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1. Roviditések jegyzéke

1,10-fen — 1,10-fenantrolin

2-DG — 2-deoxy-D-gliik6z

80HQ — 8-hidroxikinolin

ABC — ATP-binding cassette

ABCBL1 — ATP-binding cassette sub-family B member 1
ABCG2 — ATP-binding cassette sub-family G member 2
ABL — Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
ALL — akut limfoblasztikus leukémia

AML — akut mieloid leukémia

ANLL — akut nem-limfoblasztikus leukémia

ATCC — American Type Culture Collection

ATP — adenozin-trifosztfat

AUC — area under the curve

BAX — bcl-2-like protein 4

BCG — Bacillus Calmette-Guérin

BCL-2 — B-cell lymphoma 2

BCR — breakpoint cluster region protein

BCS — Body Conditioning Scoring

BRCAL — breast cancer type 1 susceptibility protein

BSA — borjt szérum albumin

CDDP - ciszplatin

CHO - chinese hamster ovary

CML — kroénikus mieloid leukémia

CRISPR — clustered regularly interspaced short palindromic repeats
CTLA-4 — citotoxikus T-limfocita-asszocialt antigén 4
DAPI — 4’ ,6-diamidino-2-phenylindol

DMEM - Dulbecco Modified Eagle’s minimal essential medium
DOX — doxorubicin

DTP — Developmental Therapeutics Program

EGFR — epidermal growth factor receptor

FACS — fluorescent activated cell sorting



FBS — fotalis borju szérum

FDA — Food and Drug administration

FGF-2 — basic fibroblast growth factor

GEMM - genetically engineered mouse model
HCC — hepatocellularis karcindma

HER2 — human epidermal growth factor receptor 2
HMGAL — high-mobility group protein 1

IDK — invaziv duktalis karcinoma

IFNo — interferon a

IL2 — interleukin 2u

MBC — metastatic breast cancer

MDR — multidrog rezisztencia

MDR1 — multidrug resistance protein 1

MPEG — metoxi-polietilén-glikol

MTD — maximalis toleralhato dozis

NCI-60 — National Cancer Institute 60 sejtvonal panel
PABA — para-amino-benzoesav

PARP — Poly (ADP-ribose) polymerase

Pgp — P-glikoprotein

PLD — pegilalt liposzomalis doxorubicin

PTEN — phosphatase and tensin homolog

RB — retinoblasztoma

ROS - reactive oxigen species

RR — rezisztencia hdnyados

RT-PCR — reverse transcription polymerase chain reaction
SR — szelektivitasi hanyados

TALEN - transcription activator-like effector nucleases
TP53 — tumor protein p53

TQ — tariquidar

TSC — tioszemikarbazon

VEGF — vascular endothelial growth factor

WT — wild type



2. Bevezetés

2.1 A tumor sejtek jellemzdi és a kemoterapia fejlédése

A daganatos megbetegedések kovetkeztében bekovetkezd haldlesetek széma
vilagszerte novekszik. Mig 2008-ban 12,7 millié embert diagnosztizaltak rosszindulata
daganattal és 8,2 millié rakkal kapcsolatos halalesetet regisztraltak, addig 2012-ben a
diagnozisok szama 11 szazalékkal emelkedett, és 8 szazalékkal magasabb volt a
daganatos betegségek okozta halalesetek szama ([1],[2]). Annak ellenére, hogy az ujabb,
célzott rakellenes gyodgyszerek jelentdsen megnovelik a betegek varhato talélését tobb
tumor tipusnal is [3], a klinikai siker gyakran atmenetinek bizonyul a kemoterapiaval

szemben kialakulo rezisztencia miatt.

Az X kromoszoma inaktivalodasdnak vizsgalata, valamint mélyszekvenalasi adatok
szerint a tumorok gyakran egyetlen hibas sejtb6l keletkeznek. Ugyanakkor ez nem jelenti
automatikusan egy eredeti progenitor sejt jelenlétét, ami a teljes tumor kialakulasaért
felelds, épp ellenkezdleg, a karcinogenezis egy tobblépcsds, dsszetett folyamat, melynek

soran a sejtek fokozatosan valnak rosszindulatava.

Az elképzelés, hogy a rakos megbetegedések a modern kor betegségei, kdzkeletii
tévedés, amit mi sem cafol meg jobban, mint a dinoszaurusz csontvazakon talalt
nagyszamu, kiillonboz6 stulyossagu, jo- és rosszindulata tumor felfedezése, amelyek kora
néha még a 90 milli6 évet is meghaladja ([4],[5]). Nem csak a dinoszauruszok, de
elddeink is kiizdottek a daganatos betegségekkel. Egy kozelmultban publikalt tanulméany
egy nagy valoszinliséggel a Homo erectus és Homo neanderthalensis kozotti id6szakban
¢lt eléember labujj oszteoszarkomajarol szamol be, amit egy kozel 1.7 millié éves leleten
figyeltek meg [6], mig a legrégebbi neandervolgyi emberen talalt tumort egy borda

csonton azonositottak [7].

frasos emlékeink kozott elészor 3000 éves egyiptomi papiruszokon akadhatunk a
daganatok leirasara [8], azonban mar ez az els6 hiradas sem tul deriilaté a tumorokkal
kapcsolatban. Konkluzidoként csak annyit ir az agressziv emldrakok kezelésérdl, hogy

,Nincs rd gyogymod”.



A rosszindulata daganatokat 11 tulajdonsag ,,fémjelzi” (Hallmarks of Cancer, [9]). A
daganatos sejtek fenntartjak a folyamatos osztodasért felelds jelatviteli utvonalaik
aktivitasat, elkeriilik a novekedést gatld jelek altal hordozott parancsokat, kivédik az
immunrendszer tdmadasait, immortalizalédnak, gyulladast képeznek, invazivak és
attéteket hoznak létre, indukaljak az érképzodést (angiogenezis), genomjuk instabil és
konnyen mutalodik, ellenallnak a sejthalalnak és képesek az energetikai rendszereik
ujraprogramozasara, amivel még aerob kornyezetben is a glikolizisbdl nyerik az

energiajukat (Warburg-effektus).
2.1.1 A modern kemoterapidak megsziiletése

A modern onkologiai ellatds harom alappillérre épiil: a sebészi eltavolitasra, a
radioterapidra és a kemoterdpiara. Mig a rosszindulati daganatok sebészi kezelése
évezredek oOta elérheté (az elsé leiras az Okori Egyiptombdl szarmazik), addig a
rontgensugarzason alapuld moddszerek csak a 20. szazad elejétdl, a kemoterapidban

hasznalatos alkilalo szerek pedig csak a szazad kozepétdl valtak elérhetévé [8].

Erdekes modon, a megfigyelés, miszerint bizonyos daganatok kevésbé vagy
egyaltalan nem reagalnak az alkalmazott kezelésre, a nem-sebészi eljarasok
megjelenésével egyidds. A nitrogén mustar alapu harci gézok szarmazékaiként
szintetizalt alkilalo szerekkel kezelt leukémids betegek rendkiviil jol reagaltak a
kezelésre, a legtobbjiiknél azonban a remissziot gyors relapszus kovette [10], ami a
gyogyszer rezisztencia kialakuldsaval volt magyarazhatd. A mustargdz szarmazékokat
kovetd tumor ellenes vegyliletek a kiillonbozd fert6zd betegségek ellen kifejlesztett
antibakterialis szerek voltak, amelyek tal toxikusnak bizonyultak a hétkdznapi bakterialis

fertézések kezeléséhez, mint példaul a para-amino benzoesav (PABA, [11]).

Az antimikrobialis szerek daganat kemoterapiaként vald alkalmazasanak koncepcioja
vezetett az olyan antimetabolitok szintézis¢hez, mint példaul az aminopterin és az
amethopterin (metotrexat [12],[13]), melyekkel elészor értek el atmenetileg teljes
remissziot gyermekkori akut limfoblasztikus leukémiaban [14], majd par évvel késébb

teljes gyogyulast a kor egyik legagresszivabb daganatanal, a choriocarcinomanal ([15],

[16]).



Ezek a felfedezések inditottak utjara és hataroztak meg a kemoterapias vegyiiletek
fejlodését a kovetkezo évtizedekben. Azonban a bakterialis fertézések és a rosszindulata
daganatok kozo6tt nem csak a kezelésében alkalmazott szerek hasonlatosak, hanem az is,
hogy a korokozé baktériumok, illetve a raksejtek széleskori rezisztenciat fejlesztenek Ki
a kezelésekkel szemben. Ahogy a baktériumok, Ggy a tumor sejtek is képesek tulélni a
kezelés kezdeti fazisait is, ugy, hogy a gyodgyszerek szamdara elérhetetlen helyeken
rejtéznek el. A baktériumokhoz hasonloéan a tumor sejtek esetében is irtak le hasonld
megfigyeléseket, mikor is sebészi eltavolitast megelézéen a tumor térfogatcsokkentése
céljabol alkalmazott kombinalt kemoterapia teljes remisszidhoz vezetett, azonban egy
honappal késoébb a betegeknél agyi metasztazisok jelentkeztek, ami arra utal, hogy a
kezelés alatt mar az agyban voltak a késobb attétet kialakito sejtek [17]. Ismert, hogy a
vér-agy gat nem engedi at a legtobb kemoterdpids vegyiiletet, igy az agyban megbujo

raksejtek biztonsagban tulélhetik a kezelést.

Az érdekes hasonlosagok mellett a baktériumok ¢és a tumor sejtek alapvetd
jellegiikben kiilonboznek: mig a baktériumokra jellemzé egyedi tulajdonsagok a terapia
szamara célpontot jelentenek (pl. sejtfal szintézis gatlasa), addig a raksejtek a szervezet

sajat sejtjeibdl alakulnak ki.
2.1.2 A tumor sejtek specialis tulajdonsagai

Az egészséges szovetek Osszetett modon szabalyozzék az olyan ndvekedést serkentd
ezzel tartva fenn a normal miikodésiiket és strukturajukat [18]. Ebben a rendszerben a
sejtek csak adott jelre kezdenek ndvekedni és osztddni, igy stabilizdlva a szdveti
homeosztazist. A tumor sejtek ezzel szemben szert tehetnek olyan mechanizmusokra,

amik képessé teszik azokat a proliferacio folyamatos fenntartasara.

Termelhetnek sajat novekedési faktorokat, fliggetlenitve magukat a kdrnyezetbdl
érkezd jelektdl, ezzel autokrin szabalyozasi utvonalat Iétrehozva [19], vagy
stimulalhatjdk a kornyezetiikben 1évé tumor-asszocidlt stromalis sejteket, hogy azok

lassak el ket kiilonb6z6 novekedéshez sziikséges faktorokkal [20].

Azonban a novekedés folyamatos fenntartdsa mellett a tumor sejteknek muszj

megkiizdeniiik az olyan erdteljes hatasokkal is, mint a sejtosztodast visszatartdé negativ
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regulaciés rendszerek, amik sok esetben tumorszupresszor gének expresszidjaval
hozhatok osszefliggésbe. llyen prototipikus fehérjéket kodolnak az RB (retinoblasztoma-
asszocialt) és TP53 gének, amelyek kozponti szerepet tdltenek be annak eldontésében,
hogy a sejt osztédjon-e vagy Iépjen az Oregedés (szeneszcencia) vagy a sejthalal
(apoptozis) utjara. Az RB fehérje tobb, intra- és extracellularis jel integralt feldolgozasat
végzi, aminek eredményeképpen elddl, hogy a sejt osztdodjon-e vagy sem [21]. A daganat
sejtek, amikben az RB fehérje funkcidja hidnyzik, egy fontos ellendrzépontot veszitenek
a sejtosztodas folyamataban, igy gatlastalan, folyamatos novekedés indul be [22]. Ehhez
hasonléan a TP53 is képes megakasztani a sejtciklust, de ezt a ledllast olyan belso,
intracellularis anomalidk indukaljak, mint a DNS fokozott sériilése vagy a nukleotid
raktarak, novekedési szignalok, gliikoz és oxigén szintek szuboptimalis allapota [23].
Tekintve a TP53 Osszetett szerepét a sejtciklus szabalyozéasaban, érthetd, hogy a legtobb

daganatban tetten érhetd a fehérje funkcidjanak kiesése [24].

Az egészséges sejtek egy masik attriblituma, hogy az apoptdzis (programozott
sejthalal) utvonal maradéktalanul megvalosul a megfeleld intra- és/vagy extracellularis
jelzések hatdsara, vagyis hogy ezek a sejtek belsd sériilés vagy kiilsé inger
eredményeképpen elpusztulnak. Az elméletet, miszerint az apoptdzis természetes gatja a
tumorok kialakulasanak, mar tobb kisérletes eredmény is alatamasztja ([25],[26],[27]).
Az apoptozist beinditd impulzus Kibillenti az anti- (pl. Bcl-2) és proapoptotikus (Bax és
Bak) fehérjéket érzékeny egyensulyi helyzetiikbol, ami végiil a sejt halalahoz vezet [25].
Azonban a daganat sejtek képesek eltorzitani ezt az egyensulyi allapotot, tigy, hogy
parhuzamosan fokozzdk az antiapoptotikus és csokkentik a proapoptotikus fehérjéik
expressziojat, ami az apoptozis Utvonal megakadasahoz vezet. Ez nem csak a természetes
novekedés szabalyozas tekintetében jelent problémat. A kemoterapia sordn alkalmazott
vegyiiletek legfobb célja és hatdasmechanizmusa a sejthalal indukaldsa. A sejtek,
amelyekben sériiltek az apoptozis utvonalhoz tartoz6 fehérjék, képesek tulélni az olyan

toxikus inzultusokat is, mint a kemoterapias kezelés.

