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Bevezetés

A rosszindulati daganatos betegségek vildgszerte a vezetd haldlozdsi okok kozott
szerepelnek, évente tobb, mint 18 millié beteg életét kovetelve. A sebészi és sugarterapias
megkozelitések mellett kemoterdpids lehetéségek dllnak rendelkezésre. A gydgyszeres
terapidban szdmos hatdéanyag alkalmazéasa lehetséges, ugyanakkor dltaldnos problémat
jelent a terdpia-rezisztencia és az attétképzés, mely folyamatok a daganatos haldlozasok
kétharmadaért feleldsek.

A kemoterdpia hatékonysdga a gyogyszer felvételétdl, eloszldsit6l, a tumor
mikrokornyezetétdl, a tumorba és a tumorsejtekhez valé eljutdsitdl, a sejtek altali
felvételtl és metabolizdldstol, a sejtekbdl és a szervezetbdl vald kiiiriiléstdl is fligg.
Ennek a komplex rendszernek a hatéanyag, a tumor kdrnyezete, és maga a tumorsejt mind
fontos résztvevdje, tulajdonsagaik alapvetéen befolydsoljdk a terdpias hatast.

Dolgozatomban a rezisztencia hdrom aspektusit vizsgdltam: Mutdcié hatdsara
kialakulé célzott terdpids nehézségeket, hipoxids kornyezet hatasiara megjelend
mozgékonysag- €s attétképzés-novekedést, valamint efflux transzporter megndvekedett
kifejez6dése miatti hatéanyag eltavolitast. Ezek a folyamatok mind kozvetleniil a terdpia
hatéstalansagdhoz, a betegek életkilatasainak romlasahoz vezetnek.

Dolgozatom els6 részében a K-Ras onkogén aktivalé mutdcidinak hatasét vizsgdltam
nem-kissejtes tiidorak esetén. A Ras mutdcidi nagy gyakorisdguak és jol ismert hatdstiak
tobb daganattipusban. Nem-kissejtes tiidorakban a K-Ras izoforma mutacidinak (mely a
betegek kozel egyharmaddban van jelen) nagy jelentdsége van az epidermdlis novekedési
faktor receptort (EGFR) c€lz6 kezelések soran. A zoledronsav hatdsmechanizmusdban a
K-Ras poszttranszlaciés modositdsa (prenilacidja), igy a fehérje membranasszocialt
lokaliz4cidjdnak géatlasa kozponti szerepii. A zoledronsav a klinikumban is alkalmazott
szer nem-kissejtes tildorak csontdttétjeinek kezelésére, mely azonban az esetek egy
részében hatdstalan. Ez alapjdn feltételezhetd, hogy a K-Ras genetikai mdédosuldsai
hozzéjarulhatnak a zoledronsav-érzékenység megsziinéséhez.

A dolgozat masodik részében a tumorok hipoxids kornyezetének hatasait vizsgaltam.
A szolid tumorokban a tumorsejtek gyors, szabélyozatlan osztédasat legtobbszor az
érhdlozat fejlédése nem képes kovetni, amely az oxigén- és tdpanyagelldtottsag
elégtelenségéhez vezet. Ez azonban nem jar egyiitt a tumorsejtek pusztuldsaval, mert a

tumorsejtek képesek alkalmazkodni a megvaltozott koriilményekhez. A hipoxia sejten



beliili hatdsait a Hif-1a transzkripcios faktor szintje szabdlyozza. Hipoxias koriilmények
kozott a maskor gyors citoplazmatikus lebomlds gatlédik, a Hif-1o felhalmozdédik, és a
sejtmagba keriil, ahol transzkripciés komplex részeként tobb, mint hatvan gén atirasaért
felel. A célgének alapvetd hatdssal vannak a sejtek tdlélésére és proliferdcidjdra, emellett
azonban az anyagcsere, a tumorsejtek és a kornyez6 matrix kapcsoléddsa, és a
tumorsejtek mozgékonysaga is valtozik. A mozgékonysag novekedésével a sejt képes
elhagyni eredeti helyét, ami kedvez a tdvoli attétek kialakuldasanak. A tumorsejt-motilitas
fontos irdnyitéi a Rho GTP4z fehérjék, melyek koziil a legismertebbek a RhoA, Racl és
Cdc42. Korabbi vizsgélataink azonban azt mutattdk, hogy a tumorsejtek hipoxidra adott
valasza nem minden esetben jar egyiitt a motilitds novekedésével. Mivel a motilitas és az
attétképzés egyben a terdpia rezisztenciahoz is hozzdjarul, nagyon fontos megérteniink,
hogy hogyan alakul kiilonb6z6 tumorok mozgékonysdga hipoxia hatdsara.

