl6 folyamatok, igy a tumor részletes elemzése és vizsgalata sziikséges,
enélkiil legfeljebb 6vatos joslasok tehetdk az oxigénhidny hatasait illetéen. A harmadik
részben bemutattam a P-glycoprotein membrantranszporter miikddésével jaré multidrog-
rezisztencia, valamint a paradox parhuzamos tulérzékenység jelenségét. A
munkacsoportunk altal azonositott MDR-szelektiv vegyiiletek miikdodési modelljére
felallitottunk egy hipotézist, melynek kapcsan vizsgaltuk a drog rezisztens tumorsejtek
ATP- és vashaztartasat. Kimutattuk, hogy a Pgp szubsztratjai, valamint az MDR-szelektiv
vegyliletek nem befolyasoljadk érdemben a sejtek ATP-készletét, igy az ATP szelektiv
hianya nem magyardzza tapasztalt szelektiv sejtpusztuldst. A vasszint visszacsatold
mechanizmusai (példaul a vasfelvételt végzo transzferrin receptor expresszidja), a sejten
beliili vasfiiggd folyamatok (példaul a Hif-la felhalmozdddsa, RNR aktivitas
felfiiggesztése), valamint a sejtciklus és az apoptdzis vizsgalataval végigkovettiik az
MDR-szelektiv. NSC297366 vegyiilet hatasait, komplex indirekt bizonyitékot
szolgaltatva a szelektiv vasdepléciora. Direkt méréseink bebizonyitottak, hogy mind az
MDR-szelektiv vegyiilet, mind a vas sejten beliili szintje csokken a Pgp-funkcio
figgvényében. Ez alapjan elsdként irtuk le az MDR daganatsejtek szelektiv vas
korabbi terapidk szamdra elpusztithatatlannak bizonyulé multidrog rezisztens tumorok

kezelésére.
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9 SUMMARY

In my Ph. D. thesis I summarized my projects related to cancer chemotherapy
resistance and tumor progression. By the investigation of the effects of K-Ras mutation
in human non-small cell lung cancer (NSCLC) models we successfully showed that
zoledronic acid , a clinically applied anticancer drug treatment has limited therapeutic
effect both in vitro and in vivo on K-Ras mutant tumor cells. Our results suggest that the
prenylation inhibited by the bisphosphonates is not needed for the membrane association
and activity of the mutated K-Ras protein. This might be an important argument for the
selection of clinical regimen for NSCLC patients with bone metastases. The second part
of my thesis presents the in vitro and in vivo effects of hypoxic environment and its central
intracellular effector, Hif-1a on human tumor cell model phenotypes. Our data support
accepted theories suggesting that in many solid tumors, hypoxia drives cancer cells
towards a motile and metastatic phenotype. On the other hand, in other models we did not
experience such changes, which points out that careful investigation is needed to estimate
the role of hypoxia in different tumors. In the third part I introduce the challenging field
of P-glycoprotein mediated multidrug resistance, and the paradoxical phenomenon of
collateral sensitivity, as a possible way to overcome MDR. We examined the detailed
effects of the MDR-selective compounds identified by our research group, including
testing the feasibility of ATP depletion of Pgp expressing cells due to extensive activation
of the transporter ATPase activity. Importantly, we clarified whether and how depletion
of intracellular iron pools may induce MDR-selective toxicity. I showed that nor Pgp
substrates nor MDR-selective NSC297366 could alter significantly intracellular ATP,
thus energy depletion does not explain MDR-selective toxicity. Addition of external iron
reversed the MDR-selective toxicity of NSC297366. Feedback mechanisms (expression
of the transferrin receptor), signs of iron-deficiency (Hif-loo accumulation, RNR
inhibition), the arrest of cell cycle and apoptosis occurred following MDR-selective
NSC297366 treatment. These results served as a complex indirect proof of the role of
selective iron depletion. Direct measurements confirmed that intracellular levels of both
NSC297366 and iron are decreased in a Pgp-dependent manner. Based on our results we
suggest that MDR-selective compounds target MDR cancer by smuggling iron from the
cells, opening the way for target-based drug discovery for the eradication of resistant

cancer.
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12 KOSZONETNYILVANITAS

Hélas vagyok témavezetdimnek, Dr. Tovari Jozsetnek, akivel immar tobb, mint tiz
éve toretlen mind a szakmai, mind az emberi partneri viszonyunk. Példaértékiinek latom
a munkatarsaihoz valo viszonyuldsat ugyanugy, mint az allatkisérletek vildgaval torténd
megismerkedésem ota bennem €16 szakmai tandcsait. Halas vagyok, hogy a munkdm
mellett a jokedvrdl, a batorsagrol, €s az €letrdl is tanulhatok.

