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1 Bevezetés

1.1 Daganatos megbetegedések

A daganatos megbetegedés vilagszerte a masodik vezetd haldlok, a sziv- és érrendszeri
megbetegedések utan. 2022-ig koriilbeliil 1,9 millio 4j esetet és 600 000 halalesetet regisztraltak
az Egyesiilt Allamokban, 2040-re pedig 27,5 millié 4j esetet josolnak vildgszerte. Ezért-e
betegségtipus komoly egészségiligyi veszé€lyt jelent az emberek szamara. A tumorok olyan
betegségek, ahol a sejtek szoveti szinten kontrollaltalanul novekednek, valtoznak és szaporodnak,
ami miatt a specifikus diagnozis és kezelés a mai napig nagy kihivast jelent.

Eddig mar tobb mint szazféle rakfajtat azonositottak. A férfiaknal a tumorok leggyakoribb
tipusai a prosztata-, tiido-, vastagbél-, htigyholyagrak és a melanoma. A ndknél ezzel szemben a
tumorok prevalenciaja a legmagasabb az eml6-, tiid6-, vastagbél-, méhtestrakban és melanomaban.
Kiilonbozd tényezok jatszanak szerepet a rak kialakuldséban, beleértve a belsé tényezdket, példaul
a hormonokat, a genetikat és az immunrendszer allapotat. Vagy / és a foként rakkelté anyagokként
ismert kiilsd tényezok, példaul vegyszerek, azbeszt, arzén, sugarzas, dohdny és masok.

Altaldban a rak tobb genetikai rendellenességgel jellemezhet asztatikus betegség, amely
idével tjabbés Bjabb mutaciokat szenved el. Ezek a mutaciok magukban foglaljak a sejtosztodasért
¢s -novekedésért felelos onkogének allando aktivalasat, vagy pedig a tumorszuppresszor gének
inaktivalasat, ami kontrollalatlan sejtosztodashoz vezet. Ezen kiviil a rakos sejtek megkeriilik a
negativ sejtproliferacios titvonalakat, féleg az apoptozist.

A daganatteripia altalaban kemoterapiaval vagy miitéttel, célzott besugéarzassal és/vagy
immunterapiaval kezdddik. Ma ugy latjuk, hogy az uj terapids lehetdségek, mint a célzott és
immunoldgiai terapiak hatékonyabbak, mint a korabban alkalmazott kezelések, mivel ezek mar
célzottan az adott daganat ellen sz6lnak. Ezzel egyiitt a tumor ellenes gyogyszerekkel szembeni
rezisztencia tovabbra is ndvekszik.

1.1.1 Bdrrak

Az emberi bor 3 {6 rétegbdl all: az epidermiszbdl, a dermiszbdl és a hypodermisbdl. Az
epidermisz, a legkiilsé réteg kiilonbozd sejttipusokbol all, beleértve a melanocitakat és a
keratinocitakat, ezeknek a sejttipusoknak barmilyen hib4ja boérrdkhoz vezethet. Az Egyesiilt
Allamokban a rakos betegek kozel felénél borrakot diagnosztizaltak, ami az egyik leggyakoribb
rakfajta. A borrak egyik f6 tipusa: a melanoma, amely a melanocitak bérdaganata, évente kozel
132 000 uj esetet regisztralnak, és ez az 6sszes borrak 4%-at teszi ki. A boérrakos haldlozasok 75%-
at szintén a melanoma okozza, ami a boOrrdk leghaldlosabb forméjava teszi, és a vilag hat
leggyakoribb rakkal 6sszefliggd haldlozasanak egyik oka. Masik 6 tipus pedig a nem melanéma
bérrak (NMSC), amely a keratinocita sejtekbél szarmazo bérrak. Evente csaknem 2-3 milli6



megbetegedést jelentenek vilagszerte, ami az egyik legtobbszor diagnosztizalt rosszindulata
daganatos megbetegedések kozé sorolja, az 6sszes bérrakos eset 95%-at ez a daganattipus adja.

1.1.2 Breast Cancer

Az emlérak altalaban emldszovetbdl, a lebenyekbdl vagy a tejcsatorndk belséd falabol indul
ki. Jelenleg az emldrdk a leggyakrabban diagnosztizalt raktipus az Osszes rakos megbetegedés
kozott, killonosen a nék korében. Az Egyesiilt Allamok 2022-es statisztikai szerint a Kr. e. a 4.
rakos halédlozési ok vilagszerte mindkét nemben, és a 2. rakhalal oka a nék korében. A BC tobb
mint 2,2 milli6 4j esetet és koriilbeliil 685 000 uj halalesetet jelent. A korai stadiumt BC, amely a
mellre korlatozddik vagy a honalj nyirokcsomoira terjed, gyogyithatd. Mig az elérehaladott BC,
amelyet metasztazisok ¢és a kdrnyezo szervek behatoldsa jellemez, nem gydgyithatd, de a tiinetek
szabalyozasa és az élet meghosszabbitdsa szempontjabol kezelhetd. Szamos kockazati tényezd
vezethet a BC-hez, tobbek kozott a nem, a dohanyzas, a sugarzas, a genetikai torténelem, a
genetikai mutaciok, az életkor, a vegyszerek, a gydgyszerek. A BC két {6 tipusa, a
hormonreceptor-pozitiv (progeszteronreceptor (PR) vagy 0Osztrogénreceptor (ER)-pozitiv) és
harmas negativ emlérak (ER, PR és human epidermalis novekedési faktor receptor-2 (HER2)-
negativ).

1.2 Tumor terapia

A kozelmultban a rakkutatés és az orvosi kutatasok 6 célja ij moédszerek kidolgozasa a rak
kezelésére. Igy a kivalasztott kezelés a rak tipusatol, elhelyezkedésétdl, a daganat méretétdl, a
progresszio stadiumatol fiigg, figyelembe véve a nem tumoros sejtekre gyakorolt hatasukat is.

1.2.1 Kemoterdpia

A kemoterapia a diagndzis utan a leggyakrabban alkalmazott terdpia a tumorok kezelésére
miitét eldtt vagy utdn. A kemoterdpia barmely tumorellenes (citotoxikus) gyogyszer (nem
specifikus) alkalmazasa. A kemoterapids szerek altalaban a sejt DNS-¢t/vagy a sejtosztodasban
szerepet jatszo folyamatokat veszik célba, hogy elpusztitsdk a gyorsan osztodd rakos sejteket,
beleértve sajnos, a daganatot koriilvevé normal sejteket is. A kemoterapias szerek kiilonbozo
csoportjait a hatdsmechanizmustol fiiggden osztidlyoztak, beleértve az alkilezd agenseket,
topoizomerazokat, mikrotubulus célz6 agenseket, antimetabolitokat és antibiotikumokat.

Sajnos ezeknek a gyogyszereknek sulyos mellékhatasai vannak, beleértve a hajhullast, az
étvagytalansagot, a fertézések megndvekedett esélyét, a vérzést, az idegi szovéddményeket és a
faradtsagot. A célzott, kizardlag a daganatos sejtek ellen feljetesztett szerek, antitestek vagy
specifikus sejtfelszini inhibitorok fejlesztése és alkalmazasa hatékonyabb kezelési lehetoségeket
nyithat.



1.2.2 Célzott és Immunterapidk

A célzott terapia olyan antitestek, kis molekuldju inhibitorok vagy oralis gyogyszerek
alkalmazasa, amelyek valamilyen m6édon modosithatjak a rakos sejteket, és korlatozott hatassal
vannak a normal sejtekre. Az immunterapia ezzel szemben a péaciens sajat természetes védekezd
rendszerének — az immunrendszernek — a rak elleni kiizdelemben valé felhasznalasan alapul.
Ennek ellenére egyetlen célzott terdpia vagy kemoterapia sem 100%-ban hatékony, mivel a rakos
sejtek valtoznak és rezisztenciat szereznek a rendelkezésre allo gyogyszerekkel szemben.

1.2.3 Kemoterapia rezisztencia

A rékos sejtek kiillonb6z6 mechanizmusok révén menekiilnek el és allnak ellen a terapias
szereknek, ezt gyodgyszerrezisztencianak nevezziik. Az rezisztencianak két fo tipusa ismert: a
primer/intrinsik és a szerzett rezisztenia. Az intrinzik rezisztencia egyrészt az, amely mar a terdpia
megkezdése elétt megvolt a rakos sejtekben, példaul bizonyos gének mutacidja. A szerzett,
masodlagos rezisztenci az a folyamat, amelyben a radkos sejtek a rakellenes szerekkel végzett
hosszan tartd kezelés kovetkeztében szerrezisztenciat alakitanak ki. Ez az eset all fenn, ha a rakos
sejtek pozitiv valaszt mutatnak a terapidkra a kezelés elsé szakaszaban, de késébb rezisztensé
valnak.