Az apoptotikus reakcid6 megvaltozasanak problematikajahoz kapcsolodik a tumor
sejtekben megfigyelhetd replikativ immortalizacio is. A testi sejtek csak meghatarozott
szamu novekedés-osztodas cikluson mehetnek keresztil, de azt kovetben nem-osztodo

szeneszcens allapotba keriilnek, vagy valamely sejthaldl mechanizmussal elpusztulnak.
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Ennek a jol szabalyozott ,,replikativ gatnak™ a kialakitdsdban bizonyitottan szerepe van a
telomereknek, amik a DNS kettds szalak végein talalhato tobbszordsen ismétlodd
szakaszok [28]. Ezek a hexanukleotid ismétlédések védik a kiilonbozo
kromoszomavégeket az 0sszetapadastol, valamint a DNS-t a folyamatos rovidiilés karos
hatdsaitdl. A telomerdz egy specializalt DNS polimerdz, ami telomer szakaszokat épit a
kromoszéma végekre és jellegzetesen hidnyzik minden nem immortalizalt sejtbdl, mig a
spontan immortalizalodott sejtvonalak, mint az in vitro tenyésztett tumor sejtek, kozel

90%-a kifejezi ezt a fehérjét.

Azonban néhany ritka esett6l eltekintve a tumor sejtek nem rendelkeznek olyan
egyedi tulajdonsaggal, amelyek a baktériumokhoz hasonldan, megalapozhatnak a

kemoterapia szelektiv toxicitasat [29].
2.1.3 Biologiai terapiak a rakos megbetegedések kezelésében

A modern onkologiai gyogyszerek mindazonaltal a réksejtek specidlis jellemzdinek
terapias kiaknazasan alapulnak. Elérhetévé valtak un. biologiai terapiak (pl. tirozin kinaz
¢és mas jelatviteli utvonal gatlok), immunterdpidk, angiogenezis inhibitorok, a DNS
javitas kiesését kihasznal6 PARP gatloszerek €és a telomeraz aktivitdst csokkentd
vegyiiletek. Terdpias lehetdségek, amelyek a konvencionalis kemoterapia mellett képesek

mas célpontokat és ezzel mas tumor jellegzetességeket tdmadni.

A VEGF utvonal gatlasan alapul6 angiogenezist gatld terapiak kezdetben azzal a
lehetdséggel kecsegtettek, hogy az érképzddés megakadéalyozasaval a daganatok
fejlodése lelassithato, s6t akar ezen keresztiil elérhetd a tumor szdvet tartos
visszahuizodasa is [30]. Sajnos, a VEGF receptor gatld vegyiiletek (pl. bevacizumab,
sorafenib, sunitinib) klinikai eredményei a vartnal kedvezdtlenebbek voltak a relapszus-
mentes és a teljes talélés tekintetében, elsésorban a sejt-szintli és mikrokornyezeti

rezisztencia kialakulasa miatt [31].

Régota ismeretes, hogy a daganat sejtek képesek fenntartani sajat rapid osztodasukat
¢és fokozni tuléloképességiiket. Mint kideriilt, a sejt ezeket a folyamatokat un. tirozin
kindzokon keresztiil valdsitja meg, amelyek nagyon hatékonyan kdozvetitenek
extracellularis informdaciokat a sejtek felé, valamint szabédlyoznak bizonyos cellularis

torténéseket, ugy, mint sejtosztodas, migracio, differenciacio és sejthalal ([32],[33]).
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Normal koriilmények kozott ezek a fehérjék jol szabalyozottak és csak akkor aktivak, ha
szilkség van rajuk, azonban patoldgias folyamatokban (pl. karcinogenezis) €z a
szabalyozas felborul és ezek az utvonalak permanensen aktivak maradhatnak. Ennek egy
kiilonleges példaja a kronikus mieloid leukémiaban (CML) tapasztalt BCR-ABL fuzios
onkogén kialakulasa. Ez a 22-es és 9-es kromoszomat érintd atrendez6dés a BCR (22-es
kromoszéma) és az ABL tirozin kinazt (9-es kromoszoma) kodolo géneket érinti €s a
CML betegek 95%-aban, valamint az akut limfoblasztikus leukémia (ALL) esetek 15-
30%-aban megtalalhat6 ([34],[35]). Ez az intracellularis jelatvitelben bekovetkez6 hiba a
hematopoetikus 6s- vagy progenitor sejtek fokozott osztdodasdban ¢és apoptozis-
rezisztenciajaban mutatkozik meg, ami a mieloid sejtek szdmanak massziv emelkedésével
végzddik. A BCR-ABL tirozin kindz inhibitor imatinib megjelenése jelentds sikereket ért
el a CML betegek kezelésében: az interferon-o kezelésre rezisztens betegek 65-90%-a,
mig a korabban nem kezelt betegek 80-90%-a reagalt a terapiara [36]. A hosszu tavu
kovetés soran azonban kideriilt, hogy a rezisztencia az imatinib kezelés soran is fellép. A
rezisztencia hatterében a fzids fehérje kindz doménjének mutéicioja 4all, melynek

kovetkeztében a tirozinkinaz gatld kotéhelye modosul [37].

Az EGFR-16l indulo jelatviteli palyak is tulmikodést mutatnak szamos daganat
tipusban (pl. emld, tiidd, ovarium, vese) ezzel befolyasolva az osztddast, apoptozis
elkeriilést, motilitast, invazidt és metasztazis képzést [38]. Mig normal, egészséges
sejtekben az EGF receptorok szama nagyjabol 4 x 10* és 10° darab/sejt kozé tehetd, addig
egyes tumor sejtek akdr 2 x 10° receptornal is tobbet expresszalhatnak [39]. A fehérje
extracellularis doménjéhez kotddd molekuldk vagy antitestek képesek arra, hogy
megakadalyozzak a jelatviteli Gitvonal tobb elemének aktivaciojat [40]. Ennek az igéretes
megkdzelitésnek, azonban komoly gatat szab a terapia soran fellépo szerzett, illetve a mar

a kezelés kezdetekor jelenlévo rezisztencia [41].
2.1.4 Anti-tumor immunterapidak

A biologiai terapiak egy masik csoportjat alkotjak az immunterapiak, melyeket 4
csoportba sorolnak: nem-specifikus immun stimulacioé, immun-ellenérzépont blokad,
adoptiv sejt atiiltetés és vakcinacio. Az els6 immunterapia William B. Coley nevéhez
fiizédik, aki 1891-ben streptococcus baktériumokat fecskendezett egy inoperabilis beteg

daganatdba. Feltételezte ugyanis, hogy az indukalt fertézés mellékhatasaként a tumor
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térfogata csokkeni fog. Probalkozasat siker koronazta és az ezt kdvetd 40 évben tdbb,
mint 1000 betege tumorat oltotta be baktériumokkal vagy bakterialis termékekkel (,,Coley
toxinjai”, [42]). Az elméletben Coley technikajahoz hasonlé nem-specifikus immun
stimulacios eljarasok a tumor elpusztitasara képes T-sejteket aktivaljak. A BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) oltas kisgyermekek tuberkuldzis elleni immunizalasahoz hasznalt
vakcina, ami irreverzibilisen legyengitett M. bovis baktériumokat tartalmaz, de tumor
ellenes terapiaként is igen hatékonynak bizonyult holyag daganatok ellen alkalmazva [43]
¢és napjainkban is bizonyos holyagrakok standard kezeléseként hasznaljak [44]. Hasonlo
elven, a szervezet immunvalaszanak befolyasolasan keresztiil hatnak az interferon-a

(IFNa) és interleukin-2 (IL2) citokinek hasznalatan alapuld terapiak is ([45],[46]).

Az immun-ellendrzépont (immune-checkpoint) blokkolas is igéretes stratégia lehet.
Ez a megoldds szintén nem-specifikusan stimulalja az immunrendszert, célja az
immunvalasz mértékének novelése. A citotoxikus T-limfocita-asszocialt antigén 4
(CTLA-4) egy fontos immun-ellenérz6pont molekula, ami képes a T-sejt aktivacios
megtamadjak az egészséges szoveteket. Azok a tumor sejtek, amelyek kifejezik a CTLA4
partner fehérjéjét (B7), védettek a T-sejtek tdmadasatdl. Az ipilimumab monoklonalis
antitest képes specifikusan gatolni a CTLA-4 fehérjét és ezen keresztiil fokozni a T-sejt
aktivaciot, ami melandmas betegekben noveli a talélés hosszat [48]. Az ipilimumabot

2011 nyaran engedélyezték metasztatikus melandmak kezeléséhez.

Az adoptiv sejt terapia a beteg sajat, tumor-infiltrdld limfocitdinak izolalasat,
aktivalasat és ujra keringésbe juttatasat jelenti. Ez az eljaras bizonyos esetekben a tumor
ellenes T-sejtek klonalis repopulaciojahoz vezet [49]. A kezdeti kezelésekre mar nem
reagald metasztatizald6 melanomak esetében ez a megkozelités a betegek 50%-ban
objektiv (mérhetd) valaszt valtott ki, néhany komplett remisszioval (a tumor teljes
visszahuzddasaval) egyiitt [50]. Ugyan a T-sejtek daganatokbol vald izolalasa komoly
kihivas, az 0j gén editalasi technikdk (CRISPR, TALEN) segitségével a keringésbdl
Kinyert T-sejtek genetikai modositasa is lehetévé valt, ami megkonnyiti az adoptalhatd

limfocitak szamanak novelését.

A vakcinacios stratégia alapja az, hogy felkésziti az immunrendszert a tumor sejtek

felismerésére ¢és elpusztitasara. Ez tobb technikaval is torténhet. A Sipuleucel-T kezelés
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soran példaul autoloég antigén prezentald sejteket aktivalnak ex vivo a rekombinans
PA2024 fuzids fehérjével, ami a visszaoltast kovetden képessé teszi a T-sejteket a
prosztata tumor sejtek célzott felismerésére és elpusztitasara [51]. Ezzel szemben a
kisérleti stddiumban 1évé NeuVax™ a HER2 egy igen jellegzetes peptid szakaszat
hasznalja fel a szervezet immunizalasira, aminek hatdsdra hosszantartd6 immun-
megfigyelés indul a szervezetben a HER2-pozitiv tumor sejtek megtaldldsara és
eliminalasara. Erdekes modon ez nem, mint neoadjuvans terapia (a 6 kezelési protokollt
megeldzo terapia) keriil alkalmazasra, hanem mint a kitijulast, relapszust megakadalyozé
preventiv kezelést tervezik hasznalni. A kezdeti eredmények igen meggydzodek, a

kozelmultban kezd6dott a vakcina klinikai I11. fazisban torténd tesztelése [52].

2.2 Multidrog rezisztencia (MDR)
2.2.1 Bevezetés

A kemoterapiak megjelenését kovetden hamar kidertilt, hogy a kialakulo rezisztencia
miatt tartoés eredmény csak a betegek egy részénél remélheté [53]. A 2013-as Gsszesitd
globalis rakstatisztika ramutatott, hogy mig a jol lokalizalt eml6daganatoknal varhato 5
éves tulélés 98%-0s, addig ez a szam 84%-ra csokken az elsé regionalis és 24%-ra az els6
tavoli metasztazis megjelenésével [54]. Prosztatardknal az aranyok talan még jobban
mutatjak az attétek megjelenésével jard kedvezétlen prognozist: a lokalizalt és helyi
metasztazisokkal diagnosztizalt betegek 100%-a ¢él 5 évvel a diagndzis utan; az elsé

disztalis attét megjelenése az 5 éves tulélést 24%-ra redukalja.

A kezelésnek ellendlld daganatsejtek szdmos mechanizmussal biztosithatjak
tuléleésiiket: csokkenthetik a gydgyszerek célpontjaul szolgald fehérjék mennyiségét,
modosithatjak az apoptotikus utvonalakat, fokozhatjdk a toxikus vegyiileteket lebonto
enzimfehérjék szamat, vagy novelhetik a DNS-hibajavitas mértékét [55]. A sejtszintii
rezisztenciamechanizmusok egyik leggyakoribb és leghatasosabb formaja a toxikus
vegyiiletek sejtbdl vald eltavolitdsa, miel6tt azok kifejthetnék intracellularis hatdsukat
[56].

A sejten beliili és kiviili tereket a membranok kettds lipid rétege és az ahhoz kapcsolt
fehérjék valasztjdk el. Ennek a dinamikusan miikddé barriernek a feladata az

intracellularis és extracellularis terek kozottti kommunikacid és két térrész eltéro
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milidinek fenntartdsa, amihez a nélkiilozhetetlen membran-medidlt anyagaramlast
transzmembran fehérjék szabalyozzak. A rosszindulati daganatoknal tapasztalt
kemoterapia-rezisztencia gyakran az ATP Binding Cassette (ABC) transzporterek kozé
tartoz6 P-glikoprotein (ABCB1, MDR1, Pgp) mukodésével fiigg 6ssze. A mutidrog
transzporterek az ATP energiajat felhasznalva kipumpaljak a citosztatikus vegyiileteket a
sejtekbol.

2.2.2 A P-glikoprotein felfedezése

A mara jol ismert mechanizmus felfedezése és karakterizaldsa kalandos uton tortént
¢és hosszu ideig meghatarozta azt, hogy miként képzeljiik el a raksejtek kemoterapiaval

szemben kialakulo rezisztenciajat.

1973-ban Dano Koppenhagaban Ehrlich-féle aszcitesz egér tumor sejtekben probalta
meg azonositani azt a mechanizmust, ami rezisztenssé teszi a sejteket a daunomycin
kezeléssel szemben [57]. Eszrevette, hogy a rezisztens sejtek kereszt-rezisztensek
doxorubicinra, vinkrisztinre és vinblasztinra és, hogy a daunomyicinbdl jelentdsen
kevesebbet vesznek fel. Kinetikai méréseket végzett, amivel igazolta, hogy mas,
szerkezetében hasonld vegyiiletekkel (pl. doxorubicin) egyiitt adva, a daunomycin
felvétel megnovekszik a rezisztens sejtekben, s6t a metabolizmus gatlo 2-deoxy-D-
gliikdz hasznalataval vissza tudta forditani a rezisztenciat. Feltételezte, hogy 1étezik egy
daunomycin-pumpa, ami energiat felhasznalva képes csokkenteni a szerkezetileg hasonld
volt magyarazatot adni a daunomycin rezisztenciara, mi tobb, a vele parhuzamosan
fellépd kereszt-rezisztenciakra is. A ,,pumpa” azonositasara tovabbi harom évet kellett
varni, mivel annak ellenére, hogy masok is kimutattdk a rezisztencia energia-fiiggését

[58], magat a pumpat nem tudtak azonositani.