A harmadik részben az ABCB1 gén terméke, a P-glycoprotein (Pgp) efflux
transzporter altal okozott multidrog-rezisztenciat vizsgaltam. A transzmembran fehérje
Pgp képes szamos vegyiilet felismerésére és a sejtbdl a kornyezetbe valé exportjira.
Emiatt meghidsul a sejtben a hatéanyag kelld koncentricioban valé felhalmozodasa.
Tobb tumortipusban kimutattdk, hogy a megnovekedett ABCB1 expresszié negativ
prediktiv és prognosztikus faktor egyben, igy célzott terdpids kezelése kulcsfontossagu
lehet. Az in vitro modellekben sikeresen alkalmazott hatékony Pgp-gatldszerek azonban
a transzporter mas szovetekben fontos fizioldgids szerepe miatt a klinikumban nem
haszndlhaték. Bar a transzporter kifejezddése sok tumorellenes vegyiilettel szemben
védelmet (multidrog rezisztenciat, MDR) biztosit, leirtak olyan molekuldkat, amelyek
éppen az MDR fenotipusi sejtekkel szemben bizonyultak toxikusabbnak. Ezt az MDR-
szelektiv sejtolo hatdst késobb nagyszdmu vegyiilet esetében sikeriilt igazolni. Mig a Pgp
efflux-aktivitisa megmagyardzza a rezisztenciat, addig az MDR-szelektiv toxicitas
jelenségének sejten beliili mechanizmusa nem ismert, bar tobb hipotézis felmeriilt. A Pgp
aktiv transzporter, mely ATP hidrolizise segitségével juttatja a sejten kiviilre a szubsztrat
molekuldkat. Az egyik elképzelés szerint az Pgp-t expresszdld sejtek szelektiv
pusztuldsdnak kivalté oka lehet a transzporter ATP-az aktivitasanak intenziv stimuldldsa,
igy az intracelluldris ATP-szint kritikus csokkenése, mely a sejt pusztuldsahoz vezet. A
munkacsoportunk altal igazoltan hatékony MDR-szelektiv vegyiileteket tartalmazé 8-

hidroxikinolin alapvazra épiilé molekuldk csaladjanak szerkezetét és aktivitasat vizsgalva

kideriilt, hogy ezek a vegyiiletek hatékony fémion kelatorok, igy elméletileg képesek
lehetnek a sejtbe jutva fémionokat komplexdlni. Szdmos 1étfontossdgd enzim mitkodése
vasfiiggd, mely a tumorsejtek dltaldnos vasérzékenységével egyiitt arra utal, hogy az
MDR-szelektiv toxicitds folyamatdban fontos tényezd lehet a vas elvondsa a sejt

enzimeitdl.

Cékitilizések:

A tumorok kemoterdpidval szembeni rezisztencidjdhoz hozzdjarulhat a tumorsejtek
kulcsfehérjéinek mutdcidja, a hipoxia hatasiara megndvekedett mozgékonysag, és az
ABCBI1-fiiggd intenziv hatéanyag export. Munkdm sordn ezért a kovetkezd
célkitlizéseket tettem:

1. A K-Ras muticié szerepének vizsgalata NSCLC tumorok zoledronsav

2. A hipoxia és a Hif-1o kifejezodés szerepének tisztazasa a motilitas és az

attétképzés folyamataban kiilonb6z6é tumormodellekben

3. Az MDR-szelektiv vegyiiletek tumorsejtek ATP-szintjére gyakorolt

hatasainak vizsgalata

4. Az MDR-szelektiv vegyiiletek altal a Pgp-t kifejezo sejtekben okozott kritikus

vashiany és a Pgp funkcié kapcsolatanak leirasa

Anyagok, médszerek:

Felhasznalt kezelészerek

Az NSC297366 a DTP vegyiiletkonyvtarabdl szarmazik (NCI, NIH). A zoledronsavat
(Zometa) és a ciszplatint a Novartistdl, a doxorubicint a TEVA-t6l vasaroltuk. A P-gp
inhibitor tariquidart (XR9576) Dr. Susan Bates (NCI) laborjdbél kaptuk ajandékként. A ,
kobalt-klorid, vas-klorid (‘6 H20), deferasirox (DFS), deferiprone (DFPR), hidroxiurea,
verapamil, human holotranszferrin, chetomin, colchicine, 2-deoxi-gliikéz, vinblasztin,
MTT és szulforodamin B a Sigma-Aldrich-tdl keriiltek beszerzésre.

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

ciszplatin vizes oldatét haszndltuk, mig a tobbi por alapu vegyiiletet DMSO-ban oldottuk.



Sejtek

KRAS G12C mutédciot hordozé H358 és G12S mutdns A549, és vad tipusi KRAS
fehérjét expresszald H1650 , H1975 és LCLC-103H nem-kissejtes tiidérdk (NSCLC)
sejtvonalakat haszndltunk. A hipoxia vizsgilatokban A2058 malignus melanéma in vivo
majmetasztazisra szelektalt HT-168-M1 valtozata, HT-1080 human fibroszarkéma, HT-
25 és HT-29 humédn colon adenokarcinéma, és PE/CA PJ15 fej-nyaki laphdmrik
sejtvonalakkal dolgoztunk. Az MDR-szelektiv toxicitds vizsgdlatihoz ABCB1-negativ
MES-SA humén uterin szarkéma, doxorubicin-szelektdlt ABCB1-pozitiv MES-SA/DX5
sejtvonalat, és A431 epidermoid carcnioma sejtvonalat haszndltuk. A sejtekbodl
lentivirdlis transzdukciéval ABCBI-et, illetve ABCG2-t stabilan expresszdldé MES-
SA/B1, A431/B1 és A431/G2 sejtvonalakat éllitottunk elé (Német Katalin és Kucsma
Noéra munkdja). Méréseinket ABCB1-et kiilonboz6 mértékben kifejezd, KB-3-1, KB-8,
KB-8-5 illetve KB-8-5-11 humdn méhnyak adenokarcindma sejtvonalakon is
megismételtiik. A Hif-1o csendesitést sShRNS (Sigma) rendszer segitségével végeztiik. Az
A431, MES-SA és KB sejtvonalakat DMEM (Gibco), a PE/CA PJ15 sejteket IMDM
(Lonza),a tobbi sejtet RPMI-1640 médiumban (Sigma) tartottuk, 10% FBS és 50
egység/ml penicillin/streptomycin jelenlétében.