1.2.4 A gyulladassal Gsszefiige6 Kemoterapia Rezisztencia

Az immunrendszer fontos szerepet jatszik a rdk kezelésében; azonban a gyulladds rak
progresszidjanak ¢s a gyogyszerrezisztencia kialakulasnak is indikatora lehet. Egyre tobb
bizonyiték tamasztja ald, hogy a kemoterapia altal kivaltott gyulladas felelés lehet a
kemorezisztencia és az attétek emldrdkban. A gyulladast a tumorok kulcsjellemzdjének tekintik,
kiilondsen a kronikus gyulladast, ahol a rosszindulat daganatok kockazata tipikusan emelkedik.
Valojaban a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim egyike azon enzimeknek, amelyek a kezelések soran
kialakulé akut gyulladasbol kronikus gyulladassa alakitjak a folyamatokat.

Figyelembe véve azonban a rakos gyogyszerrezisztencia Osszes mechanizmusat és
tényezdjét; Az apoptosis hianya kulcsszerepet jatszik a rakterapidval szembeni rezisztenciaban,
mivel az apoptosis hianya a daganatok egyik legfébb jellemzoje.

1.3 Mitokondriumok

A mitokondriumokat, amelyeket évszazadok o6ta a sejtek dinamikus erémiiveiként ismertek,
a sejt egyik legfontosabb intercelluléris anyai 6roklott organellumanak tartjdk. A mitokondriumok
két f6 membrant tartalmaznak, a kiils6 és a bels6 membrant, amelyeket intermembran tér valaszt
el egymastdl a mitokondriumok belsejében a matrix talalhatd. A kiilsé mitokondridlis membran
(OMM) fehérje alapti porusokat tartalmaz az ionok €s a nagy molekuldk athaladasahoz. Mig a
belsé membran sziikebb, féleg az elektrontranszport lanc taldlhaté benne, ahol adenozin-trifoszfat



(ATP) keletkezik. A mitokondrialis matrix citromsavciklust és egyéb anyagcsereutvonalakat
tartalmaz, melyek redukalt kofaktorok termelnek a 1égzési lanc szadmara. Osszefoglalva, a
mitokondriumok elengedhetetlenek az ATP-termeléshez, a metabolikus jelatvitelhez, a redox
homeosztazishoz, valamint a proliferacidhoz és az apoptotikus utvonal szabalyozdsdhoz. A
mitokondriumok metabolikus valtozasai azonban szamos betegséggel, koztik a rakkal is
Osszefiiggésba hozhatok. Megjegyzendd, hogy a mitokondriumok szabdlyozzdk az intrinsic
apoptozist, amely az egyik legfontosabb tvonal a sejtek homeosztazisanak fenntartdsdban, hidja
gyakran daganatos megbetegedéskehez vezet. A mitokondriumok, mit terdpids célpontok a
rakellenes gyogyszerek fejlesztdinek 0j stratégiai célpontjaiva valtak.

1.3.1 Mitokondrialis apoptotikus utak

Az apoptdzis (programozott sejthalal) a sejthaldl egy erésen szabdlyozott formaja a normal
sejtpopulacio fenntartdsa érdekében. Az apoptotikus utvonalak egyik szabalyozasi zavara a
karcinogenezis. Az apoptozis két f6 ttja: intrinsic Git, mas néven mitokondrialis apoptdzis, amely
kiilonboz6 fehérjecsaladokat foglal magaban, beleértve a BCL-2-t, a csak BH3-fehérjék csaladjat,
a kaszpaz-9-et, az Akt-t, az apoptotikus indukalé faktort (AIF) és masokat. Ezt a fajta apoptdzist
szamos szignal indukalja, mint példaul DNS-karosodds, mitogének elvesztése, reaktiv
oxigénfajtak (ROS) szintjének novekedése, kemoterdpias szerek, citokrom C (Cyt c) és kalcium
(Ca?") thlterhelés a mitokondriumokban. Az extrinsic utvonal viszont magaban foglalja a
sejtfelszini haldl receptor FAS-asszocidlt death domain protein (FADD) vagy tumor nekrozis
faktor (TNF) receptor tagjait kiils6 szignalok, példaul gyogyszerek, hormonok és/vagy patogén
effektorok altal. A downstream kaszpaz-8 és a Bid fehérje aktivalasa, amely szerepet jatszhat a két
apoptotikus Ut kozotti athallasban. Ennek megfeleléen mindkét ut apoptozist indukald hatasat az
effector kaszpaz-3 downstream aktivacioja inditja el.

1.4 Kis molekulak terapias szerepe

2001-ben a tirozin-kinaz inhibitor (TKI) volt az elsé kis molekula, amelyet az Egyesiilt
Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosaga (FDA) hagyott jova. Jelenleg mar 42 kis
rakellenes FDA 4ltali jovahagyasa tortént meg. A kis molekuldk irant nagy az érdeklodés és az
igény a rakkezelésben, annak ellenére, hogy a makromolekulak, kiilonosen a monoklonalis
antitestek felhasznalasa is jelentds. A kismolekulak elényei az alacsony koltségek,
farmakokinetikai tulajdonsagok, gydgyszertarolas ¢és -szallitds, kedvezd betegcompliance,
felszivodasi mod, és ami még fontosabb hatdsmechanizmusuk, a jelatvitel gatlasa. Ezen kiviil a kis
molekulak sejtmembranjan és vér-agy gatjan is konnyebben athatolnak, mint a makromolekulakeé,
ami az antitestek felhasznalasanak pl. egyik korlatja.



1.5 Desethylamiodarone (DEA)

Napjainkban nagy érdeklddés dvezi a kis molekuldji célzott gyogyszereket hatékonysaguk,
koltségiik, tarolasuk, szallitisuk és farmakokinetikai tulajdonsagaik miatt. igy a mono-N-dezetil-
amiodaron (Desethylamiodarone-DEA), egy kis farmakologiailag aktiv vegyiilet, a széles korben
hasznalt antiarrhythmias gyogyszer, az Amiodaron (AM) f6 metabolitja. Az AM (2-butil-3-
benzofuranil-4-[2-(dietilamino_-etoxi]-3,5-dijod-fenil-keton-hidroklorid) az  FDA  altal
jovahagyott II1. osztalyt antiaritmids gyogyszer kiillonféle szivbetegségek kezelésére, beleértve a
kamrai és szupraventrikularis aritmiakat. Altalaban az AM 5,7 uM-nal kisebb ajanlott szérum
terapiasdoziso, szajon at adva, felezési ideje 14-59 nap Az AM metabolizmusa a majban ¢és a
bélfalban oxidaz-fiiggd oxidativ deetilacidval megy végbe citokrém p450 (CYP3A) altal, mely
reakcio terméke a DEA.

A DEA hasonlo elektrofiziologiai hatdssal bir, mint az AM, ahol mindketté az
akciospotencial id6tartamanak meghosszabbitasan dolgozik azaltal, hogy blokkolja a B-adrenerg
receptorokat, a natrium- és az L-tipusi kalciumcsatornakat. Mind az AM, mind a DEA erdsen
kotddik a plazmafehérjékhez, azonban a DEA szérum szintje magasabb, mint az AM szérum
szintje a hossza tava AM kezelés soran 1,7-4,5 uM, illetve 1,6-5,3 uM eliminacidja felezési ideje
miatt. koriilbeliil 40 nap. Az AM aktivitasa nekrotikus sejthalalt, mig a DEA apoptotikus
utvonalakat aktival. A DEA lipofil szerkezetének koszonhetéen; nagymértékben felhalmozodik
(magasabb, mint az AM) a bdérben, a majban, a tiidoben, a szivizomban, a pajzsmirigyben, a
hasnyalmirigyben, de nem a zsirszovetben. Kiilonbozd toxikus mellékhatasok korlatozzdk a
hosszl tava AM-terapiat, ideértve a maj-, bor-, sziv-, tiid6é-, pajzsmirigy-, szem- stb. kezelést.
Annak a ténynek koszonhetden, hogy a DEA és az AM nagymértékben halmozddik a szovetekben
az AM-kezelés utan, ami szaz vagy tobb lehet. ezerszer magasabb, mint a plazmakoncentracioé.
Ezaltal a DEA toxikus hatasaira és szoveti felhalmozodasi tulajdonsagaira alapozva javasoltdk a
rakterapidban valo potencialjat.