Juliano ¢és Ling kolhicin rezisztens CHO sejtek membranjanak autoradiografis
technikaval torténd vizsgalata kozben egy olyan glikoproteint fedeztek fel, ami nem volt
jelen a vad tipusi sejtek membranjaban, de a rezisztens sejtek esetében nagy
mennyiségben kimutathato volt ([59],[60]). Rajottek, hogy a kezelésre mutatott
rezisztenciaval korrelalo fehérje egy 170 kDa tomegli membrankapcsolt glikoprotein (a

fehérjét P (Permeabiltas)-glikoproteinnek nevezték el). Erdekesség, hogy a jelentds
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mennyiségli kisérleti adat és logikus kovetkeztetés ellenére, nehezen elképzelhetonek
tartottak, hogy a tobb vegyiilettel szemben fellépd (multidrog) rezisztencia jelenségét

egyetlen pleiotrop efflux transzporter magyarazhatja [61].

A P-glikoprotein megklonozasanak els6 fontos 1épése az volt, hogy kimutattak, hogy
a rezisztens sejtekbol szenzitiv sejtekbe torténd DNS atvitel hatdsara az MDR fenotipus
is atvihet6 [62]. Ezt kdvetOen a teriilet robbanasnak indult: sikeriilt bebizonyitani, hogy a
[63], akarcsak az emberi KB sejtvonal esetében [64]. Azonban human MDR sejtvonalakat
vizsgalva kideriilt, hogy ennek a bizonyos génnek a megemelkedett expresszidja
(amplifikacié nélkiil) is elég a rezisztencia kialakitasahoz [65]. A gént MDRI1-nek

nevezték el (multidrog rezisztencia 1).

Kozel 20 évvel az elsé leirdsat kovetden, a P-glikoproteinrdl kideriilt, hogy
szubsztratjait a plazmamembranban ismeri fel és onnan transzportdlja azokat az
extracellularis térbe (,,membran porszivo” [66]), majd 2009-ben megsziiletett a fehérje

kristalyszerkezete is (1. dbra, [67]).
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1. abra A P-glikoprotein szerkezete. A fehérje eliilsd (A) és hatulso (B) nézetb6l. A 12 transzmembran
domén (TM1-12), a 2 nukleotid kétdhely (NBD1-2), valamint a fehérje N- (sarga) és C-terminalis (kék)

fele jelolve van az abran. (Atvéve Allert et al, Science, 2009)
2.2.3 A P-glikoprotein fiziologiai szerepe

A Pgp nagyszamu, valtozatos szerkezetli szubsztratot képes felismerni, és védelmet

nyujt bizonyos antiviralis, antibakterialis és tumorellenes kezelésekkel szemben is [67].

Normal szoveti kornyezetben a Pgp a farmakoldgiai hatarokon (példaul vér-agy gat,
vér-here gat) tamogatja a szervezet xenobiotikumokkal szembeni védekezését [68]. A
Pgp fizioldgiai szerepét a génkilitott egerek vizsgalataval tisztaztak. Egy véletlen kisérlet

eredményeként kidertilt, hogy a Pgp-kiiitott egerek hiperérzékenységet mutatnak példaul
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az ivermectin kezeléssel szemben [69]. A fokozott érzékenység hatterében a vér-agy-gat
megemelkedett ateresztoképessége volt kimutathato. Kidertilt, hogy a Pgp magas szinten
kifejezodik a vér-agy gat endotéliumaban, megakadalyozva transzportalt szubsztratjainak

agyba jutasat.

A P-glikoprotein magas expresszidot mutat a gasztrointesztinalis traktus epitél
sejtjeinek luminalis, a vese proximadlis tubulusait felépitd sejtek apikalis, a ma4j
kanalikularis hepatocitainak, valamint az agy és a here kapillaris endotél sejtjeinek
membranjaban, foleg olyan hatéarfeliileteken, ahol a szervezet a kornyezetbdl érkezo
idegen anyagokkal érintkezhet [70]. Ennek jelentéségét nem csak a fentebb leirt
génkiiitott egér modell bizonyitja, de a bel-tenyésztett kutya fajtak, mint a collie-k vagy
az ausztral juhészkutya ismert ivermectin érzékenysége is, ami egy frame-shift mutacio

eredményeként a Pgp expresszio teljes elvesztéséhez vezet [71].

A Pgp, aszoveti elhelyezkedése és funkcidja miatt, hArom modon képes a szervezetbe
juté hatdéanyagok megoszlasanak befolyasolasara: limitdlja a bélrendszerbdl valo
felszivodast, ndveli a majon, vesén és bélrendszeren keresztiili kivalasztodést, valamint

szabalyozza a sejtek és szovetek hatdanyag felvételét [70].
2.2.4 A P-glikoprotein szerepe a tumorok multidrog rezisztenciajdban

Azonban a fehérje detoxifikdldo képessége, amely hatékony védelmet nyujt az
egészséges szovetek szdmdra, a rdkos sejtekben expresszalodva megvédi azokat a
kemoterapia alatt bekovetkezd toxikus tdmaddsoktol, ezzel jelentdsen csokkentve a

kezelés hatékonysagat.

A Pgp expresszioja fiiggetlen prognosztikai faktor akut mieloid leukémidban (AML)
[72]: a Pgp expresszidoja AML-ben [73] és akut nem-limfoblasztikus leukémiaban
(ANLL) [74] negativ korrelaciot mutat a kezelésre adott valasszal [75]. Egy kozelmultban
publikalt tanulmany kimutatta, hogy akut limfoblasztikus leukémiaban (ALL) szenvedd
betegek esetében a P-glikoprotein magas kifejez6dése kozel 50%-kal alacsonyabb
median relapszus-mentes tuléléshez vezetett, mint az alacsony expresszidot mutatd
daganattal diagnosztizaltak korében [76]. Ovarium daganatok vizsgalatakor a kezelés
kezdetekor mért ABCB1 magas expresszids szintje a rovidebb teljes tuléléssel volt

korrelaltathato, de érdekes modon nem volt hatassal a relapszus-mentes talélésre [77]. Az
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utobbi években Osszegyllt adatok azt sugalljak, hogy a gyermekkori agydaganatok
esetében a kezelés kezdetén jelentkezd terapia-rezisztencia kialakitasaban is fontos
szerepe lehet az ABCBl-nek, s6t a Pgp hatasat a gyermekkori ependymomak
kemoterapiara adott valaszara jelenleg is vizsgaljak [78]. Egy tanulmany az efflux
transzporter fokozott kifejezodését talalta medulloblastoma esetek 43%-ban, ami
jelentésen korrelalt azzal, hogy az adott daganat magas kockazatua (,,high-risk”, a tumor
magas valosziniiséggel vissza fog térni a kezelés ellenére is) besorolast kapott-e [79].
Diagnoéziskor €s a kemoterapia utdn vett neuroblasztoma mintdk Osszehasonlitd
vizsgalatakor a relapszalt tumorok 60%-aban a Pgp mRNS szintjének novekedését
talaltak, mig a kezelésre jol reagald tumorok esetében ez a valtozas nem volt kifejezett
[80]. Klinikailag eltavolitott melanomakban olyan &ssejt-jellegli  szubpopulaciot
azonositottak, ami funkcionalis ABCB1-et expresszalt és kemorezisztensnek bizonyult a
paclitaxel kezeléssel szemben [81]. Hepatocellularis karcinomak (HCC) klinikali
vizsgélata érdekes mintdzatot mutatott az ABCBI tekintetében: mig a jol differencialt,
korai stddiumi HCC tumorokban magas expressziot taldltak, addig a kései, gyengén
differencialt daganatokban mar csdkkent P-glikoprotein szinteket mértek, ami arra utal,

hogy a fehérjére csak a hepatokarcinogenezis elsé szakaszaban jatszhat szerepet [82].
2.2.5 P-glikoprotein gatloszerek: remények és kudarcok

A Pgp-felfedezés torténetének ismeretében konnyen érthetd a tudomanyos tarsadalom
korai lelkesedése, hiszen egy olyan univerzalis magyarazattal szolgéalt az MDR
jelenségre, ami a rezisztencia legydzésével kecsegtetett. Amennyiben ez a pumpa okozza
a rezisztencia kialakulasat, akkor annak gatlasaval feliil lehetne kerekedni az MDR-en:

megindult a Pgp gatloszerek keresése.

Miara harom kiilonbozd generaciot kiilonitiink el, amelyek egymast kovették,
generacionként novelve a specifikussagot, ezzel csokkentve a toxicitast is. Ugyan az in
vitro vizsgalatok tobb olyan vegyiiletet azonositottak, melyek hatékonyan gatoltak a Pgp
transzporter funkciojat, am ezek a vegyiiletek rendre elbuktak a klinikai probakon [83].
Kezdetben a kudarcot az elsé generacios gatloszerek (példaul a szivgyogyaszatban is
alkalmazott kalcium csatorna blokkolé verapamil vagy az immunoszuppresszans
ciklosporin A) elsddleges farmakologiai hatasa, valamint a klinikai probdk hibas

tervezése okozta. Eléfordult, hogy a klinikai probak soran nem-kissejtes tlidorakos
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betegeket kezeltek Pgp gatloszerekkel, annak ellenére, hogy ebben a tumor tipusban a

Pgp drog rezisztencidban betoltott szerepe soha nem nyert bizonyitést.

Az utdbbi években torténtek olyan klinikai probak, amelyek megfeleltek a szigort
szakmai kritériumoknak, a zosuquidarral vagy placeboval kiegészitett kemoterapias
kezelés eredménye (median tulélés €s remisszios arany) kozott mégsem mutatkozott

eltérés [84].

Azonban ezek a kudarcok az olyan helyteleniil tervezett klinikai probakkal is
magyarazhatoéak, amelyekben olyan tumorokat kezeltek gatloszerekkel, amikben vagy
nem volt bizonyitott a Pgp rezisztenciadhoz valo hozzajarulasa vagy nem tesztelték, hogy
a betegekben tényleg kimutathat6-e a transzporter jelenléte, esetleg olyan kemoterapias
kezelést alkalmaztak, amely nem volt szubsztratja a P-glikoproteinnek [83]. Ezen klinikali
probak, a nem vart toxicitds megjelenése és az egyaltalan nem meggy6z06 beteg adatok
miatt kijelenthetd, hogy a Pgp célzott gatlasan alapuld terapias megkozelités nem valtotta

be az in vitro eredmények altal taplalt reményt.

A gatloszerek bukasa nagyrészt a Pgp fiziologiai funkciojanak jarulékos gatlasaval és
a barrier feladatot ellatd szovetek miitkddésének megzavarasaval magyarazhatd. A P-
glikoprotein ¢€lettani funkcidja, hogy megdvja a legfontosabb szerveket a szervezetbe jutd
kiilonbozé mérgektdl €és xenobiotikumoktol. A Pgp kifejezdédése kimutathatd tobb vér-
szovet hataron (vér-agy €s vér-here gat, placenta), illetve méregtelenitd szervekben, igy
a majban, vesében vagy a bélham sejtjeiben. A klinikai kisérletekben a Pgp gatloszereit
konvencionalis kemoterapids vegyiiletekkel egyiitt adagoltdk a betegeknek, és ez a
kemoterapeutikumok nem vart feldusulasahoz vezetett tobb szervben is [85]. A toxikus
mellékhatasok lattdn az orvosok kényszerlien redukaltdk a kemoterapids kezelés
intenzitasat és csokkentették a dozisok méretét, azonban ez, sajnos, elkeriilhetetleniil a

kezelés hatékonysaganak elvesztéséhez vagy gyengiiléséhez vezetett.
2.2.6 A P-glikoprotein okozta MDR bemutatasa in vitro

A Pgp rezisztenciat kialakitod hatasa sejtes rendszerekben konnyen reprodukalhato és
befolyasolhatd. A MES-SA sejtvonalat 1983-ban alapitottak egy 56 éves betegbdl
eltavolitott szarkdomabol [86]. A drog-naiv MES-SA sejteket 9 honapon at doxorubicin

kezeléssel szelektaltak, folyamatosan emelve a kezdeti szubtoxikus koncentraciot (ezt a
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modszert alkalmazzak azéta is MDR sejtvonalak alapitasahoz), ami rezisztens sejtek
kialakulasaval jart (MES-SA/Dx5). Az in vitro citotoxicitasi tesztek eredménye szerint a

MES-SA/DxS5 sejtek mintegy két nagysagrenddel magasabb doxorubicin koncentraciot
toleralnak (24 és 2C dbra).