Hipoxia kezelés

Az oxigénszegény kornyezetet hipoxids kamra (Billups-Rothenberg) hasznalataval
llitottuk eld, melyben csokkentett oxigéntartalmd (5%, 1%) levegdt juttattunk a
sejtekhez. A kamrat 37°C-os inkubdtorban tartottuk a kisérlet ideje alatt. A kamra nyitdsat
kovetden a mintdkat jégen tdrolva 5 percen beliil feldolgoztuk (Western Blot, RT-PCR),

a reoxigenizaci6 hatdsait megelézendd.

Sejtproliferacios kisérletek

A 96-lyukd sejttenyésztd lemezek kamrdiban letapadt sejteket a kezeldszerek
kiilonbozé koncentracidjaval kezeltilk. A kezelést kovetden a sejtek életképességet
Sulphorodamine B (SRB) vagy MTT teszttel mértiik. A gydgyszer kombindcids
kisérletekben (T6th Szilard munkdja) 384-lyukud lemezekre kitapadt sejteket kezeltiik a

két vizsgalt hatéanyag kiilonb6z6 toménységli oldataival. A lemezeken 96 6ra utdn

olvastuk le a sejtszammal aranyos fluoreszcencia értékeket.

A sejtek ATP-mennyiségének meghatarozasa

A sejtek ATP-szintjét ATPLite (PerkinElmer) lumineszcens alapi ATP meghatdrozé
kit segitségével mértiik. Atldtsz6 aljii, fehér fald 96-lyukd OptiPlate (PerkinElmer)
kamrdibanletapadt sejtek 4 6rds kezelése utdn a sejteket lizaltuk, majd a szubsztrét
(luciferin) hozzaadasat kovetéen az ATP bomlasa, oxiluciferin képzédése lumineszcens

méréssel volt detektdlhatd. A kezeletlen kontrollhoz viszonyitottuk az értékeket.

Western blot

A kezelt sejtkultirakbol fehérje lizatumot készitettiink. A manudlisan homogenizalt
NSCLC sejtkultirdk kiilonbozd sejten beliili egységek frakcidinak (intracelluldris,
membran) szétvalasztasahoz centrifugalas-alapi szeparalé moédszert alkalmaztunk. A
mintakat fehérje mérettdl fiiggden 7,5-10%-o0s SDS-poliakrilamid gélben futtattuk, majd
PVDF membranra blottoltuk nedves elektroblot rendszer segitségével (BIO-RAD).
Elsddleges antitestek: anti-K-Ras (ab55391, Abcam) anti-Na/K-ATPase (BML-SA247-
0100, Enzo Life Sciences), anti-Rho (-A, -B, -C) (#17-294, Millipore), anti-Racl (23A8
klén, Millipore), anti-cdc42 (#17- 441, Millipore), anti-HIF-1a (ab51608, Abcam),
sejtciklus és sejtciklus-szabdlyoz6 minta kitek antitestjei (#9932 & #9870, Cell Signaling
Technologies), anti- (#2524, Cell Signaling), anti—f3-aktin (AC-15 klén, Sigma). Torma-
peroxiddz (HRP) konjugélt mdsodlagos szamdr anti-egér és anti-nyul IgG-t haszndltunk,

melynek jelét enhanced WesternBright kemilumineszcens rendszerrel tettiik 1athatova.

RNS expresszié meghatarozasa

A sziikséges RNS expresszids vizsgdlatokhoz a biol6égiai mintdkat 6-lyukd
sejttenyészté lemez kamrdiban novesztettik, 0,5-1 * 10° maximdlis sejtszdmig. A
Trizolban (Life Technologies) felvett sejtekbdl teljes RNS mennyiséget tisztitottunk,
cDNS étirast végeztiink. Az RNS expresszié meghatarozasahoz Tagman prébéakat (HIF-
la, RHOA, RACI, CDC42, B-actin, TFR1, RPLP0O) hasznéltunk (Thermo Scientific). Bels6
kontrollként RPLPO, illetve B-aktin mRNS expressziGjat hasznaltuk, 2"*4S médszerrel

szamitottuk ki a relativ a génexpressziokat.



Aramlasi citometrids mérések

A sejtciklus elemzéshez Propidium Jodid és 5-Bromo-2'-deoxyuridine kettds jelolést
alkalmaztunk. Az apoptézis jellemzéséhez az Annexin V — Propidium lodide Apoptosis
kitet haszndltuk (Dojindo), a gydrt6 utasitdsai szerint. A Calcein-AM esszében az ABCB1
transzporter funkcigjat mértiik. A méréseket Attune és Attune NxT dramldsi citométerrel

(Life Technologies) végeztiik.

ATPaz aktivitas mérések

Az ABCBI transzporter aktivitdsa kozben a szubsztrat transzportja ATP hidrolizise
mellett valésul meg. A felszabaduld szervetlen foszfitgyokok mennyisége
kolorimetridsan detektdlhat. Spodoptera frugiperda (Sf9) rovar sejtvonalban termelt,
ABCBl1-et kifejez6 membrdnokon az elegyhez adott ATP 4talakuldsat detektdltuk.
Pozitiv kontrollként verapamilt hasznédltunk. NSC297366, illetve a 8-hidroxikinolin
vasionokat tartalmaz6 komplexe 1:2 fémion:ligand ardny mellett késziilt. A méréseket

Telbisz Agnes és Gera Melinda végezték.

dNTP szintek meghatarozasa

A sejtek 24 6ras kezelését (DMSO kontroll; NSC297366; hidroxiurea) kdvetden a
sejteket tripszinezés utdn 60% metanolban tartuk fel. A centrifugdlt minta feliildszdjat
vakuumcentrifuga segitségével beszaritottuk, nukledzmentes vizben oldottuk. A sejtek

dNTP-készletét fluoreszcens polimerdz-alapud esszében Szabd Judit Eszter mérte.