2 Célkitiizések

A torténelem sordn a rak elsdsorban a kisebbségek betegsége volt, azonban az utdbbi
idében az emberi populacié tobbségében a morbiditas €és haldlozas vezetd okava valt.
Kovetkezésképpen a rakkutatasi és -kezelési kisérletek folyamatosan bdviilnek, hogy
megtervezzék, azonositsdk és leirjadk a kezelést célzo kiilonbozd raktipusok célpontjait,
mechanizmusait és Gtvonalait. Valojaban a rengeteg rakkutatasbodl szarmazé informaciok fényében
arra toreksziink, hogy a DEA-t tobbféle raktipusra vizsgaljuk. A dolgozat két részre tagolodik,
amelyek szorosan Osszefliggenek, mivel a bor- és mellrdk kezelésének kisérleti adataival
foglalkoznak.

- A DEA tumor ellenes hatdsanak vizsgalata B16F10 metasztatikus melanoma sejtekben, és
in vivo tiiddmetasztazis modellen. In vitro sejt életképességet, a sejtciklus szabalyozasat,
az apoptozist, a reaktiv oxigénfajtak (ROS) képzddését, a kolonia forméciot. és a
mitokondrialis folyamatokat, beleértve a mitokondrialis 1égzésilancot, a mitokondrialis
permeabilitasi &tmenetet (mPT) és a mitokondridlis membranpotencialt (A¥Ym) vizsgaltuk.

- A DEA in vitro celluléris és mitokondriélis hatdsdnak tanulmanyozasa €s 6sszehasonlitasa
kiilonb6z6 emldé tumor sejteken. Beleértve a sejthalalt, a sejtmigraciot, a mitokondrialis
légzdlancot, a mitokondridlis dinamikat ¢és fragmenticiot, a mitokondridlis
membranpotencialt (A¥Ym). vizsgaltuk a TNBC sejtek DEA kezelés soran aktivalodo
rezisztencia mechanizmusait.
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3 Eredmények és Diszkussio 1.0

3.1 Eredmények 1.0

3.1.1 A DEA hatasa a B16F10 melanomasejtek életképességére

A DEA BI6F10 sejtekre gyakorolt hatdsanak attekintése érdekében egy rovid tavu
vizsgalatot végeztiink. A sejteket 3-12 oran keresztiil 5 vagy 10 uM DEA-val kezeltiik, miel6tt az
SRB vizsgélattal meghatdroztuk ¢életképességiiket. A DEA statisztikailag szignifikans
antiproliferativ és sejthalalt indukald hatast fejtett ki a sejteken id6- és koncentraciofiiggd modon.
Ezért tovabb elemeztiik a DEA altal kivaltott sejthalalhoz hozz4ajarul6 lehetséges ttvonalakat. Bar
5 uM-nal és legfeljebb 6 oras inkubalasnal ez a hatas nem érte el a statisztikai szignifikanciat.

3.1.2 DEA koldnia képzddésre gyakorolt hatasa

A kolonia képzdédés vizsgalata sordn alacsonyabb gydgyszerkoncentraciot és hosszabb
expozicids id6t hasznaltunk. Ennek megfelelden arra torekedtiink, hogy felmérjiik a DEA hatasat
a B16F10 sejtek koloniaképzd képességére. A sejteket 0-3 uM DEA-val kezeltiik 7 napig, majd a
> 0,5 mm-es telepeket megszamoltuk. Mint azt tapasztaltuk, a DEA szignifikdnsan csokkentette a
telepek szamat és méretét még a legalacsonyabb alkalmazott koncentracido mellett is. Ezek az
adatok azt mutatjak, hogy a DEA sejthalalt indukalhat, és alacsony mikromolaris koncentracioknal
gatolja a koloniaképzddést.

3.1.3 A DEA apopt6zis indukald mhatasinak vizsgélata B16F10 sejteken

A sejthalal kiilonbozé mechanizmusu lehet, elsésorban nekrozis vagy apoptozis. Erdekelt
benniinket a DEA 4ltal kivaltott sejthalal modozatanak vizsgélata. Ehhez aramlasi citometriat
hasznaltunk a Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay segitségével. Megfigyeltiik, hogy a DEA
dozisfiiggd modon novelte a teljes apoptozis aranyat. A teljes apoptozis aranya 34,61 £ 2,17% 5
¢és 73,71 + 3,12% 10 uM DEA esetében, szemben a kontroll 10,11 + 1,97%-kal. Alacsonyabb
DEA-koncentracional a korai apoptdzis aranya meghaladta a késéiét, magasabb koncentracional
azonban a késdi apoptozis dominalt

3.1.4 A DEA hatasa a sejtciklusra B16F10 sejtekben

crer

sejthalalt indukal. A sejthalal és sejtosztodas nettd eredménye azonban a sejtburjanzas. Igy
sejtciklus-analizist végeztiink a proliferacié masik aspektusanak tanulmanyozasara. Azt talaltuk,
hogy a GO/G1 fazisban 1év6 sejtek szazalékos aranya 56,75 £+ 1,73%-161 (0 uM) fokozatosan 63,9
+ 1,94%-ra (5 uM) és 75,91 + 2,67%-ra (10 uM) nétt. Ugyanakkor az S és G2/M fazisu sejtek
szdzalékos ardnya csokkent. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a DEA mindkét koncentracioban
sejtciklus leallast indukalt a GO/G1 fazisban, ami hozzajarulhat a B16-F10 sejtproliferaciora
gyakorolt altalanos gatlo hatasahoz.
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3.1.5 A DEA hatésa a mitokondrialis membrian (MM) permeabiliziciojara B16F10 sejtekben

Felmértiik a DEA hatasat az MM integritasara a Cyt ¢, Opal, AIF, Bad, hasitott kaszpaz-3
¢s Akt expressziojara, lokalizaciojara és aktivaciojara gyakorolt hatisanak meghatarozasaval.
sejtekbol teljes sejthomogenizatumot, illetve ezzel parhuzamosan mag- és citoplazmatikus
frakciokat készitettiink, majd immunblot analizisnek vetettiik ald. 10 uM koncentracioban a DEA
koncentraciofiiggé modon ndvelte a Bad egyensulyi szintjét és csokkentette a Bad foszforilaciojat.
Mindkét hatas pro-apoptotikus iranyba tolja el az egyensulyt. Ennek megfeleléen a DEA indukalja
a kaszpaz-3 hasitasat, valamint a Cyt ¢ és az Opal felszabadulasat az AIF citoszoljaba és nukledris
befolyasolta volna az enzim egyensulyi szintjét. Ezek az adatok azt mutattak, hogy a DEA MM
permeabilizaciot okozott..

3.1.6 A DEA membranpotencidlra gyakorolt hatasa A%m

Membranpotencial-fiiggd fluoreszcens festéket, a JC-1-et hasznaltuk, amely pozitiv toltése
miatt a mitokondriumokban halmozddik fel.A sejteket 3 6ras DEA kezelést kdvetden vizsgaltuk.
A > 5 uM DEA-val végzett kezelés jelentésen depolarizalta az intakt B16F10 melanomasejtek
mitokondriumait.

3.1.7 A DEA mitokondrialis fragmentaciéra gyakorolt hatasa B16F10 melanoma sejtvonalon

A A¥m véltozasa mitokondridlis fragmentaciot eredményez, ami felveti annak lehetdségét,
hogy a DEA-kezelés is ilyen hatast valt ki. Ennek a lehetéségnek a tesztelésére konfokalis
fluoreszcens mikroszkopiat végeztink DEA-val kezelt B16F10 melanomasejteken, amelyeket
atmenetileg transzfektaltunk mitokondrium-célzott vords fluoreszcens fehérjét (mtRFP)
expresszalo vektorral. A 3 oras kezelés 10 pM DEA-val a 25 puM ciszplatin altal okozott
mitokondridlis fragmentaciot eredményezett. Bar az 5 uM DEA-val végzett kezelés altalaban
novelte a mitokondridlis fragmentacidt, a kontrolltél vald eltérés nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét.