A Doxorubicin B Doxorubicin + TQ (2uM)
100 [ 100- n
< | < ]
g g ]
5 3 ™ —.
g ] MES-SA £ ] MES-SA
] u  MES-SA/Dx5 . MES-SA/Dx5
0- 0
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
c (uM) c (uM)
o ssicowo | essavsicoow | w |
Doxorubicin 0,048 = 0,0027 3,4520,13 71,9
Doxorubicin + TQ (2uM) 0,055 = 0,005 0,031 +0,0023 0,56

2. abra A P-glikoprotein hatdsa human uterin szarkémasejtek in vitro doxorubicin érzékenységére.
(A) A Pgp-t expresszaldé MES-SA/Dx5 sejtvonal (kék vonal) jelentés doxorubicin rezisztenciat mutat a
drog-naiv MES-SA sejtekhez képest (narancs vonal). (B) A Pgp specifikus inhibitora (tariquidar (TQ), 2
pM) a MES-SA/DxS sejtek érzékennyé valnak. Az abran feltiintettiik a citotoxicitasi gorbékbol szamolt
IC50 értékeket (a sejtek 50%-at elpusztitd doxorubicin koncentracid), valamint a rezisztens és szenzitiv

sejteken mért IC50 értékek hanyadosat (resistance ratio, RR). (Fiiredi et al, Magyar Onkoldgia, 2015)

A MES-SA/DxS5 sejtek rezisztenciat mutatnak a doxorubicinnal és tobb masik,
szerkezetileg és hatdsmechanizmusaban kiillonb6z6é kemoterapids vegyiilettel szemben is
¢és bizonyithatd, hogy az MDR fenotipust a P-glikoprotein emelkedett expresszidja
okozza [87]. A fenotipust el6idéz6 magas Pgp kifejezédés stabil, azaz a MES-SA/DX5
sejtek doxorubicin rezisztens allapotban fenntarthatoak. A MES-SA/Dx5 sejtek
rezisztencidja megsziintethetd, ha a Pgp fehérje funkcidjat farmakologiai uton,
kismolekula gatloszerekkel, mint példaul a tariquidar, megakadalyozzuk (2B és 2C dbra),

ezzel igazolva, hogy a célzott gatlassal a doxorubicin érzékenység in vitro helyreallithato
(2C dbra).
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2.2.7 Jarulékos érzékenység (collateral sensitivity) és az MDR-szelektiv vegyiiletek
felfedezése

A kiabrandité klinikai eredmények (j megkozelitéseket hivtak életre [83]. Felmeriilt,
hogy a transzporter gatlasa helyett kikeriilése (0j gyogyszerhordozo rendszerekkel,
esetleg célzott vegyiilettervezéssel) vagy kihasznalasa (a Pgp okozta ,,Achillesz-sarok”

megcélzasaval) még hatékonyabb stratégia lehet.

A bioldgiai valtozasok, melyek bizonyos koriilmények kozott képesek egy tumor sejt
tulélését biztositani, egyben terdpiasan kihasznélhat6 ,,gyengeségeket” is létrehozhatnak
[88]. Szybalski és Bryson 1952-ben irta le a paradox jelenséget, melynek soran ,.egy
vegyiilettel szemben kialakul6 rezisztencia egyben nagyobb érzékenységet eredményez
egy masik kezeléssel szemben” [89]. Ezt késébb kollateralis (jarulékos) érzékenységnek

nevezték el.

Csoportunk korabban olyan vegyiileteket azonositott, amelyek egy eddig ismeretlen
mechanizmuson keresztiil, éppen az MDR tumor sejteket célozzak, vagyis képesek a Pgp-
t kifejez6 daganatos sejtek szelektiv elpusztitasara. Az in. MDR-szelektiv molekulak
alkalmazasaval lehetdség nyilhat a mar rezisztenssé valt tumorok visszaszoritasara, a
kemoterapia alatt megjelend rezisztens sejtek elpusztitasara, vagy a rezisztens daganatok
Ujraérzékenyitésére [90]. Mara az MDR-szelektiv vegyiileteket is 3 generacioba

sorolhatjuk felfedezésiik ideje szerint.

2004-ben Szakacs és kollégai 60 emberi daganat sejtvonal (NCI-60) citotoxicitasi
adatait vizsgalta 1429 vegyiilet bevonasaval, ugy, hogy ezeket korrelaltatta a sejtvonalak
48 ABC transzporter expresszios mintazataval (1. generacid, [91]). Tették ezt annak
reményében, hogy (az addigra koztudottd valt) rezisztenciat el6idézé ABC transzporterek
expresszidjanak birtokaban megjosoljak mely vegyiiletekkel szemben varhatdo a

rezisztencia kialakulasa (3. dabra).
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3. abra A P-glikoprotein kifejezodés és a vegyiiletekkel szemben mutatott érzékenység kapcsolatanak
demonstracidéja az NCI-60 sejtvonal panelben. (A) Minden kék pont egy sejtvonalat reprezental. Az
Osszefliggés megmutatja, hogy alacsonyabb Pgp expresszio esetén magasabb érzékenységgel rendelkezik
az adott sejtvonal az NSC363997 vegyiilettel szemben. (B) Az NSC363997 vegylilet toxicitasi profilja drog
érzékeny KB-3-1 (piros folytonos vonal) és rezisztens KB-V (kék folytonos vonal) sejteken mérve. Lathato,
hogy a Pgp-gatlo PSC 833 hatasara KB-V sejtek érzékenysége helyreall, mig a KB-3-1 sejteké nem valtozik
(piros és kék szaggatott vonalak). (Szakécs et al, Cancer cell, 2004)

A nagy ateresztoképességli szlirés a 3A. abran lathatd eredményekhez vezetett.
Minden vizsgalt vegylilet esetében meghatarozasra kertilt, hogy az ABCBI expresszidja
miként befolyasolja az adott molekulara mutatott érzékenységet és a vartnak megfeleléen
a Pgp szubsztratok hatékonysaga jelentdsen csokkent a transzportert kifejezo sejtekben
(34 dbra), amit a citotoxicitasi kisérletek is megerésitettek (3B dabra). Ezt a korrelaciot

mas ABC fehérjékre is elvégezve, megtalalhatoak azok a gyogyszer-jelolt vegytiletek,
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amelyek nagy valoszinliséggel valamelyik transzporter szubsztratjai lesznek. Azonban ez
a szirés varatlan modon nem csak olyan hatdéanyagokat azonositott, amelyeket
kipumpaltak a Pgp-pozitiv sejtek, épp ellenkezdleg, voltak, amelyek hatékonysaga

jelentdsen novekedett a Pgp expresszio mértékének novekedésével (4. abra).
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4. abra A P-glikoproteint kifejezo sejteket szelektiven elpusztité vegyiiletek azonositasa az NCI-60
sejtvonal panelen. (A) A Pgp expresszid és az NSC73306 vegyiilettel szemben mutatott érzékenység
novekedése kozti 6sszefliggés bemutatasa. (B) Az NSC73306 vegyiilet toxicitasi profilja drog érzékeny
KB-3-1 (piros folytonos vonal) és rezisztens KB-V (kék folytonos vonal) sejteken mérve. Lathat6, hogy az
NSC73306 a Pgp-pozitiv sejtekre szelektiv és, hogy a Pgp-gatlo PSC 833 hatasara ez a szelektivitas

megsziinik. (Szakécs et al, Cancer cell, 2004)

Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a P-glikoprotein, amely egészséges

szervezetben a szoveteket, mig rosszindulati daganatokban a tumor sejteket védi,
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bizonyos koriilmények kozott képesek a daganat sejteket érzékenyiteni egyes

molekulakkal szemben.

Az MDR-szelektiv vegyiiletek felfedezésében fontos 1épes volt a talalt vegytiletek
egy fuggetlen Pgp-negativ és pozitiv sejtvonal paron valé tesztelése (3B és 4B dbrdk). A
drog naiv KB-3-1 karcinoma vonal és a beléle folyamatos vinblasztin szelekcioval
eléallitott Pgp kifejez6 KB-V1 sejtvonal alkalmazasaval bemutathaté volt, hogy a P-
glikoprotein sziikséges €s elégséges feltétele az NSC73306-ra mutatott érzékenységnek,
mert a transzporter gatlasaval ez az érzékenység is megsziint. Ezek a kisérletek mar

maradéktalanul bebizonyitottdk, hogy a szelektiv toxicitas a Pgp funkcidjdhoz kothetd.
2.2.8 Az MDR-szelektiv vegyiiletek generacioi

Az NSC73306 volt az els6 ilyen molekula, amit a korrelacids sziirés azonositott, és
amirdl bebizonyosodott, hogy a Pgp funkcidjanak gatlasaval a szelektiv toxicitasa is

megsziinik.

Harom évvel késobb csoportunk ujra korrelaltatta az NCI-60 sejtvonalon kapott
citotoxicitasi adatokat a sejtek Pgp expresszidjaval és igy mar 42657 vegyiiletbdl 22 1
MDR-szelektiv vegyiiletet sikeriilt azonnal és tovabbi 15 vegyiiletet Szerkezeti
hasonlésagon alapuld kereséssel azonositani (2. generacio, [92]). A tanulmany kimutatta,
hogy ezek a vegyililetek mind fémkelacios képességekkel rendelkeznek, de maga a

fémkelaci6 még nem jelenti automatikusan az MDR-szelektiv tulajdonsdgok meglétét.

A sziirést megismételve a legfrissebb NCI-60 toxicitasi adatokon, ujabb MDR-
szelektiv vegyiileteket talaltunk, amik a késébbiekben részletesen is bemutatasra kertilnek
(3. generaci6 [93]). Az MDR-szelektiv vegyiiletek paradox hatasanak fontos bizonyitéka
volt, hogy mas, fiiggetlen, Pgp-negativ €s -pozitiv sejtvonal parokon is bizonyithat6 volt
a hatasuk. A 5. dbran egy ilyen kisérlet eredménye lathato. Mig a korabbi sziirésekben
foleg karcindbma sejteket hasznaltunk, addig ebben a kisérletben humén szarkéma
tumorokbdl szarmazoé sejteket (MES-SA és MES-SA/DX5) kezeltiink az MDR-szelektiv

vegyliletekkel, igy bizonyitva a hatas sejtvonal- €s szdveti eredet-fliggetlenségét.

26



A MDR-szelektiv vegytilet B MDR-szelektiv vegyiilet + TQ (2uM)
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5. abra Az MDR-szelektiv vegyiiletek célzottan elpusztitjak a Pgp-t expresszalé, multidrog rezisztens
tumorsejteket. (A) Az MDR-szelektiv vegyiilet szelektiven toxikus a Pgp-t magasan expresszaldo MES-
SA/DxS sejtvonalra (kék vonal) a Pgp-mentes MES-SA (narancs vonal) sejtvonalhoz képest. (B) A
transzporter tariquidarral (TQ) torténd gatlasaval az MDR-szelektiv vegyiilet toxicitasa csokken a Pgp-
expresszaldo MES-SA/Dx5 sejtekre nézve, de valtozatlan marad a Pgp-t nem expresszald MES-SA sejtek
esetében. (C) A MES-SA és Dx5 sejteken mért IC50 értékek. A szelektivitasi hanyadost (SR) a kdvetkezd

formula alapjan szamoltuk ki: IC50pgp-negativ sejtvonal/ | C50pgp-poritiv scjtvonat (Fiiredi et al, Magyar Onkologia,

2015)

A Pgp fehérjét talexpresszaldo MES-SA/Dx5 sejtek ugyan 72-szeres rezisztenciat
mutatnak a doxorubicinre a MES-SA sejtvonalhoz képest (2. abra), de hiperérzékenyek
az MDR-szelektiv molekulaval szemben (54 és 5C abra). Azonban a transzporter
gatlasaval (tariquidar, Pgp inhibitor) a Dx5 sejtek fokozott érzékenysége elmarad, ami
arra utal, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek paradox toxicitasa a P-glikoprotein
funkcidjanak kovetkezménye (5B és 5C dbra).

2.2.9 P-glikoprotein és tumor dssejtek

Bizonyos leukémidkban, ill. szolid daganatokban a tumor sejtek egy jol korilirt,
onmegujulasra €s differencialodasra egyarant képes szubpopulacioja felelds a tumor
szovet utanpotlasaért és ujraépitéséért. Ezeket a sejteket, melyek a legtobb esetben
kevesebb, mint egy szazalékat adjdk a tumort felépitd sejteknek, mivel szdmos

tulajdonsdgukban emlékeztetnek a szoveti dssejtekre, tumor dssejteknek nevezték el.
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Feltételezések szerint, a konvencionalis kemoterdpids szerek ugyan hatékonyan
elpusztitjdk a gyorsan osztddo, differencialéodd vagy maér differencidlodott sejteket,
amivel jelent6sen csokkenthetik a tumor sejtek szamat, azonban a kezelésnek ellenalld
tumor dssejtek ujratermelik a malignus sejteket, eldidézve ezzel a relapszust. A modern
onkologiai kutatdsok egyik kiemelt célja olyan célzott (,targeted”) vegyiiletek

kifejlesztése, melyek alkalmasak a tumor dssejtek hatékony eliminalasara.

Az embrionalis és a szoveti dssejtekhez hasonldéan azonban a tumor 6ssejtek is magas
szinten expresszalnak ABC-transzportereket, amelyek igy hatékony védelmet nyujtanak
a legtobb kemoterapias kezelés alatt [94]. A klinikai drog rezisztencia univerzalis
markere, a P-glikoprotein, az MDR tumor ssejtek molekularis targetje lehet. A multidrog
rezisztens tumor sejtek hatékony elpusztitdsa jelentésen hozzajarulhatna a tumor
méretének csokkentéséhez, ¢és az Ossejtek kiirtdsa révén megakadalyozna

ujraképzddésiiket is.
2.3 Preklinikai allatmodellek a gydgyszerkutatdsban

2.3.1 A hatoanyag keresésben hasznalt in vitro modellrendszerek hatranyai

Azonban az MDR-szelektiv molekuldak érdekes koncepcidja mellett sem szabad
figyelmen kiviil hagyni a Pgp-gatloszerek klinikai kudarcait. Az ott szerzett tapasztalatok
ravilagitottak, hogy az MDR tumorok hatékony lekiizdése csak a megfeleld in vitro és in
vivo modellek alkalmazasaval sikeriilhet. Az Uj gyogyszerjelolt vegyiiletek
azonositasanak egyik elsé 1épése tobbnyire in vitro modelleken torténik. Bar a
gyogyszermolekuldk szervezetre gyakorolt hatasa Osszetett folyamat eredménye, a
sejtvonalakon mért bioldgiai adatok tobbnyire jo megkozelitést adnak a tesztelt
vegyiiletek hatdsossagardl. A preklinikai modelleken torténd tobb millié dollaros célpont
validalas ¢és hatdanyag optimalizalast kovetden a gyodgyszerjeldltek jelentds része

azonban mégis elbukik a klinikai I11-as fazisban ([95],[96]).

Az in vitro modellek helyes megvalasztasaval €s a vizsgalt sejtvonalak szamanak
emelésével az in vitro szlirések hatasfoka javithat6. Bar a valodi tumorokban talalt
mutaciok széles spektruma a sejtvonalakban is megtalalhato, a daganatokban tapasztalt
kromoszomalis valtozasok, metildcios €¢s mRNS expresszidos mintazatuk is hasonlo, a

sejtvonalak a tenyésztés soran genetikailag [97] és mRNS expresszios profiljukat ([98];
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[99]) tekintve is megvaltoznak, nem jellemzi 6ket az eredeti tumor heterogenitasa és nincs

jelen mellettiik a mikrokornyezetiik.