Videomikroszkopia

A mérésekhez a sejteket 24-lyuki lemezen tartottuk. A sejteket egy egyedi épitésii,
iverz fazis kontraszt mikroszkop koré épiilt inkubatorba (World precision Instruments)
helyeztiik. 5 percenként készitettiink felvételt, kamranként 3 14t6térrol késziilt képsorozat.
A hipoxids mintdk esetében az oxigén tenzidjit 5%-ra, illetve 1%-ra csokkentettiik. A
munkacsoport altal fejlesztett kiértékeld szoftverrel a vizsgdlati id6 alatt megtett

tdvolsdgot manudlisan szdmitottuk. A méréseket Garay Tamds Mdrton végezte.

Teljes rontgen fluoreszcencia mérések

A sejtek intracelluldris vaskészletét holotranszferrin hozzdaddsdval toltottiik fel (25
uM, 37°C, 4h), majd 8 6ran keresztiil szérummentes tdpoldatban, avagy 5 pM kelator:
vas-klorid 2:1 aranytd komplexével kezeltiik. A kezelések végén a mintdkat tripszineztiik,
savas feltards utdn kvarclemezre szaritottuk. A teljes rontgen fluoreszcencia méréseket
Atomika 8030C (atomika Instruments GmbH) miiszerrel végezte Gadl Aniké, Pape

Veronika és Szoboszlai Norbert, belsé kontrollként Gallium mennyiségét haszndlva.

Tomegspektrometrias mérések

6-lyukd lemez kamrdiban keldtor: vas-klorid 2:1 komplexével kezeltiik a sejteket
(5uM, 37°C, 4h). A tripszinezés utdn kapott sejtpelleteket dezintegraltuk. A mintdkat
Sciex 3200 Qtrap hybrid tandem tomegspektrométerrel (Applied Biosystems)

osszeépitett HPLC rendszerben (series 200, PerkinElmer) mérte Szabé Pal.

Sejtmigracios kisérletek

Moédositott 48-lyukti Boyden-kamra segitségével, 8 pm porusméretli membran
(Whatman) hasznalataval, 100 pg/ml fibronektin (Sigma) kemoattraktans alkalmazasaval
vizsgéltuk a sejtek migraciéjat. 6-20 6ra inkubdacids id6 elteltével a migralt sejteket
metanolos fixdldst kovetden toluidinkék festéssel jeloltiik, és mikroszkép segitségével

szamoltuk. A méréseket Tatrai Eniko végezte.

In vivo tumornivekedés és metasztazis modellek

Az allatkisérletes modellek tervezése és kivitelezése az Orszdgos Onkoldgiai Intézet
allathazaban tortént, Dr Tévari Jozsef vezetésével. A hipoxids dllapot in vivo hatdsainak
vizsgdlatdra HT-168-M1 melanémasejtek lépbe val6 oltdsat kovetd mdjkolonizdcids
modellt, valamint szubkutin nétt HT29 szovetdarab ortotopikus (bélfalra torténd)
rogzitését kovetd tiido/mdj metasztazis modellt haszndltunk. Az éllatok kontroll
(fiziolégids sooldat i.p. injekcidé hetente kétszer), hipoxidt el6idéz6 (260mg/l CoCl, 4
héten ativovizbe keverve), illetve Hif-1a aktivitdst gatlé (1mg/ttkg chetomin i.p. injekcid,
hetente kétszer) kezelést kaptak. Az éllatok mdjat és tiidejét formalinban fixdlva

mikroszkdp alatt makrometasztazisokat szamoltunk.



Az NSCLC sejtekk (LCLC-103H, A549, H1650) vizsgalatdban szubkutan beiiltetett
tumorok novekedését mértiik. Ciszplatin (0,2mg/ttkg, intraperitonealisan, hetente)
terapiaval, vagy anélkiil vizsgéltuk a tumorok novekedését a kontroll (fiziologias séoldat
i.p. hetente), humdan dézisd zoledronsav (50pg/ttkg i.p.), és nagy dézisui zoledronsav (500
ug/ttkg i.p.) csoportokban. 41 nap utdn a tumorok tomegét mértiik, és formalinban

fixaltuk.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A formalin-fixalt tumorok bedgyazdsa, metszése, deparaffindldsa utdn a szovettani
metszeteket immunjeldlésnek vetettiik ald. A tumorokban 1€v¢ erek jelolésére anti-human
simaizom aktin (SMA-1) antitest jelolés (Agilent) felhaszndlasaval hatdroztuk meg az
NSCLC mintdkban az izmos fallal rendelkez6 erek szamat. A vizsgdlatokat Derecskei

Katalin és Kenessey Istvan végezték.

Statisztikai médszerek:

Az életképességi értékeket GraphPad Prism programcsomag segitségével dozis-hatds
modellben vizsgaltuk, az illesztett normalizalt gorbék alapjan hataroztuk meg a sejtek
50%-anak pusztuldsdhoz vezetd 1Cso értékeket, majd ezeket felhaszndlva a kombindcios
mérésekben kombindciés index (CI) kiszdmitdsdval jellemeztiik a vegyiileteket. A
csoportatlagok Osszehasonlitdsdhoz Student-féle t-tesztet hasznaltunk, Statistica 12.0

(Statsoft) programcsomag hasznélatdval.