3.1.8 A DEA mitokondrialis energiamteabolizmusra gyakorolt hatdsa B16F10 melanoma
sejtvonalon

Tekintettel arra, hogy a DEA-kezelés depolarizalta a AYm-t, amely az ATP szintézis egyik
f6 meghatarozoja, a kovetkez 1épésben megvizsgaljuk a DEA-kezelés hatasat a B16F10 sejtek
energiaanyagcseréjére. A Seahorse XF Cell Mito Stress Test segitségével monitoroztuk a sejt
oxigénfogyasztasi aranyat (OCR), amely a mitokondriélis 1€égzés indikatora, és az extracellularis
savasodasi ratat (ECAR), amely az aerob glikolizis mutatdja €16 B16F10 melanomasejtekben. A
sejteket 5 vagy 10 uM DEA-val kezeltiik 3 oran keresztiil, majd 75 percig monitoroztuk az OCR-
t és az ECAR-t. A DEA-kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan a bazalis légzést vagy a
protonszivargast, bar 10 uM DEA az elébbit csokkentette, az utobbit pedig ndvelte. Ezzel szemben
10 uM DEA elnyomta a maximalis 1égzést, az ATP-termelést és a kapcsolodasi hatékonysagot;
ezek koziil az utolso azt jelzi, hogy a 1égzés milyen szorosan kapcsolodik az ATP szintézishez. A
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DEA koncentracio fiiggd modon csokkentette a nem-mitokondrialis oxigénfogyasztast és a
tartalék 1€gzési kapacitast, akar a maximalis €s a bazalis 1égzés kiilonbségében, akar aranyaban
kifejezve. Bar nem befolyasolta az alap fermentativ ATP szintézist, a DEA koncentracio fiiggd
moédon csokkentette a laktat felhalmozodast oligomicin beaddsa utan, jelezve, hogy a gyodgyszer
befolyasolta a glikolitikus gépezetet, valamint a mitokondrialis 1égzdélancot.

3.1.9 A DEA hatdsa az mPT-re ép B16F10 melanoma sejtekben

Ep 616 sejtekben mértiik az mPT-t egy 96 lyukt automatizalt, nagy tartalmé fluoreszcens
képalkot6 rendszer segitségével. Ennek megfeleléen 5 vagy 10 uM DEA-val vagy 1,5 mM CaCl2-
vel (pozitiv kontroll) kezelt melanomasejtek kalcein fluoreszcenciajat kovettiikk acetoxi-metil-
kalcein, CoCl; és A23187 jelenlétében CsA-val vagy anélkiil 3 oran keresztiil. Ahogy az varhatd
volt, 10 uM DEA indukalta az mPT-t, amely CsA-fiiggetlen volt. Ezenkiviil a megemelkedett Ca?*,
amelynek sejtfelvételét az A23187 elbsegiti, hatalmas mPT-t okozott, amely teljesen CsA-fiiggd
volt.

3.1.10 A DEA hatdsa a tiiddmetasztazis kialakuldsdra in vivo modellben

A DEA metasztazisképzOdésre gyakorolt hatdsanak értékelésére in vivo tiidometasztazis
modellt alkalmaztunk. Az egér melanoma B16F10 sejteket 6 hetes him C57BL/6 egerek lateralis
farokvénéjaba fecskendeztiik, majd két csoportra osztottuk dket (6 egér/csoport). A 25 mg/kg DEA
vagy a vivOanyag-kontroll intraperitonealis beaddsiat 24 o6raval a tumorsejtek beaddsa utan
kezdtiik, és minden harmadik napon megismételtiik. Ennek megfelelden a DEA-kezelés
csokkentette a tiido tomegindexét és a daganatos csomok szamat. Ezenkiviil korszovettani
elemzést végzett egy szakértd, aki vak volt a hematoxilin és eozin festés utani tiidészovet
mennyiségli melanint tartalmaztak citoplazma granulatumként vagy perinukleéris eloszlasban.
Emellett minden metszetben megfigyelhetd volt az epithelialis melanomara jellemzd aberrans
noduldris proliferacié a broncho-alveolaris régiokban. A kezeletlen és a DEA-val kezelt allatok
A vivOanyaggal kezelt csoportban a csomok jelentés méretiiek voltak, és a tiidé parenchyma
minden részében eloszlottak. Ezzel szemben a DEA csoportban a tumor csomok sokkal kisebb
méretlick voltak, és tulnyomorészt periférias eloszlasban szervezddtek. A morfologiai
megfigyelések szamszerlsitésére a Pannoramic Viewer Imaging System rendszerrel képanalizist
végeztiink véletlenszerlien kivalasztott metszeteken (tiidonként 6), és kiszamitottuk a daganat
teriiletét a tiiddmetszet teriiletének szazalékdban. Amint azt tapasztaltuk, a tumor teriilete
szignifikansan csokkent a DEA-val kezelt allatok tiidészovetében a hordozoval kezelt allatokhoz
képest. Ezek az eredmények teljes mértékben dsszhangban vannak a makroszkopos megfigyelések
eredményeivel, és azt jelzik, hogy a DEA in vivo géatolja a melanoma tumor metasztazisat.
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3.2 Diszkusszio 1.0

A melanoma (metasztatikus) még mindig a borrdk leghaldlosabb formdja, és a vilag hat
leggyakoribb rakkal 6sszefiiggd halalozasi aranyanak egyike. Sajnos a melanoma nagyon ellenalld
a kemoterapiaval szemben, a legtobb kemoterapias szer kudarcot vallott a betegek alacsony
valaszaranya miatt. Kovetkezésképpen ennek a rezisztencianak a f6 oka a melanomaban az
apoptotikus jelatviteli utvonal, a BCL-2 hib4javal kapcsolatos. Az irodalom szerint azonban a
citosztatikus szerek a G1 leallasat és a BCL-2 leszabalyozasat indukaljak. Ez utobbi hatas a p53
tipikus funkcidja, amelyrol kideriilt, hogy a B16F10 melanomasejtek altal expresszalt, nem mutalt
vad tipusi P53. Ezzel a véleménnyel egyetértésben a DEA alacsony uM koncentraciéban
faktorként miikodott. Eloszor a foszfatidil-szerin kimutatdsaval annexin V pozitiv festddésen
keresztiil, felporgeti a P53-at, ami sejtciklus leallashoz vezet a GO/G1 fazisban és a Bad-ban, ami
szintén csokkenti a p-Bad-ot. Koncentracio- és idéfiiggé moédon; A DEA jelentds antiproliferativ
¢s pro-apoptotikus hatést fejt ki a B16F10 sejtekre in vitro, ami arra utal, hogy rakellenes szerként
is hasznilhatd6 a melanoma kezelésében. Ezenkiviil az igy létrejovd apoptozis valdszinlileg
mitokondrialis mechanizmusokat is magéaban foglal, amelyek az Opal, Cyt c és AIF
felszabadulasahoz vezettek a mitokondriumokbol.

Melanomak esetén a sejtciklus G1 fazisszabalyozoi, a D és E tipusu ciklinek, a CDK4/6 ¢és
a CDK inhibitorok terapias célpontként miikddnek. Emiatt meghataroztuk a DEA hatasat a
sejtciklusra, valamint a metasztazis indukalé markerekre, a ciklin D1-re és CDK2-re, a p53
tumorszuppresszorra, valamint a p21 és p27 sejtciklus inhibitorokra. Amint azt megfigyeltiik,
koncentraciofiiggé modon a DEA csokkentette a sejtproliferaciot a GO/G1 fazisban 1évo sejtek
szamanak novekedésével, amit a ciklin D1 és CDK2 csokkent steady state szintje, valamint a p21,
p27 és p53 szint ndvekedése kisért. Tekintettel arra, hogy a p53 gén nem mutalt a B16F10
sejtekben, a DEA altal megfigyelt G1 fazis leallas valdsziniileg a p21-en keresztiil tortént, p53-
fiiggd modon.

A melanoma proliferacios rataja és tiidometasztazis képzddése viszonylag magas. Ebben az
esetben telepképzési és invaziv ndvekedési kisérleteket végeztiink, hogy teszteljiik a DEA hatasat
a melanoma migracios és koloniaképzd képességére. Eredményeink azt mutattak, hogy a DEA a
kontrollhoz képest 50% ala csokkentette a koloniaképzddést 2 uM DEA koncentracid mellett

crer

megsziintette a melanoma invaziv novekedését.