Kérdés, hogy a sejtvonalak valdoban alkalmazhatoak-e klinikai tumorok
modellezésére és hogy az igy levonhatd kovetkeztetések relevansak lesznek-e a beteg
kezelését tekintve. Kiilonbozo szovetekbdl szarmazo klinikai daganatokat sejtvonalakhoz
hasonlitva kidertilt, hogy adherencidjukban és osztddasi potencialjukban a valos tumorok
¢és az in vitro tenyésztett sejtek jelentOsen kiilonboztek és, hogy ez eltérést okozott a
kiilonb6z6 drogokra mutatott érzékenységiikben ([100];[101]). Mivel ez az altalanosan is
ismert jelenség, logikus modon, kovetkezhet a tumorokban jelenlévd, azonban
sejtkultarakbol hianyzo mikrokornyezet elvesztésébdl, igy megoldast jelenthet az {in.

allo- és xenograft tumor modellek hasznalata.
2.3.2 A daganat-modellek fejlddése, xenograft tumorok

Torténelmileg a preklinikai egér modellek egyiitt fejlodtek a tumor ellenes
terapidkkal. A legelsé allatmodellek ragesald tumorok egészséges immunrendszerrel
rendelkez6 befogadd egerekbe torténd betiltetésére épiiltek ([102];[103]). Az 1960-as és
1970-es években ezek a korai ,,egérbol egérbe” izograft modellek szolgaltak sokaig a
gyogyszerjelolt vegyliletek kivalasztasanak alappilléreként. Hasznélatukkal sikertilt
azonositani tobb, igen hatékony molekulat, mint példaul a vinkrisztin vagy a prokarbazine
[102].

Az 1980-as években mar felismerték a metasztazis mechanizmusat kiilonbozé egér és
human sejtvonalak hasznalata kozben. Fidler és kollégai rajottek, hogy a metasztazis nem
véletlenszerti, sokkal inkabb szovet-specifikus [104], s6t fliigg a sejtek beadasanak
helyétdl, hogy késdbb milyen szo6rodési mintdzatot mutatnak a kisérleti llatokban. Végiil
ez az észrevétel alapozta meg az ortotopikus (szarmazasi szovetbdl egy masik allat azonos

szovetébe iiltetés) modellek 1étrehozasat [103].

Azdta is, a daganat terapidk fejlesztése inkabb a konnyen kezelhetd sejtvonal derivalt
xenograft tumor rendszerekre épiil, ahol a daganat immunhianyos egerekben, sejtek
szubkutan beoltasat kovetden fejlodik ki. Ezek a sejtvonalak hosszantart6 tenyésztés alatt
lettek arra szelektdlva, hogy minél gyorsabb nodvekedési ratat mutassanak 2D

kornyezetben, miianyag feliilethez alkalmazkodva, vérsavot tartalmazé tapfolyadékban.
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Ezeket a sejtvonalakat felhasznalva konnyen lehet tumor modelleket eldallitani szinte
barmilyen laboratoriumi felszereltség mellett ¢és hasznalatuk olyan kemoterapids
vegyliletek azonositdsahoz vezetett, amik a mai napig dominalnak a klinikai onkologiai

ellatasban [105].
2.3.3 Tumormodellek a drog rezisztencia kutatdasaban

2.3.3.1 A P388 — P388/ADR egér limfoblasztikus leukémia allograft modell

A P388 limfoblasztikus leukémia sejtvonalat kémiai karcinogenezissel hoztak 1étre
1955-ben, DBA/2 egerek bérének 3-metilkolantrénnel torténd ecsetelését kovetéen [106].
A leukémias allatok keringésébdl nyert leukémia sejtek in vitro tenyészthetéek, majd
kisérleti egerek hasiiregébe fecskendezve aszcitesz (hasvizkor) tumorok nyerhetéek és a

sejtvonal a tovabbiakban in vivo propagalhat6 és vizsgalhato.

A P388 MDR klonjat (P388/ADR) ndvekvé koncentracioji in vitro doxorubicin
kezeléssel alapitottak [107]. Az in vitro koriilmények kozott tapasztaltaknak megfelelden
a transzporter kifejezédése jelentds hatassal van a P388/ADR sejtek doxorubicin
érzékenységére ebben az aszcitesz modellben is. Direkt hasiiri doxorubicin kezelés
hasznalataval a P388 sejtekkel oltott egerek tulélése szignifikansan ndvelhetd, mig a

rezisztens tumort hordozokra ugyanez a kezelés nincs jelent6s hatassal (6. dbra).
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6. abra A drog-naiv P388 (szaggatott zold vonal) és a Pgp-expresszaléo P388/ADR (szaggatott piros
vonal) sejtvonal parbdl 1étrehozott allograft tumorok doxorubicin- (3 mg/kg ip.) érzékenysége BDF1
egerekben. A piros és z6ld egyenes vonalak a kezeletlen kontroll allatokat, mig a pontozott vonal a kezelés

pontos idejét mutatja. (Fiiredi et al, Magyar Onkologia, 2015)

A 6. dbran lathatd, hogy a doxorubicin kezelés ellenére a Pgp-t expresszalo
P388/ADR tumorokat hordozo csoport median tulélése 15 nap volt, mig a gyogyszer
érzékeny P388 csoportban a szignifikansan magasabb, 33 napos megfigyelés alatt
0sszesen két egeret kellett eutanaziaban részesiteni. A csoportok, amelyek nem voltak

kezelve mindkét sejtvonal esetében 13 napos median talélést mutattak.

Ezek a tulélési adatok jo egyezést mutatnak a klinikai tapasztalatokkal: kimutathato
volt, hogy az AML-blasztsejteken a diagnoziskor mért Pgp szintje korrelal a
kemoterapiara adott valasszal. Tovabbi klinikai tanulmanyok igazoltak, hogy a Pgp-
pozitiv ANLL blasztsejtekkel diagnosztizalt betegek rosszabbul reagalnak a kezelésre, €s
tulélési esélyeik is kedvezotlenebbek [74]. A P388 — P388/ADR rendszerhez hasonld
aszcitesz-képz6 tumorokat foként a magas osztodasi rataval rendelkezé sejtekbol allo
hematologiai daganatok érzékenységének modellezésére hasznaljak [103]. A vérképzo
szervek és a nyirokrendszer rosszindulati daganatainél fellépd multidrog rezisztencia

vizsgalatara a P388/ADR modell gyors, olcs6 és viszonylag nagy ateresztOképességii
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modszert biztosit, ugyanakkor az aszcitesz modell korlatai miatt a szolid tumorokra

vonatkozo6 klinikai relevanciaja megkérddjelezheto.

2.3.3.2 MES-SA és MES-SA/DXS5 uterin szarkOma xenograft modell

Az in vitro fenntartott és alkalmazott emberi tumor sejtvonalakbol xenograft
daganatok indithatoak. A MES-SA és MES-SA/Dx5 sejteket immunhianyos egerekbe
oltva szolid tumorok hozhatdak 1étre, amik lehetéséget adnak a Pgp hatasanak, a human
patologiat jobban kdvetd, modellrendszerben torténd vizsgalatara. Az ebbdl a sejtvonal
parbol 1étrehozott tumorokat intravénas doxorubicin terapiaval (2 mg/kg iv., 10 naponta)

kezelve ellendrizhetd a Pgp emberi daganatokban betoltott szerepe (7. abra).

A MES-SA xenograft daganatok reagaltak a kezelésre, a teljes csoport életben maradt
a kisérlet végéig, azonban a Pgp-pozitiv MES-SA/DxX5 tumoros allatok rezisztensnek

bizonyultak, a median talélés ebben a csoportban 20 nap volt (p<0,01, 7. dbra).
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7. abra MES-SA (zold szaggatott vonal) és MES-SA/Dx5 (piros szaggatott vonal) sejtvonalakboél
létrehozott xenograft tumorok doxorubicin (2 mg/kg iv.) kezelésre adott vialasza. A piros és zdld
egyenes vonalak a kezeletlen kontroll allatokat, mig a pontozott vonalak a kezelések hatasat mutatjak. A

fekete, pontozott, fiiggbleges vonalak a kezeléseket jelzik. (Firedi et al, Magyar Onkologia, 2015)

A nem kezelt, MES-SA és MES-SA/Dx5 tumorokat hordoz¢ allatok atlagos talélése 15,5
nap volt.
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2.3.4 A xenograft tumormodellek korlatai

A rezisztens xenograft tumorok terapiara mutatott érzékenysége jelentsen javithato
a Pgp gatloszerek egyidejii alkalmazasaval [108], azonban az inhibitorok Klinikai kudarca
arra figyelmeztet, hogy a xenograft alapu allatkisérletek eredményeit fenntartasokkal kell
kezelniink. A fentebb mar tobbszor emlitett tényt igazolo adat, hogy az dsszes, preklinikai
tesztben sikeresnek itélt rakellenes vezérmolekula csupan 8%-at sikeriil a klinikumba

atvezetni [109].

Ezt az alacsony transzlacios ratat tobbnyire az alkalmazott allatmodellek korlatai
magyarazzak. A tobb éve vagy gyakran tobb évtizede in vitro muanyag feliileten,
kontrollalt és valtozatlan koriilmények kozott tenyésztett sejtvonalak immunhidnyos
allatokba oltasaval nyert tumorok rendszerint nem alkalmasak a betegekben ndvekvo
daganatok komplexitasanak modellezésére. A sejtkulttra l1étrehozasa és fenntartasa, egy
in vitro szelekcids eljarasnak tekinthetd, ahol a gyorsan osztodo és plasztik-adherens
sejtklonok tlsulyba keriilnek, majd ennek eredményeként a sejtvonal elvesziti kezdeti

heterogenitdsat.

Az in vitro tenyésztés kovetkezményeként a sejtvonalak hozzaszoknak a valdodi
tumorok ndvekedését, metabolizmusat, terjeszkedését ¢és talélését szabalyozo
mikrokornyezet (pl. a stromasejtek vagy infiltrdld limfocitdk) hidnydhoz és a
laboratoriumi koriilményekhez (hypoxia helyett norm- vagy hyperoxia, véges tapanyag
mennyiség helyett kozel kifogyhatatlan tartalékok, 3-dimenzids struktira helyett 2-

dimenzids ,,monolayer” stb.).

Az emberi tumorokbol izolalt sejtvonalak xenograft daganatként sem nyerik vissza
eredeti jellemzodiket. A xenograftok anatomiai-morfologiai jegyei, a tumorokban
jelenlévd strukturélis elemek, az erezettség és az erek felépitése és a nem-rosszindulata
mikrokérnyezet mind szignifikansan kiilonboznek a valodi daganatok felépitésétol [101].
Ezen kiviil a xenograft rendszerek ellen sz6l az is, hogy 1étrehozasukhoz immunhidnyos

allatokra van sziikség.

A gyogyszer rezisztencia kutatasa szempontjabdl kiilon kiemelendd, hogy a drog
szelekcid segitségével alapitott rezisztens vonalak jellemzdéen rendkiviil magas Pgp-
expressziot mutatnak a klinikumban mért értékekhez képest [110]. Ahogy a 6. és 7. abran
lathato volt, a P388 — P388/ADR ¢s a MES-SA — MES-SA/Dx5 sejtekbdl 1étrehozott
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daganat modellek alkalmazhatoak a Pgp-medialt MDR bemutatasara, de a rezisztencia
extrém magas szintli jelenléte miatt, a xenograft modellekben a gatloszerek
konvencionalis kemoterapids vegyiiletekkel kombinacioban valé alkalmazasanak

hatékonysaga klinikailag nem tekinthetd relevansnak.

Ezekben a xenograft rendszerekben az alkalmazott sejtvonalak mar a beiiltetés
pillanataban rendelkeznek a talélésiiket biztositd rezisztencia mechanizmusokkal, mig a
valodi tumorok rezisztenciaja a legtobb esetben a kezelés hatasara, mint egy evolacios
folyamat eredményeként alakul ki. A sejtvonalakra jellemz6 rapid osztodas a
xenograftokkal végzett kisérletek id6tartamat is jelentdsen behatarolja, szemben a valodi
tumorokkal, ahol a novekedés és a kemorezisztencia kialakulasa olykor évekig is

eltarthat.

A preklinikai fazisokban nagyszerlien teljesitd gyodgyszer-jelolt molekuldk késdbbi
(90%-o0s aranyt mutatd!) varakozasokat alulmulo teljesitménye vagy akar teljes kudarca

a helytelen sejtes és xenograft modellek alkalmazasaval is magyarazhato ([111],[112]).

Sajnos, a xenograftok nem képesek megjosolni a klinikai hatékonysagot az olyan
célzott terapidk esetében sem, melyek kiilonboz6 rak specifikus utvonalak fehérjéinek
gatlasan alapult [113], amit bizonyit az FDA (Food and Drug Administration) altal
véglegesen elfogadasra keriild terapeutikumok alacsony, 0sszesen 5-7%-os aranya is

[114].

A fazis II és III stadiumokban bekovetkezd vegyiiletek bukéasa arra utal, hogy a
jelenleg rutinszerlien hasznalt preklinikai modell-rendszerek nem megfelelen képviselik
a sikeres terapia elérése kozben tapasztalt komplex kihivasokat, mint a gazda szervezet
immunvalasza, a tumor heterogenitas és a drog rezisztencia [105]. Ennek
kovetkezményeként a rendszer nem alkalmas a kombinacios kezelések, a dozirozasi
stratégidk és a gyogyszer célba juttatdsi modozatok dsszetett valtozoinak optimalizalasara
[115]. A xenograft modellek korlatai miatt sziikségessé valt egy jobb, a klinikali

drogrezisztenciat pontosabban kovetd modell kialakitasa.
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2.3.5 Genetikailag modositott tumormodellek

A Kklinikumban tapasztalt drog rezisztencia megjelenése egy evolucios 1épéssorozat
végtermékének tekinthetd. A terapia elsé fazisaiban a tumor, ugyan valtozé mértékben,
de tobbnyire reagal a kezelésekre, azonban ez késébb megvaltozik, elészor csdkken a
terapiara adott valasz, majd végiil kialakul a teljes rezisztencia és a kezelés hatastalanna
valik. A daganatok mikroevolaciojanak kovetését és mélyebb megértését a genetikailag
modositott egérmodellek (Genetically Engineered Mouse Models, GEMM) létrehozasa

¢s fejlodése tette lehetové.