Eredmények

KRAS mutaciok hatasa zoledronsav-terapia hatékonysagara

NSCLC sejtvonalakon vizsgiltuk a zoledronsav hatdsdt K-Ras prenildcidjdra és
transzlokdcidjara. Az irodalmi adatok alapjan a gétolt prenilacié a membranasszociélt K-
Ras fehérje felhalmozdddst gitolja. Kisérleteinkben 25uM zoledronsav kezelést
alkalmaztunk 24 6rdn keresztiil, majd a sejtekbdl intracelluldris és membranfrakciot

készitve a prepardtumokban western blot segitségével vizsgdltuk a K-Ras fehérje

expresszidjat. A vad tipusi sejtek koziil az LCLC-103H esetében a transzlokacio teljes
gdtldsat tapasztaltunk, a HI1975 esetén részleges gitlas val6sult meg, mig a H1650
sejteken nem volt mérhetd valtozas. Megjegyzendd, hogy a két utdbbi sejtvonal a K-Rast
aktivalé EGF receptor mutdcidjat, illetve delécidjat hordozza, melyek hozzdjarulhatnak a
zoledronsav hatdsanak gyengiiléséhez. Ugyanakkor a K-Ras G12C muticidjat hordozé
H358 és G12S mutdciéjat hordozd A549 sejtekben nem volt képes a kezelés gdtolni a
fehérje membranhoz valé kotédését, ami arra utal, hogy a K-Ras mutdcidk szerepet
jatszhatnak a zoledronsavval szembeni rezisztenciaban.

A sejtek in vitro citotoxicitdsi vizsgdlata megmutatta, hogy a K-Ras vad tipusd
sejtekben a zoledronsav alacsonyabb koncentrdcioban (10 uM) is hatékonyan gétolja a
proliferdciot, szemben a mutdciét hordozé sejtekkel (50-100 uM). A sejtek Boyden-
kamrdban vizsgélt migracids képességére éltalanosan szuppressziv hatdst fejtett ki a
zoledronsav kezelés, bar a hatékony koncentricié sejtmodellenként eltérének
mutatkozott. Ugyanakkor a vizsgdlat eredményei nem mutattak K-Ras stdtusszal
Osszefiiggd mintazatot. Megmértiik a sejtek apoptdzisit zoledronsav monoterdpidban,
illetve megvizsgdltuk a klinikumban gyakran alkalmazott ciszplatin terapia citotoxikus
hatdsdnak valtozasat zoledronsavval valé kombinaciéban. A monoterépia esetén egyediil
az LCLC-103H sejt esetén tapasztaltunk szignifikdns apoptotikus aktivitds novekedést. A
ciszplatin citotoxikus hatdsat hatékonyan potencirozza a zoledronsav a K-Ras vad tipusu
NSCLC sejtek esetében, mig K-ras mutans sejtvonalak koziil csak mérsékelt hatdst valt
ki H358 modellen, és nincs szinergisztikus hatdsa A549 sejtek esetén. Ezek az
eredmények Osszhangban allnak a zoledronsav kezelésnek K-Ras fehérje
plazmamembranhoz valé kotodését gatld képességével.

Az in vitro vizsgdlatok mellett megvizsgaltuk a zoledronsav hatdsiat az in vivo
tumornovekedésre is. A SCID egerekbe szubkutdn oltott NSCLC xenograftok
novekedését 21 nap utdn a tumor tomegével jellemeztiik. A sejtek koziil a vad tipusi K-
Rast hordoz6é LCLC-103H és H1650, valamint a K-Ras mutéciét hordozé A549 modellt
vizsgaltuk. A kontroll, humdn doézisi és magas doézisi zoledronsav kezelést
monoterapiaban, és ciszplatinnal kombinaltan is teszteltiik. A vizsgélatok soran csak az
LCLC-103H tumorok mutatkoztak érzékenynek a zoledronsav terdpidra. Ez a hatds
trendszertien jelent meg kombinacids kezelés esetén. A tumorok immunhisztokémiai

vizsgélata soran kimutattuk, hogy az LCLC-103H tumorok szerkezetében a zoledronsav-



kezelés hatasdra valtozas indul be, mely intenziv érképzddéssel jar, felhivva a figyelmet
az angiogén kornyezet fontossagara a zoledronsav hatékonysagahoz.

Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy modellrendszereinkben valdban
ellenallobbnak mutatkoznak a zoledronsav kezeléssel szemben a K-Ras mutdciét hordozé
tumorsejtek, azonban a vad tipusu sejtek kozott tapasztalt heterogenitds arra utal, hogy
mas rezisztencia mechanizmusok is hozzdjarulhatnak a zoledronsav terdpia

hatékonysagahoz.

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

novekedésében, tumorsejtek mozgékonysagaban, viselkedésében

Vizsgdlatainkban 6t kiilonb6z6 tumorsejt modellt haszndltunk. HT1080 human
fibroszarkéma, HT168-M1 malignus melanéma, HT25 és HT29 vastagbél
adenokarcinéma, illetve PE/CA PJ15 fej-nyaki laphamréak sejtvonalakban vizsgdltuk a
hipoxids kornyezetre adott valaszt. A sejteket 5% és 1% oxigén tenzi6 mellett vizsgaltuk,
illetve kobalt-klorid kezeléssel indukéltuk a sejtek hipoxids valaszreakcidjat. A
sejtproliferacié vizsgéalataban valtozatos, am nem hangsilyos valtozasokat tapasztaltunk
a kontroll sejtnovekedéshez képest. A sejtek nem iranyitott helyvaltoztatasat (motilitds)
és iranyitott mozgasat (migracids aktivitds) videomikroszképia, illetve Boyden-kamra
segitségével végeztiik. A HT-29 és a HT-25 vonalak 1ényegesen alacsonyabb motilitassal
rendelkeznek, mig a HT-168-M1, a HT1080 és a PE/CA PJ15 sejtek mozgékonyabbnak
mutatkoztak. A magasabb motilitasi sejtek mozgékonysdga hipoxids kornyezetben
tovabb novekedett, ugyanakkor az alacsony motilitdsiaké nem valtozott. A migracids
aktivitdst a HT-168-M1 és a HT-1080 esetén serkentette a hipoxia, mig a PE/CA PJ15
esetében 1% oxigén mellett egy visszaszabdlyozds volt megfigyelhetd.