A sejtproliferacio €s az apoptozis kozotti egyensuly meghatarozza a tumor progresszidjanak
sebességét. Ezért kimutattdk, hogy az intracellularis tulélést eldsegitd jelatviteli kaszkadok,
példaul a foszfatidil-inozitol-3-kinaz/Akt Gtvonal allando aktivalasa jelentésen fokozza a rak
progresszidjat. Az Akt, amely konstitutivan aktiv melanomaban, serkenti a sejtproliferaciot és a
tulélést azaltal, hogy elnyomja a belsé apoptoézist és fokozza a sejtciklus eldrehaladéasat. A
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kiilonb6zo daganatok progresszidja és rosszindulati daganata gyakran osszefliggésbe hozhat6 az
Akt konstitutiv aktivalasaval, amely szdmos proapoptotikus fehérjét inaktival foszforilacioval,
mint példaul a Bad és a kaszpaz 9 a Ser196-nal. A melanomasejtek invazivitasa és attétképzo
képessége Osszefligghet az Akt gyakran megfigyelt magas bazélis aktivitasaval ezekben a
sejtekben. Eredményeink azt mutattdk, hogy a B16F10 sejtekben, a B16 egér melanoma erdsen
invaziv variansaban az aktiv, foszforilalt Akt magas alapszintje dozisfiiggden csokkent a DEA-
kezelés hatdsara. Az Akt aktivalasanak ez a csdkkenése hozzdjarulhat a DEA sejtciklusra és
apoptozisra gyakorolt hatasaihoz.

A mitokondriumok aktivan részt vesznek a rak kialakuldsanak minden szakaszaban,
beleértve a karcinogenezist, a metasztazisokat, a tilélést, valamint a terapias rezisztenciat. Fontos,
hogy az OMMP jelentOs tényez6 a mitokondriumokhoz kapcsolodd apoptdzisban, amelyet a pro-
¢s anti-apoptotikus BCL-2 fehérjecsalad szabalyoz. Az apoptdzissal szembeni rakrezisztencianak
jellemzden az e fehérjék kozotti egyensuly felborulasa, a pro-apoptotikus hatés leszabalyozasa és
az anti-apoptotikus BCL-2 felfokozéasa. Eredményeink szerint a 6 6éras DEA-kezelés képes volt
OMMP-t indukalni a pro-apoptotikus BCL-2 csaladtag Bad steady-state aktivaciojanak
fokozasaval és foszforilaciojanak gatlasaval. Az OMM permeabilizacidja ezutan a Cyt ¢
felszabadulasat eredményezi a citoszolban, aktivalva a kaszpaz-fiiggd apoptozist a kaszpdz-3
aktivalasaval, valamint az AIF felszabaduldsat a mitokondriumokbol a sejtmagba, ahol a kaszpaz-
fiiggetlen apoptdzisban jatszik szerepet. kromatin kondenzaciot és DNS fragmentaciot indukal. Az
AIF felszabadulasa azonban az mPT porusok megnyitasanak eredménye lehet, mivel az AIF egy
IMS fehérje.

Az mPT porus az OMM ¢és az IMM kozott helyezkedik el, kinyitasakor a vizhez €s az oldott
anyagokhoz legfeljebb 1,5 kDa méretli atjutast képez, ami végiil IMS fehérjék, példaul EndoG,
Cyt c és AIF felszabadulasdhoz vezet. . Eredményeinkkel teljes Osszhangban az AIF
felszabaduldsa az mPT porusok felnyildsanak koszonhetd, 10 uM DEA CsA-fiiggetlen mPT-t
eredményez. Ezen tilmenden, a Ca?*, amely az mPT pérusnyilasanak fo oka, CsA-dependens
MPT-t indukalt, ami tobb volt, mint amit 10 uM DEA indukalt. Megjegyzendd, hogy az mPT
pérusainak folyamatos megnyitasa kiilonb6z6é mitokondrialis folyamatok megzavardsdhoz vezet,
beleértve a A¥Ym elvesztését.

A A¥m nélkiilozhetetlen a sejtek taléléséhez, mivel dontd szerepe van az ATP-termelésben,
a ROS-termelésben, a mitokondrilis fehérjék szallitasaban és a halozati dinamikaban, valamint
az apoptozis szabdlyozdsdban az IMS pro-apoptotikus fehérjék felszabadulésaval.
Kovetkezésképpen az OMMP és mPT porusnyildsok a A¥m depolarizaci6 indikatorai. Ebben az
esetben kimutattuk, hogy a 3 6rds DEA-kezelés depolarizaciot és a A¥Pm részleges elvesztését
valtotta ki. Ennek ellenére az ép A¥m kozvetleniil befolydsolja a mitokondrialis dinamikéat, féleg
a mitokondridlis fizi6t. A mitokondridlis fizionak és a hasadasnak egyensulyban kell lennie, mivel

crcr

az L-OPA1 fehérje szabalyozza, amikor hasitott; felszabadul a citoszolba, eredményeink teljes
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0sszhangban, a 6 6ras DEA kezelés képes volt OPA1 hasitast és a citoszolba valo felszabadulast
indukalni, jelezve a fzid elvesztését, ami szintén hozzajarul a Cyt ¢ felszabaduldsahoz a
mitokondrialisbol, mivel hatalmas A Cyt ¢ mennyisége a cristae junctionban tarolodik, amelyet
szintén az L-OPA1 szabalyoz. Ezenkiviil a fizi6 elvesztése mitokondridlis fragmentacidohoz vezet,
ami a mitokondridlis apopt6zis és a mindség-ellendrzés egyik jellemzdje, mivel a fragmentalt
mitokondriumokat a mitofagia eliminalja. A terapia keretében a ciszplatin, a kiillonbozd tipust
rosszindulati  daganatok kezelésére haszndlt kemoterdpids gyogyszer, mitokondrialis
fragmentaciot valt ki, azonban alkalmazasa a nefrotoxicitasi mellékhatas miatt még korlatozott. A
folyamatrol alkotott képiink teljessé tétele érdekében mitokondrialis fragmentacios kisérletet
végeztiink, és igy 3 oran beliil a DEA-kezelés mitokondrialis fragmentéaciot valtott ki, amely
Figyelembe véve, hogy a fuzidhoz sértetlen A¥m sziikséges, €s a DEA kompromittalt A¥Ym-et,
ugy tlinik, hogy a DEA el6segiti a mitokondrialis fragmentaciot azaltal, hogy gatolja a fuzidt, ami
tovabbi vizsgalatokat igényel annak megallapitdsdhoz, hogy hasadasfiiggd vagy fliggetlen. A
késobbi hatds hozzajarulhat a DEA citotoxikus tulajdonsagaihoz, hogy korlatozza az in vivo
melanoma metasztazisokat

Mint fentebb emlitettiik, az é¢p A¥Ym kritikus szerepet jatszik az ATP termelésben. Mivel a
rakos sejtek kovetik a Warburg-effektust, ami megmagyardazza az OXPHOS helyett glikolizis
alkalmazasat rdkos sejtekben ATP-termelésre, a metasztatikus sejtek megndvekedett
mitokondrialis ATP szintézissel rendelkeznek. Valdjaban 10 uM DEA-koncentracid gatolta mind
a mitokondrialis, mind a glikolitikus ATP szintézis utakat, mikdzben csokkentette a fermentativ
glikolizist és a nem mitokondridlis oxigénfogyasztast, valamint csokkentette a maximalis 1€gzési
¢s kapcsolddasi hatékonysagot. A B16F10 sejt energiaanyagcseréjére gyakorolt hatdsok alapjan a
DEA igéretes rakterapias jeloltként.