A tapasztalat, hogy bizonyos kezelésekkel a xenograft modellek koziil tobb is sikerrel
gyogyithatd, mig a hasonlé human daganatokban ezek a vegyiiletek teljesen hatastalanok
sokakat (kozottiik nagyszamu rakkutatot is) arra 0sztondztek, hogy megkérddjelezzék az
egér modellek jelentOségét a terapiak fejlesztésében [116]. Habar ez a csalodottsag teljes
mértékben érthetd, fontos megjegyezni, hogy ezeket a ,,gyogyuldsokat” csak human
sejtvonal-alapti xenograft modelleken sikeriilt elérni, és igy az dsszes egér tumor modell

feltétlen elvetése az 1j gyogyszerek azonositasanak folyamatdban sziikségtelen.

Az Osszes ragesaldo daganat modell koziil a GEMM biztositja a tumor fejlodés
rosszindulatl sejtek egyiitt fejlddnek a stromajukat alkotod osszetevokkel, valamint, ahol
az érintetlen immunrendszer is szerepet jatszik a betegség alakulasaban [105]. Tobb
tanulmany bizonyitja, hogy egy jol megtervezett GEMM-kisérlet hozzéjarulhat a klinikai
vizsgalatok sikereihez, nem csak ugy, hogy igazolja adott kezelések hatékonysagat,
hanem azzal is, hogy megjosolja a terapia elényds és hatranyos hatasat a vizsgalt daganat
bizonyos molekularis szubtipusaira, vagy ugy, hogy tobb kezeldszer egyiittes
alkalmazasanak hatasossagat timasztja hitelt érdemléen ala ([117],[118],[119],[120],
[121]).
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erer

kialakulo egér emld tumor modellben

A munkdm soran beallitottam és jellemeztem egy brcal”, p53” kettés mutans
egerekbdl szarmazd, szeridlis ortotopikus atiiltetéssel propagalhatd spontdn tumor

modellt.

Ebben a GEMM-ben a human tumorok klinikai viselkedéséhez hasonldéan a
rezisztencia a kezelés hatasara alakul ki és a megjelené eml6 daganatok jol reprodukaljak
a human megbetegedésekbdl ismert, invaziv duktalis karcinomékra jellemz6 molekularis,

hisztopatologiai és morfologiai tulajdonsagokat [122].

A kialakult tumorok egészséges, kettés deléciot nem hordozo, egerekben is
propagalhatok a tumor darabok tejlécbe torténd atiiltetésével. Az eljaras elénye, hogy a
kisérleteket megel6z6 iddintervallum jelentdsen rovidithetd, hiszen nem kell megvarni a
genetikailag modositott egérben kifejlddé tumor megjelenését, ami atlagosan nagyjabol
280 napot vesz igénybe. A fagyasztva tarolt tumor darabok tejlécbe iiltetésével a tumor
kezdeti tulajdonsagai, mint a heterogenitas vagy a folyamatos evolucié megdrizhetd és

reprodukalhaté moédon modellezhet6 [123].

A modell hasznalataval konnyen bemutathato a daganatot hordozd egerekben
doxorubicin kezelésével kivaltott adaptacios folyamat. Kezdetben a kezelések hatasara a
tumorok térfogata jelentsen csokken, azok ismétlésével a daganat novekedése gatolhato,
azonban a tumorok rendre rezisztenssé valnak és néhany kezelést kdvetéen mar nem

reagalnak az alkalmazott terapiara (8. abra).
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8. abra Genetikailag modositott egerekben spontan kialakulé emlddaganatok kezelése doxorubicinnal. A
kezelések (5 mg/kg iv. doxorubicin) id6pontjat zold nyilak jelolik. A reprezentativ gorbe a tumor térfogat

valtozasat mutatja az id6 fiiggvényében. (Firedi et al, Magyar Onkolbgia, 2015)

Irodalmi adatok szerint a brcal” ,p537 tumorokban kialakulé doxorubicin
rezisztencia az egér P-glikoprotein fehérje fokozott kifejez6désével magyarazhat6 [123].
Mig kezdetben a tejlécbe oltott tumor darab Pgp-expresszioja a kimutathatosagi hatar
alatt volt, addig a rezisztenssé valt daganat Abcbla és Abcb1b (egérben a P-glikoprotein

fehérjét két gén kodolja) mRNS expresszidja jelentésen megemelkedett (9. dbra).
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9. dbra Az Abcbla 4s Abcblb gének mRNS-szintjének valtozdasa a Breal’;p537 tumorok
doxorubicin kezelése elétt és utan. Kontrollként feltlintettiik az FVB egerek csontveldjébdl izolalt sejtek

(FVB CSV) Abcbla és b mRNS szintjeit is. (Firedi et al, Magyar Onkologia, 2015)

A sejtvonalakban tapasztaltakkal szemben ezekben a spontan tumorokban alacsony
szintli, az egészséges szOvetekben tapasztalhatd Pgp-expresszio volt kimutathato. A
spontan modellben a transzporter fehérje farmakoldgiai gatlasa a terdpia megujult
hatékonysagahoz vezet, de a kisérletes bizonyitékok szerint a daganatok, ennek ellenére,

késobb Ujra rezisztenssé valnak [124].

2.4 Az MDR-szelektiv vegyliletek lehetséges tamadéaspontjai

Ugyan a Pgp inhibitorok nem valtottdk be a hozzajuk fizott reményeket, a Pgp fehérje
kifejez6dés még mindig egyike a legelterjedtebb és legjobban megismert rezisztencia
mechanizmusoknak. A kezeléseknek ellenalld daganatok gyogyitasahoz 1jfajta
megkozelitésekre van sziikség. A Pgp gatlasa mas stratégiakkal, példaul peptidekkel vagy
antitestekkel, illetve az MDRI1 gén célzott csendesitése igéretes megoldasok lehetnek
[83], de gondot okozhat a fizioldgids Pgp miikddésének gatlasa. A rezisztenciaval egyiitt
jaro kollateralis vagy jarulékos szenzitivitas jelentdsége ott mutatkozhat meg, hogy

lehetdséget ad a rezisztens sejtek célzott, szelektiv elpusztitasara.
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Ezek a vegyliletek képesek a rezisztens sejteket szelektiv modon megdlni, valamint
hosszu tava kezeléssel megsziintetni a Pgp expressziojukat, amivel a sejtek ujra

érzékennyé valnak a klasszikus kemoterapias szerekkel szemben [125].

A fentebb targyaltak alapjan az MDR-szelektiv terapia harom tamadasponttal
rendelkezik. Ha ezeket a molekuldkat a hagyomanyos kemoterapias szerekkel egyiitt
alkalmazzuk, gy lehetséges lenne a kifejlédé Pgp-expresszald sejtek azonnali
elpusztitasa és igy a rezisztencia kialakulasat megeldzhetnénk vagy iddben kitolhatnank.
A megel6z6 kezeléssel biztosithatnank, hogy ne a mar kialakult rezisztenciaval kelljen
felvenniink a harcot. A rezisztencia megjelenését kovetden a tumor Pgp-expresszioja
csokkenthet6 lenne. Ezzel a modszerrel a rezisztens tumor, a fehérje kifejezédésének
csokkentésével, ujra kezelhetdvé valna a kezdetben is alkalmazott kemoterapiaval. Az
olyan tumorok, amelyekben mar kialakult a rezisztencia vagy a kezelés elején is
rezisztensek voltak (intrinszik rezisztencia) és nagyszamui Pgp-pozitiv sejtet tartalmaztak,
az MDR-szelektiv molekulakkal torténd kezelés hatasara a Pgp-t expresszald
tumorsejteket elpusztithatnank, és ezzel egyiitt csokkenthetnénk a daganatok méretét. A
konvencionalis és MDR-szelektiv kezelések ciklikus alkalmazasaval a rezisztenciaval

parhuzamosan kialakul6 kollaterélis érzékenység folyamatosan kiaknazhato.
2.5 A pegilalt liposzomalis doxorubicin (Doxil®/Caelyx®/PLD)

Az 1) tumor ellenes terapidk és célpontok keresése mellett lehetdség van egy
alternativ megkozelités alkalmazasara is, mely nem az 0j kezeldszerek kutatdsan alapul,
hanem a jelenlegi, bevalt gyogyszerek hatékonysagat és pontosabb célba juttatasat
kivanja novelni [126]. Mivel a doxorubicin az egyik leghatékonyabb kemoterapias
vegyliletnek szamit és mivel tobb daganattipusnal (tiido, emld, petefészek, méhnyak,
limfoma és leukémia) bizonyult eredményesnek, mint barmely mas kemoterapeutikum
([127],[128],[129]), ezért létrehoztak a pegilalt liposzomalis doxorubicint
(PLD/Doxil®/Caelyx®), hogy feliilkerekedjenek a doxorubicin olyan sulyos, dozis
limitald mellékhatasain, mint a kardiotoxicitas és a myeloszuppresszio [130]. A PLD
olyan kettésrétegli liposzOmaba csomagolt doxorubicin, melynek a feliiletét metoxi-
polietilén-glikol (MPEQG) oldallancokkal vonjak be. A PLD a doxorubicintdl teljesen
eltérd farmakologiai tulajdonsdgokat mutat, és képes elkeriilni a retikuloendotelidlis

rendszert is (,,alcazas”, [131]). A liposzomalis formulaci6 kifejezetten a tumorban dusul,
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igy mint egy indirekt célba juttatdst valdsitva meg, ami a tumorokban talalhatd

abnormalis, porusos mikroér szerkezetnek tulajdonithaté ([132],[133]).

A PLD hatékonysagat tobb allo- and xenograft tumor modellben is 6sszehasonlitottak
a doxorubicinéval, mint példaul vastagbél [134], emld [135], petefészek [136], tiid6
(Colbern et al, J Liposome Res, 1999), leukémia [137], limféma [138], holyag [139] és
prosztata [140]. Ezekben a tesztekben Osszességében megegyezd vagy jobb eredményt
mutatott, mint a konvencionalis doxorubicin (&sszefoglald: [141]). Osszhangban ezekkel
a megfigyelésekkel a klinikai tanulmanyok kimutattdk, hogy a metasztatikus emld
daganatok esetében a doxorubicin és a PLD megegyez6 hatékonysagi [142].
Napjainkban a PLD-nek harom f6 indikacioja van: 1. Petefészek daganatok, amik nem
reagaltak megfeleléen a platina-alapu terapiakra, 2. AIDS-kapcsolt Kaposi szarkoma,
amire mar nem hat a kezdeti kezelés és 3. Myeloma multiplex, bortezomibbal

kombindlva, miutan a beteg mar atesett egy el6z6 kezelésen.

Meglepé mddon, a PLD hatasat csak kevés tanulmany vizsgalta, mint elsé vonalbeli

kezelés és szinte sosem nézték a gydgyszer rezisztenciaval dsszefiiggésben.
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3. Célkituzések

Mivel a kemoterapia sikerét a rakos sejtek ellenallasa jelentds mértékben korlatozza,
altalanos célunk a multidrog rezisztens tumorok ellen hatékony stratégiak kidolgozasa

volt. A doktori munka soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. Uj MDR-szelektiv vegyiiletek azonositasa és jellemzése in vitro rendszerekben.

2. MDR-szelektiv molekulak Pgp expressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata
sejtvonalakon, primer tumorboél izolalt sejteken, valamint a vér-agy gat sejtes
modelljén.

3. A PLD hatasédnak vizsgalata szenzitiv és rezisztens in vitro ¢s allograft
modelleken

4. A PLD terapias hatasanak vizsgalata egy klinikailag relevans egér emlé tumor

modellen.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Vegyiilet adatbazis és az MDR-szelektiv molekulak azonositasa. Az MDR-szelektiv
vegyiileteket a csoport altal korabban k6zolt modszer szerint azonositottuk ([92],[91]). A
modszer 1ényege, hogy az NCI60 sejtvonalon mért ABCB1 mRNS expresszid mintdzatat
korrelaltuk a sejt panelen lemért mintegy 50.000 vegyiilet toxicitasi mintazataval
(National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program) (2010. decemberi
kiadas). Olyan vegyiileteket kerestiink, amelyek a magas ABCB1 expressziot mutatd
sejtekben alacsony ICso (a sejtek felét elpusztitd koncentracio) értéket mutattak. A Pgp
expresszio €s a toxicitas korrelacidja arra utal, hogy ezeknek a vegyiileteknek a toxicitasat

a Pgp paradox modon fokozza.

4.2 Vegyiiletek. Az NSC vegylileteket az amerikai National Cancer Institute
Developmental Therapeutics Program-jatol (NCI DTP) kaptuk, mig az ABCB1 gatlo
tariquidart Dr. S. Bates (NCI, NIH) bocsajtotta rendelkezésiinkre. A ciszplatint (CDDP)
az Accord Healthcare-t6l, a doxorubicint (DOX) a TEVA-tdl, a pegilalt liposzomalis
doxorubicint (Doxil®/Caelyx®/PLD) pedig a Janssent6l szereztiik be. A BRCALl+/-
kisérletekben hasznalt vegyiileteket a Selleckchem-t6l (olaparib), a TEVA-tol
(etoposide), a Sigma-Aldrich-tol (SN-38, paclitaxel) és az Accord Healthcare-t61 (5-
fluorouracil) vasaroltuk, illetve Dr. Mez6 Gabortdl (daunorubicin, ELTE) kaptuk.