A hipoxia sejten beliili effektora a Hif-1a, illetve ismert kapcsolata a sejtek alakjat és
mozgasat kozvetleniil befolyasolé6 Rho GTPazokkal (RhoA, Racl, CDC42), ezért ezek
mRNS expresszidjat vizsgéltuk a sejten beliili valaszkészség felmérésére. A sejtek koziil
a HT168-M1 mind a négy gén expresszié novekedésével reagélt a hipoxids kornyezetre.
A HT1080 és a PE/CA PJ15 esetén 1% oxigén alkalmazdsakor ismét visszaszabdlyozast
tapasztaltunk. Ugyanakkor a HT-25 sejtek esetében nem talaltunk expresszié novekedést,

a HT-29 sejtekben pedig mind a négy gén kifejezodésének csokkenését tapasztaltuk.

A tovabbi vizsgélatokhoz a mozgékony, hipoxia hatdsara stimuldlhaté HT168-M1 és
az alacsony motilitdssal rendelkezd, hipoxids kezelésre nem reagdlé HT-29 sejteket
hasznéltuk. A sejtek fehérje expresszié vizsgdlata sordn megmutattuk, hogy a hipoxids
kornyezet a Hif-1a expresszié novekedése mellett a HT168-M1 sejtekben nem jéar
véltozdssal a RhoA, Racl, CDC42 expresszioban, mig a HT-29 sejtek esetén e hdrom
fehérje expresszidja markdnsan lecsokken, mely hozzajarulhat a motilitas novekedésének
elmaradasdhoz.

Az in vitro tesztek mellett in vivo kolonizacids és metasztazis modellekben vizsgéltuk
a tumorok viselkedését. Az in vivo hipoxia indukalasara kobalt-klorid itatast, mig a Hif-
lo hatds géitldsdra chetomin kezelést alkalmaztunk. A 1épbe oltott HT168-M1 sejtek a
mdjban képeznek attéteket, melyek szdma a Hif-1o stimuldldsdra megnovekedett, mig a
Hif-1a gatlasaval lecsokkent. Ugyanakkor a bélfalrél kiindulé HT-29 xenograftok altal
képzett tiid6- és mdjattétek szdma nem véltozott a Hif-1o aktivitdsanak fiiggvényében.

Annak tisztdzdsara, hogy a mozgékonysdg és az attétképzés valéban a Hif-la
csendesitettiik a Hif-1o expressziét. Az in vitro motilitasi teszteket megismételve a
HT168-M1 esetében a hipoxidban tapasztalt megndvekedett mozgékonysdg Hif-1a
csendesitéssel megelozhetd volt, a HT-29 esetén nem tapasztaltunk Hif-1a fiiggd hatast.
A HT168-M1 tumorok in vivo attétképzését vizsgdlva kimutattuk, hogy a Hif-la
expresszidja nélkiil a megnovekedett attétképzési aktivitds megakadalyozhat6.

Eredményeink alapjan in vitro és in vivo rendszerekben is azonositottunk kiilonb6z6
viselkedésii tumorokat, melyek felhivjdk a figyelmet, hogy a Hif-1o-fiiggd és a Hif-1a-
fiiggetlen motilitds és 4ttétképzési folyamatok jellemzdi lehetnek egyes tumoroknak, és

befolydsolhatjak a hatékony terdpids lehetdségeket.

Az MDR-szelektiv vegyiilet NSC297366 hatdsmechanizmusa, az ABCB1-et
expresszalo sejtek célzott elpusztitisa az intracellularis vaskészlet Kiiiritésén

keresztiil

Az ABCB1-et expresszald, multidrog-rezisztens sejteket hatékonyan pusztité MDR-
szelektiv vegyiiletek koziil a jelenség mechanizmusat célzé vizsgalatainkhoz a nagy

szelektivitisi NSC297366  (6-Chloro-3-[(2-fluorophenyl)methyl]-2,4-dihydropyrido



[3,2-h][1,3]benzoxazine) molekulat valasztottuk ki. Kiilonboz6 ABCBI1-expresszidju
MES-SA és KB-3-1 sejtekbdl kialakitott sejtek paneljén kimutattuk, hogy az NSC297366
toxicitdsa aranyosan no a sejtekben taldlhaté transzporter kifejezédésével.

A Pgp transzportaktivitasaval jard ATP hidrolizis, és igy az esetleges ATP-deplécio
szerepét vizsgdlva arra jutottunk, hogy sem az ismert szubsztrat vinblasztin, sem az ATP-
4z aktivitdst stimuldl6 inhibitor verapamil, sem az NSC297366 nem volt képes jelentdsen
csokkenteni a sejtek ATP-szintjét. A glikolizist gatld 2-deoxi-gliikéz hasonlé mértékben
csokkentette a nem-MDR A431 és az MDR A431/B1 sejtek ATP készletét. Kombindcids
vizsgdlatok megmutattdk, hogy az ATP-termelés gatldsa mellett sem csokkenthetd tovabb
a sejtek ATP-szintje a Pgp transzportaktivitdsanak stimulalasaval.