Ezzel egyiitt az in vitro sejttenyésztési kisérletek nagyon rosszul tiikrézik a human
tanulmanyokat; ezért a terapias dozist in vivo kell meghatdrozni. Mivel a metasztazis a
rosszindulati rédkos sejtek alapvetd tulajdonsdga, amellyel egy bizonyos rdk a daganat elsd
megjelenési helyérdl a test tavoli helyeire terjed. A rak attét altali kigjulasa a rdkos betegek
haldlozasdnak koriilbeliil 90%-aért felelds, ami a rakellenes terapia f0 célpontjava teszi. A
metasztazis egy sor egymast kovetd 1épésben megy végbe, beleértve az invazidt, az intravazaciot,
a talélést és a keringési rendszerben torténd transzlokaciot, az extravazaciot és a tulélést egy uj
szervben. Korlatai kozott a B16F10 tiidometasztazis modell e folyamat 1€péseinek tobbségét
utdnozza. A 16 napos peridodus sordn tobb nagy daganatldkusz alakult ki a tiidében, amikor
B16F10-et adtak az 4llatok farokvéndjaba. Ezek a 16kuszok a szovetteriilet kozel 30%-at képviselik
a tiidoszakaszokban. A DEA mind a tumor lokuszok szamat, mind méretét csokkentette, €s arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a gyogyszer képes csokkenteni az in vivo metasztazis képzddést.
Megjegyzendd, hogy a B16F10-et metasztatizalo tulajdonsdguk alapjan szelektaltak, ezért
alacsony immunogenitasu. A sejtek azonban egér szovettenyészetbdl szarmaznak, és nem human
primer tumor eredetiick. Emiatt tovabbi vizsgélatokra van sziikség, lehetdleg primer human
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melanomak felhasznalasaval a DEA potencialjanak megallapitasara a metasztatikus melanomak

crer

crer

alapjan, amely valdban csokkenti a AWY-t; mitokondrialis fragmentacidt valt ki; csokkenti a
maximalis 1égzést, az ATP-termelést, a kapcsolodasi hatékonysagot, a glikolizist és a nem
mitokondrialis oxigénfogyasztast; és CsA-fiiggetlen mPT é¢s OMM permeabilizaciot indukal.
Mindezek a hatadsok a gydgyszer gyors (3—12 6ras) citotoxicitasat, valamint a DEA hossza tava
(24-72 oras) citotoxicitasat és az in vivo metasztazis elnyomo képességét okozhatjak.

3.3 Eredmények 2.0

3.3.1 DEA altal indukat apoptotikus sejthalal emlérak sejtvonalakban

A DEA antineoplasztikus potencidl jeleit mutatta a BI16F10 terdpids rezisztens
raksejtvonalban. Ennek megfelelden értékeltik a TN 4T1 BC vonal sejthalal folyamatara
gyakorolt hatasat a HR+ MCF-7 vonalhoz képest. Aramlasi citometriat hasznaltunk a Muse™
Annexin V & Dead Cell Assay kittel a DEA altal kivaltott sejthaldl modjanak vizsgalatara. A
sejteket 5 és 10 uM DEA-val kezeltiik 24 oran keresztiil az aramlasi citometrias analizis el6tt.
Koncentraciofiiggd modon a DEA korai, majd késéi apoptozist indukalt. Alacsonyabb DEA-
koncentracional a korai apoptdzis aranya meghaladta a késoiét; magasabb gydgyszerkoncentracid
mellett azonban mindkét BC sejtvonalban a késdi apoptdzis dominalt. A teljes apoptozis aranya
azonban 28,18 £ 6,34% 5 és 56,05 + 5,12% 10 uM DEA esetében a 4T1 sejtvonalban, szemben az
5és 78,4 7% uM DEA 71,14 + 6,39%-0s apoptdzisi aranyaval. Az MCF-7 sejtvonalban megfigyelt
DEA, ami azt jelzi, hogy az MCF-7 sejtek érzékenyebbek voltak a DEA-kezelésre, mint a 4T1
sejtek.

3.3.2 A DEA mérsékelte a mellrak sejtvonalak invaziv novekedését

A sejtmigraciot, a rak invazivitdsanak egyik fontos aspektusat gyakran a sebgyogyulasi teszt
segitségével értékelik, melynek soran MCF-7 és 4T1 sejtek félig konfluens monorétegeibe ejtettiik
a sebet, és kezeltiik dket 0, 5 vagy 10 uM DEA-val. 12 6ra. A TNBC sejtek sejtmigracioja
intenzivebb volt, ami a seb szinte teljes lezarasat eredményezte 12 6ran beliil, mig a HR+ BC
sejtvonal koriilbeliil 40%-o0s gyogyulast ért el ugyanezen id6 alatt. A 10 uM DEA kezelés teljesen
megakadalyozta a sebgyogyulast a 4T1 sejtvonalban, mig az MCF-7 sejtvonalban a seb szélén
elpusztul6 sejtek miatt seb sulyosbodasat okozta. 5 uM koncentraciondl a DEA-kezelés kevésbé
kifejezett hatast valtott ki a sebgyogyuldsban, mint 10 pM-nal. A sebgyogyulasi vizsgalat
kiegészitéseként xCelligence Real-Time Cell Analysis (RTCA) rendszerrel értékeltiik az MCF-7
¢és 4T1 sejtek invaziv ndvekedését. A sejteket 0, 5 vagy 10 uM DEA jelenlétében tenyésztettiik 24
oran at, és a sejtek invaziv novekedésével aranyos sejtindexet valos iddben kovettiik. A DEA
koncentraciofiiggd modon csokkentette az invaziv ndvekedést mind az MCF-7, mind a 4T1
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sejtekben. A sebgyogyulasi kisérlet eredményeihez hasonléan az MCF-7 érzékenyebb volt a
gyogyszerre, mint a 4T1.

3.3.3 A DEA sejthalal folyamatara gyakorolt hatasanak vizsgalata emlOrak sejtvonalakban

Annak érdekében, hogy nagyobb betekintést nyerjink a DEA altal BC sejtvonalakban
indukalt apoptotikus utvonalakba, elemeztik az Akt aktivaciot, a BCL-2 csaladtagok
fehérjeszintjét, beleértve a pro-apoptotikus Bad és Baxot és az antiapoptotikus BCL-2-t, valamint
a kaszpaz-3 hasitast és kaszpazt. A PARP -3 altal kozvetitett hasitdsa, amelyek mind a
mitokondrialis apoptotikus utvonal riporterei. Az Akt foszforilacidja a Serd73-nal
koncentraciofiiggd modon csokkent, mig a teljes Akt allanddé maradt. Ezt a Bad foszforilacios
szintjének jelentds csokkenése kisérte a Ser136-nal, mikozben a Bad fehérje altalanos szintje
mindkét sejtvonalban alland6é maradt. Azt is megéllapitottuk, hogy a DEA valoban dozisfiiggd
novekedést eredményezett a p53 fehérje mennyiségében a 4T1 sejtekben. A Bax szintek
szignifikans novekedését is mértiik, mig a BCL-2 szint csokkent. Tovabba azt talaltuk, hogy a
DEA-kezelés egy 19 kDa-os kaszpaz-3 hasitasi intermedier, valamint a hasitott poli(ADP-rib6z)
polimeraz (PARP) mennyiségének ndvekedéséhez vezetett. Osszességében ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a DEA MCF-7 és 4T1 sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsa két apoptotikus
utvonal, a PI3K/Akt ttvonal és a mitokondridlis utvonal legalabb részleges aktivaldsanak
koszonhetd.

Tanulmanyoztuk a DEA hatasat a COX-2 fehérjeszintre a 4T1 és MCF-7 sejtvonalakban. A
TN BC sejtvonalban jelentds steady-state COX-2 szintet detektaltunk, mig a HR+ sejtvonalban
alig haladta meg a kimutatasi hatart. Ezenkiviil a DEA koncentraciofiiggd modon novelte a COX-
2 szintet csak a TN 4T1 sejtvonalban.

3.3.4 DEA indukélta mitokondrialis membrandelolarizacié (A¥m)

A DEA hatésat a BC sejtek A¥Ym-ére a pozitiv toltésli fluoreszcens mitokondrialis festék, a
JC-1 segitségével hataroztuk meg. Az MCF-7 és 4T1 BC sejtvonalakat 3 o6ran 4t 0, 5 vagy 10 uM
DEA-val kezeltiik, majd JC-1-gyel feltoltottiik és fluoreszcens mikroszkopos felvételeket
készitettiink. 10 uM koncentracional a gyogyszer mindkét BC sejtvonalban szignifikansan
depolarizalta a mitokondriumokat, mig az 5 uM DEA nem gyakorolt szdmottevd hatast a A¥Ym-re
a 3 Oras kezelés alatt.