4.3 Drog érzékeny és drog rezisztens sejtvonal parok. A MES-SA uterin szarkdma és az
abbol folyamatos doxorubicin kezeléssel 1étrehozott MES-SA/Dx5, az MDCKII kutya
vese epitél és az A431 epidermoid karcinoma sejtvonalakat az American Type Culture
Collection-t61 (ATCC) vasaroltuk, mig a KB-3-1 méhnyak karcindma ¢és annak
vinblasztin rezisztens utod sejtvonalat, a KB-V1-et, Dr. Michael M. Gottesmann (NIH)
biztositotta szamunkra. Az MDCKII-ABCB1, A431-ABCB1 és az A431-ABCG2
sejtvonalakat lentiviralis transzdukcioval hoztuk létre [143]. A P388 egér leukémia
sejtvonalat és az abbol 1étrehozott doxorubicin rezisztens P388/ADR sejteket a NCI DTP
sejtgyilijteményébdl kaptuk. A KB-V1 sejteket 300 nmol/L vinblasztin, a MES-SA/Dx5
sejtvonalat 500 nmol/L, mig a P388/ADR egér leukémia vonalat 800 nmol/L doxorubicin
mellett tenyésztettiik, hogy fenntartsuk a magas P-glikoprotein expressziot. A

sejtvonalakat DMEM tapoldatban (Life Technologies) tenyésztettiink, amit 10% fotalis
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borju szérummal (FBS), Smmol/L glutaminnal és 50 egység/mL penicillin/sztreptomicin
(Lonza) kombinalt antibiotikummal egészitettink ki. A sejtvonalakat 37°C

hémérsékleten és 5% CO.-ot tartalmazo kérnyezetben tartottuk.

4.4 Emlo tumor sejtvonal panel. A human emld daganat sejtvonal panelt (MCF7, T47D,
MDA-MB-231, MDA-MB-468, Hs578T, BT-549) az NCI DTP sejtvonal kollekciojabol
szereztiik be. A sejteket RPMI tapoldatban (Life Technologies) tenyésztettiik, amit 10%
FBS-sel, Smmol/L glutaminnal és 50 egység/mL penicillin/sztreptomicin (Lonza)
kombinalt antibiotikummal egészitettiink ki. A sejteket 37°C homérsékleten és 5% CO»-

ot tartalmaz6 kdrnyezetben tartottuk.

4.5 Vér-agy gat endotél sejtvonal. A hCMEC/D3 immortalizalt vér-agy géat endotél
sejtvonalat Professzor Pierre-Olivier Couraud (INSERM, Parizs, Franciaorszag) és Dr.
Cervenak Laszlé (SOTE, Budapest) biztositottak szdmunkra. A sejteket EndoGRO™-
MV médiumban tenyésztettilk 1 ng/ml FGF-2 ndvekedési faktor jelenlétében 37°C-on,
5% CO: koncentracio mellett. A kultarak megfeleld novekedéséhez a tenyésztéedények
feliiletét, mind a normal tenyésztés, mind a kisérletek soran, 20-szorosan higitott . tipust

kollagénnel vontuk be a sejtek szélesztése elott.

4.6 BRCA1-WT és —KO DT40 csirke limfoma sejtvonal. A DT40 csirke B-sejtes limfoma
sejtvonalat Dr. Sziits Davidtol (MTA TTK, Budapest) kaptuk. Kisérleteinkben a
vadtipusu (WT) DT40 sejtvonal 18-as klonjat [144] és annak BRCA1-kiiitott valtozatat
hasznaltuk [145]. A sejteket RPMI-1640 médiumban tartottuk, amit 7% FBS-sel, 3%
csirke szérummal, 50 uM 2-merkaptoetanollal és penicillin/sztreptomicin oldattal

egészitettlink ki. A sejteket 37°C-on, 5% CO2 mellett tenyésztettiik.

4.7 Citotoxicitasi vizsgalatok. A szelektivitast célzottan, Pgp-negativ és —pozitiv sejtvonal
parokon vizsgaltuk, és a vegyliletek két sejtvonalon mért citotoxicitasi értékeinek
hanyadosaval adtuk meg. A szelektivitasi hanyados (SR) megmutatja, hogy az adott
molekula mérgezébb-e a Pgp-t expresszalo sejtekre a parentélis sejtvonalhoz képest. A
sejtek viabilitasat PrestoBlue® reagenssel (Life Technologies) mértiik a gyartd altal
megadott protokoll szerint. Roviden, a sejteket 96-lyuka mikrolemezeken tenyésztettiik,
majd a letapadast kovetd 24 oran belill a sejteket a megadott vegyiiletekkel kezeltiik. 72
ill. 120 oras inkubaciot kovetden a sejteket 5%-os PrestoBlue®/PBS oldatban tartottuk,

43



majd a viabilitast spektrofotometrids modszerrel mértiikk EnSpire mikrolemez olvaséval
(Perkin Elmer). Az adatokat korrigaltuk a hattérre, ugy, hogy a jeldletlen sejteken mért
szignalt kivontuk a jelolt sejteken kapott eredményekbdl, majd a kapott adatokat
normalizaltuk a kezeletlen sejteken mért értékre. A viabilitasi gérbék szamitasait Prism
szoftverrel végeztiik a szigmoidalis dozis-valasz modellt alkalmazva. Az ICso értékeket
gorbe illesztés statisztikai elemzéssel nyertiik. A kisérletekhez hasznalt sejtszamokat

minden esetben TC-10-es automata sejtszamolo6 késziilékkel (Bio-Rad) hataroztuk meg.

4.8 Immuncitokémia. 5000 MES-SA ill. MES-SA/DxS5 sejtet tettiink ki iivegalja 8-lyuku
tenyésztokamrara (Thermo Scientific). 24 6ra elteltével a sejteket 4% paraformaldehiddel
fixaltuk 15 percig szobahémérsékleten. Ezt kovetden harom, PBS (foszfat-pufferelt
fiziologias sooldat) oldattal tortént mosas utan a fixalt sejteket 2 mg/mL BSA (borju
szérum albumin), 1% hal zselatin, 5% kecske szérum ¢és 0.1% Triton-X 100 tartalmt
komplett blokkoldéban permeabilizaltuk 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten. A mintakat
1 oraig jeloltik P-glikoprotein ellenes elsddleges antitesttel (1:500, MRK 16, Kamiya
Biomedical), majd haromszori PBS-es mosas utan Alexa Fluor® 488-konjugalt kecske
anti-egér IgG masodlagos antitesttel (Life Technologies) festettiik a kultirakat 250-szeres
higitasban. Mind az elsddleges, mind a masodlagos antitesteket komplett blokkoloban
oldva hasznaltuk. A sejtmagokat minden esetben DAPI (Dojindo Molecular
Technologies) festéssel vizualizaltuk. A jelolt mintakat Zeiss LSM 710-es konfokalis

mikroszkoppal vizsgéltuk.

4.9 RNS izolalas és RT-PCR. A hirtelen fagyasztott tumor mintdkat foly€ékony nitrogén
alatt poritottuk, majd TRIzol™ reagensben (Life Technologies) homogenizaltuk. Az igy
gyljtott mintakbol a Direct-zol® MiniPrep kittel (Zymo Research) izolaltunk RNS-t a
gyarto altal megadott modon. Az izolalas sordn a szepardld oszlopon Dnéz 1 kezelést
alkalmaztunk a DNS szennyezések elkeriilése végett. 300 ng RNS-t irtunk at cDNS-s¢ a
Promega Reverz Transcription System-et hasznalva. A Real-Time PCR vizsgalatokhoz
elore gyartott egér Béta-Aktin (AktB) probat (Life Technologies) hasznaltunk endogén
kontrollként, mig az egér Abcbla és Abcblb gének expressziojat a megfelel6 TagMan®
primerekkel kvantifikaltuk. Az RT-PCR analizist StepOne™ Real-Time PCR késziiléken
végeztiik (Life Technologies), az mRNS expresszi6o valtozasat pedig a 2"AACt
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modszerrel szamitottuk. A relativ mRNS szint valtozésokat 3 fliggetlen kisérlet

atlagaként abrazoltuk + S.E.M. (standard error of mean).

4.10 Aramlasi citometria. A P-glikoprotein funkciéjanak méréséhez calcein esszét
hasznaltunk [146]. MES-SA ¢és MES-SA/Dx5 sejteket 0,1%-0s tripszin oldattal
valasztottuk le a tenyésztéedény feliiletér6l, majd 250.000 darab sejtet a P-glikoprotein
inhibitor verapamil (10 uM) mellett vagy nélkil jel6ltiink meg 0.25 pM Calcein AM
(Dojindo Molecular Technologies) festékkel 37°C hémérsékleten. A halott sejteket a TO-
PRO3 (Life Technologies) DNS festék pozitivitas alapjan zartuk ki. A modszer alapjat
képezé nem fluoreszcens Calcein AM festéket a sejtekbe jutva intracellularis észteraz
enzimek hasitjdk, aminek eredményeképpen létrejon az erdsen fluoreszcens calcein.
Mivel a Calcein AM szubsztratja a P-glikoprotein fehérjének, igy a Pgp-pozitiv sejtekbe
a festék nem jut be, azok alacsony fluoreszcenciat mutatnak, ami a Pgp gatloszer
verapamil hozzaadasaval jelentdsen novelhetd. Ezzel a modszerrel a Pgp funkcidja
érzékenyen kovethetd. Az dramlési citometrias méréseket FACSCANTO II késziilékkel

(BD Biosciences) végeztiik.

4.11 Allatkisérletek. Az allatkisérleteket az Orszagos Allategészségiigyi Intézet és a
Magyar Tudomanyos Akadémia Természettudoméanyi Kutatokozpont Allatkisérleti
Bizottsaganak engedélyével (22.1/2291/3/2010), valamint az Eurdpai Unio éallatkisérletes
eldirdsainak betartasdval végeztik. A kisérletek az Orszagos Onkoldgiai Intézet

Kisérletes Farmakologiai Osztalyanak allathdzaban torténtek.

4.12 Allograft tumorok. A P388 és P388/ADR egér leukémia sejtekbdl aszcitesz
tumorokat hoztunk létre BDF1 (Orszagos Onkologiai Intézet) egerek hasiiregében,
melynek soran 10° sejtet injektaltunk intraperitonealisan 6-8 hetes allatokba. 48 éraval a
beoltast kdvetden egyetlen adag fizioldgias sdoldatot, doxorubicint (3 mg/kg) vagy PLD-
t (3 vagy 5 mg/kg) adtunk intraperitonealisan az egereknek. Az allatok testtomegét
hetente 3 alkalommal mértiik és naponta ellendriztiik, hogy az egyedek szenvednek-e
barmilyen nemii fajdalomtol. Az aszciteszt képzd, nem-szolid daganatok esetén az allatok
egészségi allapotat (stressz, diszkomfort, f4jdalom) a Test Kondicid6 Pontozas (Body
Condition Scoring, BCS) moédszerrel kovettiik. Ez a technika segit meghatarozni az
eutanazia idépontjat és csOkkenti az egereknek okozott tartdés fajdalmak iddtartamat

[147].
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4.13 Spontdn kialakulé, atiiltetheté Brcal™;p53”" egér emld tumorok. A Brcal”;p537
FVB egerekben spontan kialakult emld daganatokbdl szarmazo6 tumor darabokat Dr.Sven
Rottenberg (Holland Rakkutatd Intézet) bocsajtotta rendelkezésiinkre. A darabokat
vadtipusat FVB egerek (Harlan) tejlécébe iiltetve az eredeti daganattal megegyezo
heterogenitasu és fenotipusu tumorok nyerhetéek, melyek a kiindulasi daganat gyogyszer
érzékenységében is osztoznak, igy vizsgalhatéak bennilik a kezelésekre kialakulo
rezisztencia mechanizmusok. A tumor darabokat altatas alatt (20 mg/kg zolazepam, 12.5
mg/kg xylazine, 3 mg/kg butorphanol, 20 mg/kg tiletamine) ortotopikusan iiltettiik be. A
daganatok méretét hetente haromszor ellendriztiik, majd amint elérték a mérhetd
térfogatot tolomérdvel mértiik a kialakult tumorok szélességét és hosszisagat, amibdl a
kovetkezé formula szerint szamoltunk térfogatot: V = hosszusag x (szélesség?/2). A
kezeléseket akkor kezdtiik, amikor a tumorok elérték a ~200mm?3-t. Ekkor a DOX és a
PLD maximalisan toleralhat6 dozisaval (MTD, DOX: 5 mg/kg, PLD: 8mg/kg) kezeltiik
intravénasan az allatokat a farki vénan keresztiil. A kezeléseket 10 naponta ismételtiik,
amennyiben a tumor térfogata nem csokkent 50%-al a kezdeti allapothoz képest, viszont
ha kezelésre adott valasz tobb volt, mint 50%, akkor a kovetkezd dozist csak akkor kaptak
az egerek, ha a tumor ujra elérte az eredeti méretét. Az allatokat nyaki diszlokacioval

eutanaziaban részesitettiik, ha a tumor elérte a ~2000 mm3-es térfogatot.