A szdmos MDR-szelektiv vegyiiletet (igy az NSC297366) magdba foglalo, 8-
hidroxikinolin alapvdzra épiilé molekulak szerkezeti vizsgdlata megmutatta, hogy a
vegyiiletek hatékony fémion-keldtorok. A vas szigordan szabdlyozott, esszencidlis fém
szamos enzimatikus folyamat szamdra a sejtekben. Pgp-t nem expresszdlo MES-SA,
valamint Pgp-t expresszdlo MES-SA/B1 sejtekben az NSC297366 MDR-szelektiv
toxicitast mutat. Ezt a szelektiv hatdst azonban kiils6 vas hozzdadasaval képesek voltunk
felfiiggeszteni. Bar a vas jelenléte mindkét sejtet védte az NSC297366 toxicitassal
szemben, a hatds sokkal kifejezettebb volt MES-SA/BI1 sejtek esetén. Raadasul a nem-
szelektiv keldtor deferiprone-nal valé kombindcidés vizsgdlatban az NSC297366
szinergisztikus hatdst mutatott MES-SA/B1 sejteken, amely hatds a Pgp-aktivitastol
fliggott.

A valészintisithetd sejten beliili vashidnyos dllapot jeleit vizsgdlva megdllapitottuk,
hogy a sejtes vasfelvételt irdnyité transzferrin receptor expresszidja szelektiven MES-
SA/B1 sejtekben emelkedik meg NSC297366 kezelést kovetden, mely a transzporter
gétldsdval (tariquidar), vagy kiilsé vaspétlassal felfiiggeszthetd. A Hif-1a fehérje
lebontdsat végzd prolil hidroxildzok aktivitdsdhoz szintén vasra van sziikség, igy
vashidnyos dllapotban a Hif-1a fehérje akkumuléciéja kovetkezik be. Kimutattuk, hogy
a MES-SA/BI1 sejtekben szelektiven alacsonyabb NSC297366 koncentrdcié mellett
kovetkezik be a Hif-1a akkumulacidja, mely folyamat Pgp aktivitdsatol fiigg. A Hif-1a
aktivitdsat vizsgdlva a transzkripcids célgén VEGFA expresszidjdban is kimutattuk az

MDR-szelektiv hatast.

Tovabb vizsgdlva a sejten beliili hatdsokat a sejtciklus szintetikus fazisaban
kulcsfontossagu, szintén vasfiiggd ribonukleotid-reduktdz enzim miikddését vizsgdlva
igazoltuk, hogy mig az enzimet gétl6 hidroxiurea mindkét sejtben, az NSC297366 kezelés
szelektiven a MES-SA/B1 sejtekben gitolja a dNTP-szintézist. Ezzel parhuzamosan
kimutattuk a sejtciklus szelektiv ledlldsat a G1/S fazisban, mely a G2 fazisd sejtek
ritkuldsaval irhat6 le. Mindezen hatdsok a Pgp gétlasaval visszafordithatonak
bizonyultak. A sejtciklus szabalyozasat vizsgidlva kimutattuk, hogy tobb fehérje
szintjének viltozdsa (Cyclin B1, Cyclin D3, P2ICPIWafl 1yp7Kipl CDK4, p53) a sejtciklus
felfiiggesztése irdnydba hat mdr 24 ords kezelést kovetéen. A p53 MDR-szelektiv
indukciGja arra utalt, hogy az apoptotikus aktivitds is szelektiven véltozik. Aramlési
citometrids mérésiinkben igazoltuk az NSC297366 apoptotikus hatdsit MES-SA/B1
sejteken, mely Pgp-gatlassal megakadélyozhaté volt.

A sejten beliili reakciok tehdt mind a vas sejtbdl valo eltdvolitdsdra utaltak, sziikséges
volt azonban a Pgp-vel Osszefiiggd hatds direkt vizsgalata is. A sejtek teljes vasszintjét
kovetve méréseink megmutattak, hogy a nem MDR-szelektiv kelator 8-hidroxikinolinnal
ellentétben az NSC297366 kezelésre a MES-SA/B1 sejtekben szelektiven csokken az
intracelluléris vas mennyisége, mig a MES-SA sejtben, vagy a Pgp gétlasaval ilyen hatést
nem tapasztaltunk. Az NSC297366:FeCls komplex haszndlatdval akkumuldcids
vizsgdlatokat végeztiink, melyek sordn kimutattuk, hogy a MES-SA/B1 sejtben mind a
vas, mind az NSC297366 felhalmozddasa gatolt a MES-SA sejtekhez képest, mely hatas
a Pgp aktivitds gatlasdval felfiiggeszthetd. Sejtmentes membrdnrendszerben tovdbbd a
Pgp ATP-az aktivitasat kovetve kimutattuk, hogy a keldtor-vas komplex valéban
szubsztratként viselkedik, és a Pgp-n keresztiil juthat ki a sejtekbol.

A klinikumban is alkalmazott vaskelator deferasirox, illetve tovabbi kelator aktivitasu
molekuldk vizsgalataval kimutattuk, hogy a hatékony vaskeldci6 onmagdban nem
elegendd a megfigyelt MDR-szelektiv hatdsokhoz, és az MDR-szelektiv toxicitdshoz.
Hif-1la csendesitett MES-SA és MES-SA/B1, valamint funkcionalé p53-at nem
expresszdlo A431 és A431/B1 sejtek segitségével igazoltuk, hogy a folyamatban nincs
kulcsfontossaga e fehérjéknek, azonban hatékony szenzorai lehetnek a vasdeplécionak.