3.3.5 DEA Aaltal indukalt mitokondrialis fragmentdcio a emlé tumor sejtvonalakban

Fluoreszcens mikroszkdppal tanulmanyoztuk a DEA hatasat a mitokondridlis héalozat
dinamikdjara, miutdn a sejteket MitoTracker Red-el toltottik, hogy megjelenitsik a
mitokondriumokat. Az MCF-7 és 4T1 sejteket 0, 5 vagy 10 uM DEA-val kezeltik 3 6ran at a
mitokondrialis fragmentacio értékelése elott. A DEA-kezelés koncentraciofiiggd modon mindkét
BC-sejtvonalban mitokondridlis fragmentacidt okozott. A kozelmultban 6sszefiiggést allapitottak

18



meg a rakos sejtek proliferacioja és a mitokondrialis fragmentacio kozott. Ennek megfeleldéen a
fragmentacios kisérlettel azonosan kezelt BC sejtek homogenizatumaibol kiilon lemezeken
végeztiik el a mitokondrialis fuzi6 €és hasadas szabalyozasdban részt vevd fehérjék immunoblot
analizisét. Mindkét BC-sejtvonalban a DEA-kezelés novelte a fizidhoz kapcsoloddo OPAT1 fehérje
steady-state szintjét, de csokkentette az MFN 1-et és 2-t a 4T1 sejtekben. Ugyanakkor ndvelte a
hasadashoz kapcsolddo fehérjék, példaul a DRP1 és a Fisl egyenstlyi szintjét.

3.3.6 A COX-2 gitlds fokozta a DEA daganatellenes hatdsat a TN emld tumor sejtvonalon

Mindkét sejtvonalat 0-15 uM DEA-val kezeltiik 24 6ran keresztiil 20 uM COX-2 inhibitor
celecoxib jelenlétében és hidnyaban, miel6tt az SRB assay segitségével megmértiik a sejtek
¢letképességét. A DEA mindkét BC-vonal életképességét ido- és koncentraciofiiggé modon
csOkkentette. Azonban, ahogy az varhat6 volt, a DEA-kezelés okozta életképesség-veszteség
magasabb volt az MCF-7-nél, mint a 4T1-sejtvonalnal, ami magasabb kezelési érzékenységet jelez
az el6bbi sejtvonal esetében. Ha azonban a COX-2-t celekoxib gatolta, a DEA hatasa a 4T1 sejtek
¢letképességére szignifikansan kifejezettebb volt, ellentétben az MCF-7 sejtekkel, ami arra utal,
hogy a COX-2 aktivacio hozzajarulhatott a 4T1 sejtek DEA-kezeléssel szembeni
rezisztenciajahoz.

3.3.7 A DEA hatésa a koloniaképzddésre MCF-7 és 4T1 sejtvonalakon

A COX-2 gatlasanak a DEA daganatellenes hatdsdra gyakorolt hatdsat telepképzési
vizsgalattal tesztelték. Az MCF-7 és 4T1 sejteket 0-2 uM DEA-val kezeltik 5 uM celekoxib
jelenlétében vagy hidnyaban 7 napig, mieldtt szamszerUsitettiik a telepképzdédést. A DEA még 1
uM koncentracional is szignifikansan elnyomta a koloniaképzddést mindkét sejtvonalban. A 4T1
TNBC vonal nagyobb rezisztenciat mutatott a kezeléssel szemben, mivel a 2 uM DEA majdnem
kiirtotta az MCF-7 koldoniaképzédést, mig a 4T1 telepek képzédésében mintegy 50%-0S
csokkenést indukalt. Az életképességi vizsgalathoz hasonléan azonban 5 uM celecoxib fokozta a
DEA 4T1 sejtekre gyakorolt hatasat, és a kombinalt kezelés az MCF-7 sejtvonalban megfigyelthez
kozeli mértékben csokkentette a koloniaképzddést ebben a sejtvonalban. Ezzel szemben a
celekoxib nem befolyésolta a DEA hatasat az MCF-7 koloniaképzésre.

3.4 Diszkusszié 2.0

A mitétet kovetd rendszeres kemoterapia ellenére a daganatsejtek gyakran fennmaradnak,
és metasztazisok alakulhatnak ki. Uj terapias stratégiakra van sziikség az agressziv daganatokban,
koztlik a mellrdkban, kiillondsen a TNBC-ben szenvedd betegek prognozisanak javitasara, mivel
ezt a raktipust metasztatikus mintazatok, agresszivitas és rossz progndzis jellemzi (az dsszes rakkal
kapcsolatos halaleset 5%-a). Az agressziv daganatok ezen kategéridja kiegyensulyozott
anyagcserével rendelkezik, amelyben a mitokondriumok aktivan részt vesznek. A
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mitokondriumok részt vesznek a rak kialakulasaban, kezdve a karcinogenezistdl kezdve a tumor
tulélésén ¢€s a terapias rezisztencian keresztiil az attétképzodéssel szemben, €s a legtobb raktipus
mitokondrialis ATP szintézisére tamaszkodik az energiatermeléshez. Ezért a mitokondrialis
energiatermelést és folyamatokat jelentésen befolyasold gyogyszerek terapids értékkel birhatnak
ezekben a daganatokban. A DEA az I. részben bemutatott B16F10 melanomasejtekben kifejtett
mitokondrialis hatasai alapjan teljesiti ezt az elvet. Jelen tanulményunkban beszamoltunk arrol,
hogy a DEA alacsony koncentracidja hogyan csokkenti az MCF-7 és 4T1 BC sejtvonalak
¢letképességét koncentracidban ¢és iddben. dependens modon, a mitokondrialis folyamatok
megzavarasaval, amit apoptotikus sejthalal kovet. Megjegyzendd, hogy az egér 4T1-et hasznaltak
a human MDA-MB-231 TNBC sejtvonal helyett, mivel a DEA terapias dozisat a jovObeni
allatkisérletek soran meg kell hatarozni, mivel az in vitro sejttenyésztési kisérletek nagyon rosszul
tiikrozik az emberi vizsgalatokat.

A mitokondriumok szdmos mechanizmuson keresztiil jelentds szerepet jatszanak a sejtek
tulélésében, amelyek koziil a legfontosabbak az ATP-termelés és a belsd apoptozis. Ez utdbbi az
ATP-t6l, mint energiaforrastol fiigg, mig az energiahiany AWm veszteséget indukal, ami fokozza
a pro-apoptotikus IMS fehérjék felszabadulasat a citoszolba, ami apoptozist eredményez [33, 34].
Ezért a DEA mindkét BC-sejtvonalban apoptotikus sejthalalt okozott, amit a sejtmembran kiilsé
feliiletén 1évo foszfatidil-szerin-maradékok annexin V-festése, a BCL-2/Bax arany csokkenése, a
kaszpaz 3 aktivadldsa és a sejtek hasitisa hataroz meg. PARP-1; mindegyik az apoptdzis
ismertetdjele. TN fenotipusaval 6sszhangban a 4T1 sejtvonal kevésbé érzékeny a DEA-kezelésre,
mint a HR+ MCF-7 sejtvonal ezekben a kisérletekben.

A TNBC proliferacidja és metasztazisok képzddése a majban, az agyban ¢€s a tlidoben
sokkal magasabb, mint mas BC tipusokndl. Ennek megfelelden azt talaltuk, hogy a 4T1 sejtek
kevésbé voltak érzékenyek a DEA-kezelésre, mint az MCF-7 sejtek koloniaképzd é€s invaziv
novekedési kisérletekben is. Ezen tulmenden az eredmények azt mutattdk, hogy a DEA a
kontrollhoz képest 50% ala csokkentette a koloniaképzddést 2 pM koncentracional hétnapos
expozicid alatt, 10 pM-nal pedig megsziintette az invaziv ndvekedést 12 oras kezelés alatt, ami
arra utal, hogy a DEA terapids koncentracidja nem haladhatja meg a human AM terdpia soran
korabban megfigyelt DEA-koncentraciot.