Ko6sz6ndm témavezetdémnek, Dr. Szakacs Gergelynek, hogy befogadott a csoportjaba,
¢s hogy belelathattam egy professzionalis csapatmunka mindennapjaiba. A
megbesz¢léseink tartalmasak, eléremutatdak, és egyben tanulsagosak is voltak mindig.
Sokat tanulhattam mellette a tervezett kisérletezésrdl, az alapos, kimunkalt
eredménykozlésrdl, sajait munkank kritikai elemzésérdl, és az 0j kérdések folyamatos
felmeriilésérél. Oriilok, hogy a munka mellett a sportpalyan is gyakran taldlkozhattunk.

Koszonettel tartozom csaladomnak, és barataimnak, amiért toretlen bizalmukkal,
tiirelmiikkel, tAmogatasukkal segitették, hogy munkam elkésziilhessen, és amiért sok
olyan tulajdonsaggal ajandékoznak meg, amelyet gyakran tudok hasznalni tigy a szakmai
elémenetelben, mint az esetleges kudarcok feldolgozasaban.

Nehéz szavakba Onteni elegendd halat, ami Dr. Tiirk Dorat illeti, aki az elmult 6t
évben a modszerek tanitasatol kezdve a tudoméanyos kivancsisdgon at a kutatoi élet
sajatossagai kozt vald eligazodasig mindenben fantasztikus tarsnak bizonyult. Dori sok
tiirelmére és munkéjara volt sziikség ahhoz, hogy a kezdd hallgatobdl tobbé-kevésbé
6nallo kutatéva értem, igazi mentoromként tekintek ra.

Ko6zponti szerepet tolt be a Lendiilet Membranfehérje kutatocsoport életében, és az én
kisérleteim soran egyarant Kucsma Nora munkéja, aki a lelkiismeretesség, alapossag,
munkabirds, és a mindenre kiterjedé szakmai ismeretek révén nem csupan kisérletes
modszerekre tanitott meg, hanem szép lassan egy kutatolabor szervezésével jard hatalmas
hattérmunkaval kapcsolatban is tiirelemmel viselte kérdéseim végtelen sorat.

Nagyon halas vagyok, Dr. Fiiredi Andréas ismeretségéért, aki szdmomra mindig a
szakma (tagabban értelmezve az élet) iranti hatartalan elkotelezodésével, meg nem
alkuvasaval és odaadasaval mutatott példat a kornyezete Ph.D. hallgatéi szamara.
Mellette Dr. Toth Szilard, Dr. Pape Veronika, Dr. Lovrics Anna, Kiss Daniel Dezso,

Héamori Lilla, Mohos Krisztina a munkdmban kdzvetleniil is sokat segitettek, &m a
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csoportunk, a dolgozdszobank hangulataért, igy a j6 munkamoralért is halaval tartozom
nekik, valamint a Lendiilet Membranfehérje kutatocsoport tobbi tagjanak.

K06sz6ndm a munkam soran nyujtott sok szakmai segitséget Dr. Varady Gyorgynek,
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Judit Eszternek és Szabd Palnak.

Az Enzimoldgiai Intézetben kiilon koszonom Dr. Varadi Andras, Dr. Sarkadi Balazs,
és Dr. Apati Agota szakmai tAmogatasat és segitségét, és hogy az intézetben toltott évek
soran olyan légkorben dolgozhattam, ahol a tapasztalat mellett sok baratsaggal is
gazdagabb lettem. Koszondm mindazoknak a fiatal kollégdknak, akik velem egytitt
fogékonyak arra, hogy a munkahely egyben élettér is lehessen.

Az allatkisérletek kapcsan tisztelettel és kdszonettel tartozom az Orszdgos Onkoldgiai
Intézet allathdza valamennyi dolgozojanak, kiilonosképp Bodroginé Mayer Irénnek, Toth
Annanak ¢és Hidvégi Anitanak, akik nélkiil aligha valdsulhatndnak meg hasonlo
munkaink.

Az Onkoldégiai Intézetben koszondm tovabba Dr. Kenessey Istvannak a statisztikai
modszerek terén nyljtott utmutatdsait, Parragné Derecskei Katalinnak a tdmogatast és az
immunhisztokémiai mintdkat, Dr. Ladanyi Andrednak a munkam ¢épitd kritikakkal
torténd segitését.

Sokat kdoszonhetek kozvetlen munkatarsaimnak, Hegediis Zitanak ¢és Ivan
Randelovi¢nak, akik a mindennapok megélésében cinkostdrsaim, és egyben olyan
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Dezs6 Katalinnak, hogy 2010 6ta egyengették a szakmaban megtett elsé 1épéseimet.
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Végiil halas vagyok magamnak, hogy kitartottam a dolgozat elkésziilése mellett.
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