Eredményeink alapjan felépitettink egy modellt, melyben az MDR-szelektiv
vegyiiletek képesek a sejtekbe bejutni, ott a vasionokkal komplexet képezni, ezaltal a

felfokozott anyagcseréjli, erdsen vasfiiggd tumorsejtekben vasszegény allapotot



el6idézni. A kelator-vas komplex Pgp éltali felismerése és exportja a Pgp-t expresszalo
multidrog-rezisztens tumorsejtekben tovabb sulyosbitja a hatast, kritikus vashidnyt
okozva, amely az MDR-sejtek szelektiv pusztuldsahoz vezet. Ez a korabban nem ismert

mechanizmus hatékony tumorellenes vegyiiletek fejlesztésének alapja lehet.

Kovetkeztetések:

A KRAS G12C mutécié szerepe a zoledronsav terapiaval szembeni ellenallasra
NSCLC tumorokban

Megmutattuk, hogy a zoledronsav in vitro proliferacié gatlé és migraciét gatl hatdsa
nem érvényesiil K-Ras mutdciét hordoz6 NSCLC daganatokban.

Igazoltuk, hogy a membran-asszocidlt lokalizacid, és ezzel a K-Ras aktivitds vad
tipusd K-Rast expresszalo sejtekben, bar kiilonb6zé mértékben, de gétolhat6 zoledronsav
terapidval, mig a K-Ras mutaciét hordozé sejtmodellekben nem.

Kimutattuk a zoledronsav apoptdzisra gyakorolt sejtvonalfiiggd hatdsdt, illetve a
zoledronsav ciszplatin toxicitdsdt erdsitd hatdsat elsdsorban K-Ras vad tipusd
tumorokban.

In vivo kisérletekben igazoltuk a zoledronsav tumorellenes és angiogén hatasat vad

tipusd K-Ras fehérjét expresszalé LCLC-103H xenograft daganatokban.

A tumor hipoxia, és a Hif-lo. expresszi6 szerepének valtozatos mintazata a
tumorsejtek motilitasara, és az attétképzésre

Kimutattuk, hogy a hipoxias kornyezet a sejtek proliferaciéjat nem befolyasolja nagy
mértékben.

Megmutattuk, hogy az in vitro motilitds és iranyitott migracid, valamint ezek hipoxia
altali indukdlhat6sdga tekintetében alapvetden kiilonboznek a tumorsejt modellek.

Kimutattuk, hogy a sejtek motilitasdban fontos szerephez jutd kis GTP-az fehérjéket
kédolé gének expresszidja, és az atirt fehérjék expresszidja eltérd valtozasokat mutat in

vitro hipoxias kornyezetben.

Az in vivo xenograft modellek metasztatizdlo képességének Hif-1a fiiggésében
kiilonbségeket igazoltunk: mig a magas motilitdsi HT-168-M1 modell intenzivebb
metasztatikus aktivitast mutatott a Hif-1a indukélasra, a HT-29 modell nem mutatott
véltozast.

A Hif-1a kozvetlen hatdsat az motilitdsra és attétképzd képességre shRNS altali Hif-

la csendesitést kovetden igazoltuk in vitro és in vivo.

A multidrog rezsiztenciat okozé Pgp expresszio nem csupan terapias akadaly,
hanem lehetséges célpont is a tumorsejtek vashianyon keresztiili elpusztitasahoz

Igazoltuk a 8-hidroxikinolin vegyiiletcsaldd szdmos tagjanak MDR-szelektiv
toxicitdsdt modellrendszereinkben.

Bemutattuk, hogy a leirt szelektiv toxicitds kiilsd tobblet vas jelenlétében
felfiiggeszthetd, illetve, hogy az MDR-szelektiv. NSC297366 szinergisztikus
kolcsonhatdsban 41l mds vaskeldtor toxikus hatdsdval.

Azonositottuk a Pgp-expresszal sejtekben a vashidny korai jeleit, igy a vasfelvevd
képességért felelds transzferrin receptor (TFR1) megnovekedett expressziéjat, és a vas
hianyaban akkumulalédé Hif-1a fehérjét, illetve annak aktivitasat.

Igazoltuk, hogy az NSC297366 hatdsara kialakul6 vashidnyos 4llapot a ribonukleotid
reduktdz gatldsaval, a sejtciklus G1/S fazisban torténé megakasztasaval, és a Pgp-t
kifejez6 sejtek szelektiv apoptdzisdval jdr.

Direkt méréssel igazoltuk a sejten beliili vasmennyiség, valamint a sejtben
akkumuldlédé NSC297366 és vas csokkenését funkciondlé Pgp-t hordozé sejtekben.
ATP-4z aktivitds méréseinkkel bizonyitottuk, hogy az NSC297366:vas komplex a
transzporter szubsztritjaként viselkedik, lehetséges a Pgp dltal a sejtbdl valé exportjuk.

Igazoltuk, hogy a vasionok keldcidja dnmagiban nem elegendé az MDR-szelektiv
hatés kialakitasdhoz. Bizonyitottuk, hogy az NSC297366 vashidnyon keresztiili sejtold
hatdsa fiiggetlen a Hif-1a és a p53 aktivacidjatol.

Felallitottuk az MDR-szelektiv NSC297366 miikodése alapjan a Pgp-n keresztiili
vasdeplécié modelljét, amely igéretes stratégia kiindulépontja lehet a multidrog-

rezisztens tumorok kezelésében.
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