A sejtek talélésében az egyik kulcsszerep a mitokondridlis hélézat dinamikéjanak
szabalyozasa, amely egészséges A¥Ym-t igényel. Mivel a DEA mindkét BC sejtvonalban
csokkentette a A¥m-et; megzavarnd a mitokondridlis dinamikat, és igy a mitokondrialis
biogenezist és a mindség-ellendrzést, amelyek elengedhetetlenek a sejtek energia- és anyagcsere-
sziikségleteinek kielégitéséhez. A mitokondridlis biogenezist a nagy GTPazok altal kozvetitett
mitokondridlis fizios és hasadasi folyamatok képviselik; MFN 1, 2 és OPA1 a fizidhoz és Drpl a
hasadashoz. Ez utdbbit foszforilacid szabalyozza, és a Fisl toborozza a mitokondriumokba. A
fuzids és hasadasi folyamatok egyensulyat az intracellularis jelatvitel tartja fenn, de a fuziot
megakadalyozzak, ha a AWm alacsony. Ezért a mitokondrialis fragmentacié gyakori jellemzd
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szamos raktipusban, példaul emld-, vastagbél- és hepatocelluldris karcinomakban. A téredezett
mitokondriumok nagyobb valoszintiséggel karosodnak és eliminalodnak a mitofag miatt, ami a
mitokondrialis képiaszam csokkenéséhez vezet. Ennek megfeleléen a DEA mitokondridlis
fragmentaciét okozott mindkét BC-sejtvonalban, ami hozzédjarulhat annak rakellenes
tulajdonsagaihoz. Mivel a DEA depolarizdlta a A¥m-et, a DEA-kezelés altal okozott
mitokondrialis fragmentéciot a BC sejtvonalakban a hasadas eldsegitése okozta, mivel a Drpl
expresszioja megnott, és csokkent gatld foszforilacioja. A B16F10 melanoma sejtvonalhoz képest;
ugy tinik, hogy a mitokondrialis fragmentaciot a fzid gatlasa okozta, amit az OPAI
mitokondriumbodl a citoszolba vald felszabadulasa tamogat. Ugy tinik, hogy a DEA
kolcsonhatasba 1ép a mitokondriumokhoz kapcsolddo, még azonositatlan szabalyozéd elemmel,
amely a fizi6 és a hasadas egyenstlyanak eltolasaval mitokondrialis fragmentaciot indukalt. Igy a
DEA célpontjat a mitokondriumban kell lokalizélni, mivel a DEA mitokondrialis hasadast indukalt
izolalt, Percoll gradiens-tisztitott mitokondriumokbanPreviously, we have established the effect of
DEA on AKT pathway in B16F10 cells. It is well known that constant activation of AKT signaling
pathway is important for cancer progression through promoting cell survival and inhibiting
apoptosis. In TNBC, dysregulation of AKT signaling pathways is one of the most frequent
oncogenic anomalies. We showed that AKT activation was decreased by DEA in both BC cell
lines. Furthermore, phosphorylated AKT level, which is the baseline activation of AKT, in HR+
MCEF-7 cell line was significantly lower than in TN 4T1 cells. Since AKT had strong mitochondria-
protecting potential; the decreased activation of AKT together with the abovementioned
compromised mitochondrial functions may account for the differential apoptosis-promoting effect
of DEA among the BC cell lines investigated.

A gyulladésos sejtek és faktorok a tumor mikrokdrnyezetének f6 dsszetevoi. A COX-2 a
daganatokban talalhat6 egyik legjelentésebb immunmodulalod faktor, és a legtobbet vizsgalt
gyulladasgatlo célpont a rakterapidban, mivel nagy daganatmérettel, nyirokcsomo-attétekkel és
gyenge differencialodassal jar egytitt. A COX-2 gatlo celekoxib alkalmazésa a metasztatikus BC
méretének és teriiletének csokkentésével. Jelenleg a COX-2 thlzott expresszidja 0sszefliggésbe
hozhato a BC rakellenes gyogyszerrezisztencidjaval. Megjegyzendd, hogy a COX-2
nagymértékben indukalhato, €s gyorsan felszabalyozhat6 a gyulladast eldsegitd agensekre, példaul
a citokinekre valaszul, annak ellenére, hogy az egészséges szovetekben alig expresszalddik.
Meglep6 moédon a COX-2 alig volt kimutathaté az MCF-7 sejtvonalban, ¢s a DEA-kezelés sem
befolyasolta. A 4T1 TNBC sejtvonalban azonban a COX-2 expresszalodott, sét meg is emelkedett,
ha kiilonbozé6 DEA-koncentraciokkal kezelték. Mig a COX-2 felszabalyozasa a rakterapias
rezisztenciaval kapcsolatos, ez utobbi eredmény felvetette annak lehetdségét, hogy a DEA
csokkentette sajat rakellenes hatdsat a 4T1 sejtvonalban, igy létrejott a kiilonbség a két BC
sejtvonal kozott a DEA-ra adott valaszként. kezelés. Valojaban a celekoxib csak a 4T1 sejtek
¢letképességére és telepképzésére fokozta a DEA hatdsat. A kozelmultban végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy a sugarterdpia altal kivaltott apoptdzis soran a kaszpdz-3 aktivalodik, ami
prosztaglandin E2-termelést eredményezett a COX-2 altal, ami 0Osszefiiggésben all a
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kezelésrezisztenciaval. Ennek megfelelden a DEA-kezelés mindkét BC sejtvonalban kaszpaz-3
aktivaciot indukalt, de csak a 4T1 sejtvonalban a COX-2 expresszidjanak fokozasat. Ugy tiinik,
hogy a DEA altal kivaltott kaszpaz 3 altal asszisztalt mitokondrialis apoptdzis COX-2 altal
kozvetitett rezisztencidt eredményezett a 4Tl sejtekben, amelyek ezt kifejezték.
Kovetkezésképpen a COX-2 expresszidjanak kiilonbsége, legalabbis részben, felelés a DEA eltérd
daganatellenes hatasaért tobb sejtvonalban. Ezek az eredmények azt is sugalljak, hogy a COX-2
gatlokkal torténd egyiittes kezelés novelheti a DEA hatékonysagat és jelentésen csokkentheti a
terapias rezisztenciat.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a DEA-kezelés képes tulnyomorészt apoptotikus
sejthalélt indukalni a BC-sejtek mitokondrialis funkcidinak modulalasaval. A HR+ BC sejtekhez
képest alacsony hatékonysag ellenére a DEA a 4T1 TNBC sejtekben is fejtett daganatellenes
hatast. Emellett a DEA-val kezelt 4T1 sejtekben a COX-2 fokozddasat, mint DEA-rezisztens
mechanizmust, a COX-2 enzimaktivitas gatlasa ellensulyozta.
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4  Kovetkeztetések

A rék a masodik vezetd halalok vildgszerte, ami komoly fenyegetést jelent az emberek
szamara. Tobb mint szazféle rakfajtat azonositottak, koztik a bér- €és mellrakot. Ennek
megfelelden a kezelési lehetdségeket az észlelt raktipus és stddium alapjan mérlegelik. A
megtervezett rakellenes kezelések, a rakos megbetegedések tobbségénél, kiilonosen az
attéteseknél, az elhuzodo kezelési peridodus utdn nem elegenddek az utana kialakult rezisztencia
miatt. Mas kezelések korlatozottak voltak mérgez6 mellékhatasaik miatt. Itt a Desethylamiodarone
(DEA) bemutatasra keriil. A DEA a jol ismert antiaritmias FDA 4altal jovahagyott gydgyszer, az
Amiodaron (AM) 6 metabolitja.

A tanulmény elsdé részében a DEA munkafolyamatat in vitro és in vivo metasztatikus
melanoma modell segitségével hataroztdk meg. Mivel a metasztatikus melanomat a borrak
leghaldlosabb formdjanak tartjak, €s a hat leggyakoribb rakkal kapcsolatos haldlozéas egyikének
tartjak vilagszerte. Kovetkezésképpen a DEA 0 célpontjat in vitro azonositottdk, a bels6
apoptdzist eredményezd mitokondrilis mechanizmusokat, valamint a melanoma novekedését és
metasztazisat gatolta a DEA in vivo kezelés. Figyelembe véve a rdkellenes gydgyszerek terapids
koncentracioit; A DEA-kezelés sokkal alacsonyabb mind in vitro, mind in vivo, ami ndveli annak
esélyét, hogy igéretes jelolt legyen a metasztatikus daganatok kezelésében.

Ami a rakellenes gyodgyszerrezisztenciat illeti, egy nagyon ellenall6 raktipust, a TNBC-t, a
kezelhetd tipussal, a HB+ BC-vel egyiitt alkalmaztak a DEA alacsony kezelési koncentracioi
mellett. A két tipus 0sszehasonlitasdval a TNBC kisebb érzékenységet mutatott, mivel a DEA-
kezelés fokozodik a gyulladasos COX-2 fehérje expresszidjanak novelésével. Igy a DEA ¢és a
COX-2 gatl6 celecoxib kombinaciojat alkalmaztak, ami szinergikus hatast eredményez, ami kozel
azonos DEA hatést eredményezett mindkét BC tipusban. Osszefoglalva, a DEA kombinalhaté
specifikus inhibitorokkal a rezisztens rak kezelésére.

Mivel a DEA az AM {6 metabolitja, figyelembe véve, hogy a javasolt biztonsagi hatarokon
beliil a gydgyszernek nincsenek terapiat korlatoz6 mellékhatasai, a biztonsagi aggalyok nem
akadalyozhatjdk a DEA klinikai vizsgalatokba torténd bevezetését.
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