4.14 Primer tumor sejtek izoldlasa spontan kialakulo egér emlo daganatokbol. A tumor
hordoz6 allatokat eutandzidban részesitettiik, majd eltavolitottuk a daganatokat. Az igy
nyert tumor szovetet 70%-os etanollal, majd jéghideg PBS-sel alaposan atmostuk, a
peritumoralis szdveteket eltavolitottuk és a daganatot kdzel 1 mm?3-es darabokra vagtuk.
A darabokat 50 ml-es centrifugacsébe helyeztiik, majd 20 ml disszociacios médiumot
(200 egység/ml IV-es tipusu kollagenaz ¢és 0,6 egység/ml diszpaz komplettalt DMEM-
ben oldva) pipettaztunk rajuk. Két oran keresztiil emésztettik a darabokat 37°C
hémérsékleten, mikozben az elegyet minden 15 percben 1 percig vortexeltiik. A sejt
szuszpenziot végiil 70 mikronos nylon sztirdn (BD Biosciences) engedtiik at, 300xg
sebességgel centrifugaltuk 5 percig, a feliilluszot eltavolitottuk és a sejt csapadékot
DMEM/F-12 médiumban vettik vissza, amit fotalis borju savoval, L-glutaminnal és

penicillin/sztreptomicin oldatokkal egészitettiink ki.
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4.15 DOX és PLD koncentracio kimutatisa verbol. Az egereket intravénasan kezeltiik
egyetlen dozis doxorubicinnal (5 mg/kg) vagy PLD-vel (8 mg/kg). Vérmintakat
gyljtottiink a kezelés elott, majd a kezelést koveto 5, 15, 30, 60, 180, 360, 1440 és 2880
percben sziv punkcioval, miutdn az allatokat elaltattuk. A vérsavot centrifugaléssal
szeparaltuk 4000 rpm-en, 15 percig 4°C-on. A feliiluszot steril csébe vittiik at, majd -
20°C-on taroltuk a tomeg spektrometriai mérésig. A kontrollként hasznalt DOX és PLD
oldatokat metanol és viz 1:1 aranyu keverékében oldottuk 1 mg/ml-es koncentracidban.
A kalibralashoz sziikséges standard sorban 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 50000 ng/ml
higitasaval allitottunk eld. Vizes oldatokat azért hasznalhattunk, mert nem tapasztaltunk
szignifikans eltéréseket a matrixbol, illetve a vizes oldatbodl torténd visszaméréseknél. 100
ul levett mintahoz 300 pl extrakcios oldoszert (metanol) adtunk, az oldatot vortexeltiik,
majd 10 percig centrifugaltuk 13300 rpm fokozaton. A deproteinizalt feliiluszot (100 pl)
200 pl-es csovekbe toltottiik mérés elétt. Az LC-MS/MS analizishez egy electrospray
modban mitkddd Turbo V ionforrassal (AB Sciex) és egy Perkin Elmer Series 200 mikro
LC rendszerrel felszerelt QTRAP 6500 tripla négyszeres — linearis ioncsapdas tomeg
spektrométert hasznaltunk. Az adatgytijtést és feldolgozast az Analyst 1.6.2 szoftverrel
végeztiik (AB Sciex). A kromatografids elvalasztas egy Agilent Zorbax SB C18 oszlopon
(75 mm x 4,6 mm, 3,5um) tortént. A mintat A oldoészer (0,1% hangyasav vizben) ¢s B
oldoszer (0,1% hangyasav acetonitrilben) gradiensével elualtuk. Az dramlas sebességét
0,8 ml/percre allitottuk. A szeparacid eldszor 1 percig 10% B olddszerrel tortént, amit
linearis gradiens kovetett 90% B olddszerrel 4 percig. Az 5.-t6l a 8. percig maradt a 90%
B oldészer, majd a 8 és 8,5 perc kozott a kezdeti kondiciokat allitottuk vissza, ami a 13,5.
percig maradt. Az oszlopot szobahdmérsékleten tartottuk, az injekcios térfogat pedig 10
ul volt. A tomegspektrometriai méréseket Dr. Imre Timea és Dr. Szabd Pal végezték

(MTA TTK MS Metabolomika kutatocsoport).

4.16 Adatelemzeés. A citotoxicitasi esszéket, a Kaplan-Meier tulélési és a tumor

novekedési gorbéket GraphPad Prism 6 szoftverrel abrazoltuk és értékeltiik ki.
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5. Eredmények

5.1 Uj MDR-szelektiv vegyiiletek azonositdsa és jellemzése in vitro
rendszerekben

Az MDR-szelektiv vegyiiletek felfedezése ugyan bizonyitotta, hogy a jarulékos
érzékenység egy farmakologiailag kihasznalhato célpont lehet a rezisztens tumor
sejtekkel szemben, azonban az 1. generacidés molekulak toxicitasa tal alacsony volt az
esetleges klinikai fejlesztések elinditasahoz. A vegyliletek hatékonysaganak novelése
érdekében Ujabb MDR-szelektiv hatéanyagok azonositasara volt sziikség, amelyek
magasabb szelektivitassal és alacsonyabb ICso értékekkel rendelkeznek, valamint

képesek a Pgp expresszio hatékonyabb csokkentésére.
5.1.1 Uj MDR-szelektiv molekuldk in silico azonositisa a DTP adatbdzisdban

Korabban mi (ahogy masok) is, kimutattuk, hogy a Pgp mRNS szintjeit és a publikus
DTP toxicitasi profilokat korrelalva lehetdség nyilik Pgp szubsztratok és olyan MDR-
szelektiv vegyiiletek (pl. NSC73306) azonositasara, amelyek toxicitasa funkcionalis Pgp
jelenlétében novekszik ([92],[91]). A sejtek hiperérzékenynek mutatkoznak az
NSC73306-tal szemben ¢és ez az érzékenység aranyos a sejtek Pgp expresszidjaval, de
elvész, amint a Pgp funkciojat gatloszerrel vagy géncsendesitéssel megsziintetjiik [125].
Ahhoz, hogy korabbi, kisebb adathalmazbol szarmazo vegyiiletek csoportjat tobb hasonld
molekulaval bovithessiik, meghataroztuk a korrelaciot 49169 vegyiilet citotoxicitasi
mintdzata és az NCI60 sejtvonal panel sejtjein mért Pgp expresszios szintek kozott.
Analizisiink 82 lehetséges MDR-szelektiv anyagot eredményezett, amelyek koziil 61 mar
egy korabbi elemzésiinkbdl ismert volt ([92],[93]). A 21 Bj MDR-szelektiv vegyiilet
kozil az a harom kertlt kiemelésre (NSC57969, NSC297366, NSC608465), amiket a
korabban talalt NSC73306-hoz (pozitiv kontroll), 8-hidroxikinolin alapvéazhoz (80HQ,
negativ kontroll) és az 1,10-fenantrolinhoz (1,10-fen) lett hasonlitva in vitro koriilmények
kozott, sejtes rendszerekben. Ez utobbi molekula egy masik, szerkezetileg eltérd, de
szintén MDR-szelektiv hatast mutat6 vegyiilet csoport alapvazaként szolgal és magaban
is aktiv, ezért ez, mint pozitiv kontroll lett hasznalva a kisérletek soran. A részletesen

ismertetett molekulak szerkezetét a 10. abra mutatja.
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8-hidroxikinolin NSC57969 NSC297366 1,10-fenantrolin NSC608465 NSC73306
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10. abra A vizsgalt vegyiiletek szerkezetei.
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5.1.2 Az uj MDR-szelektiv vegyiiletek tesztelése in vitro citotoxicitasi esszében

A vegyiiletek MDR-szelektiv citotoxicitasat harom parentalis és multidrog rezisztens,
P-glikoproteint expresszald sejtvonal paron teszteltiik. Ahhoz, hogy egyértelmiien
bizonyitast nyerjen a vegyiiletek Pgp-fiiggd hatdsa, két, doxorubicin szelekcidval
létrehozott rezisztens vonal (MES-SA és MES-SA/Dx5, valamint KB-3-1 és KBV-1)
mellett, egy transzdukcidval Pgp expresszalova tett sejtvonalat (MDCKII és MDCKII-
B1) is vizsgaltunk. A 7. abran bemutatott 6 molekula koziil 5 bizonyult toxikusabbnak az
MDR sejteken (1,10-fen, NSC73306, NSC57969, NSC297366, NSC608465),
ugyanakkor a 8OHQ alapvaz csak egy Pgp-pozitiv sejtre volt mérgezobb (1. tablazat). A
korabban ismertetett kritériumok szerint tehat 5 MDR-szelektiv vegyiiletnek tekinthetd,
mig a 8OHQ toxicitasa sejtpecifikus.

T 7 97X XX X -1 B SR B
5 3 23/8:3%8=8%p 2 42/4@ sguce
NSC kod v v ¥ |Ss S= S E_UEJ =< s Eg)

NSC297366 2,1 01 17,6**(29 03 10,5** |21 0,1 19,0*| 17 1,6 11
NSC57969 86 06 146* |45 08 57** |49 06 82**| 48 3,6 1,4
8OHQ 20,1 100 22 |33 28 1,2 48 28 1,7**| 41 2,1 1,9%*
1,10-phen 329 110 34* |51 26 20> 4,7 17 31**| 4,6 3,7 1,3
NSC608465 2,6 11 2,6* |26 14 2,3 36 12 30| 49 3,8 1,6
NSC73306 75 3,7 22** |68 28 2,4* 64 31 20*| 53 4,0 1,3*

*P<0.05; **P<0.01

1. tablazat Az Gjonnan azonositott és korabban talalt MDR-szelektiv vegyiiletek IC50 értékeinek
osszehasonlitiasa Kkiillonb6z6 Pgp-negativ és Pgp-pozitiv sejtvonal parokon. A megadott értékek a
molekulak 1Cs értékeit mutatjak (uM) a parentalis és a rezisztens sejtvonalakon. A szelektivitasi hAnyados
a (Pgp-negativ/Pgp-pozitiv sejtek IC50 értékeinek hanyadosa) nagyobb, mint 1, ha az adott vegyiilet
hatékonyabban pusztitja el a Pgp-expresszalo sejteket, mint a drog szenzitiv parjukat. Ez a tulajdonsag

MDR-szelektiv hatasra utal. (Fiiredi et al, Molecular Cancer Therapeutics, 2016 alapjan)
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Az NSC73306-hoz és az 1,10-fenantrolinhoz képest a két SOHQ alapszerkezetii
molekula (NSC57969 és NSC297366) szignifikansan hatékonyabb és atlagosan 6-7-szer
szelektivebb a Pgp expresszalo sejtekre. Az MDR-szelektiv toxicitas kritériuma, hogy a
transzporter fehérje funkcidjanak gatlasara a szelektivitasnak meg kell sziinnie. A hat
vegyiiletet a MES-SA és MES-SA/DxS5 sejteken a Pgp gatloszer tariquidar (TQ) mellett
Is leteszteltiik annak bizonyitasara, hogy a Pgp funkcidjanak kiesése megsziinteti az MDR
sejtek hiperérzékenységét. A vartnak megfeleléen a molekuldk, melyek célzottan
pusztitottak el Pgp expresszal6 sejteket, csokkent hatast mutattak a gatldszer jelenlétében,
azonban hatékonysaguk nem valtozott jelentésen a Pgp-negativ parentalis sejtvonalakon
Ahogy az korabban kidertilt, az MDR-szelektiv tulajdonsadgokkal rendelkez6 szerkezetek,
mint a tioszemikarbazidok (NSC73306), a 8-hidroxikinolinok (NSC57969, NSC297366)
és az 1,10-fenantrolinok (1,10-fen, NSC608465) mind rendelkeznek fém kelacios
képességekkel, ami egy eddig ismeretlen mechanizmussal pusztithatja el szelektiven az

Pgp-pozitiv sejteket.

A fémkelatorok Pgp-szelektiv hatasat magyarazhatja a Dp44mT vegytilet példaja, ami
a tanulmanyok szerint kiilonleges modon képes szelektiv toxicitast kifejteni a Pgp
expresszalo rezisztens sejtekre. Kimutattak, hogy a Dp44mT, mint a Pgp szubsztratja,
felgyiilemlik a lizoszomakban, kdszonhetden a lizoszOma membranjaba beepiild Pgp
pumpaknak. A ,,forditott” orientacid kovetkeztében az intracellularis Pgp akkumuldlja a
molekula redox-aktiv réz komplexét a lizoszomaban, ami igy permeabilizalodik és ez
apoptozishoz vezet ([148], [149]). Ez a hipotézis azon az alapfeltevésen alapszik, hogy a
Pgp kifejezddik a lizoszomak membranjaban. Mivel, egyetértésben mas tanulmanyokkal,
mi is csak a sejtmembranban talaltunk Pgp-t, nem tudtuk igazolni, ennek az elméletnek a

helyességét (11. dbra).
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MRK16

MRK16

11. dbra A Pgp-pozitiv KB-V1 sejtek a sejtmembranjukban expresszalnak Pgp-t, a lizoszémajukban
nem. A Pgp specifikus antitestet zolddel (MRK16-AF488), a lizoszoma specifikus antitest pirossal
(LAMP1-AF546) jelolve. A magok DAPI-val vizualizalva. (Fiiredi et al, Molecular Cancer Therapeutics,
2016)

5.2 MDR-szelektiv molekuldk Pgp expressziéra gyakorolt hatdsanak
vizsgalata sejtvonalakon, primer tumorbdl izolalt sejteken, valamint a vér-
agy gat sejtes modelljén

5.21 Az uj MDR-szelektiv vegyiiletek képesek egyetlen, nagy dozisu kezeléssel
megsziintetni az MDR-sejtek Pgp expressziojat és ujra érzékenyiteni azokat a
kemoterapias szerekkel szemben

Mar az MDR-szelektiv vegyliletek felfedezését kovetden nem sokkal kidertilt, hogy
az MDR sejtek folyamatos MDR-szelektiv vegyiilettel torténé kezelésnek Kkitéve
elveszitik Pgp transzportereiket és Gijra érzékennyé valnak a konvencionalis kemoterapias
szerekkel szemben, melyekre korabban nagyfoku rezisztenciat mutattak [125]. Ez az
eredmény tovabb erdsitette az elméletet, miszerint az MDR-szelektiv molekuldk hatésa
szorosan 0sszefligg a sejtek membranjaban miikodd Pgp fehérjékkel. Hogy az ujonnan
talalt vegyiiletek Pgp-csokkentd hatasat is fel tudjuk mérni, egy Ujfajta megkdzelitést
alkalmaztunk. Mig a kordbban azonositott szerkezeteket alacsony koncentracidban
(~1Cs0, az a koncentracid, ami a sejtek 20%-at pusztitja el) alkalmazva kezelték a sejteket,
ugy, hogy a kultarak médiumaban folyamatosan, tobb passzalason keresztiil jelen volt a
kezelOszer, addig az 0j kezelési protokollban magas dézist (IC2o, koncentracio, ami a
sejtek 80%-at pusztitja el) hasznaltunk, amit 5 napig hagytunk a sejteken, majd
médiumcserét kdvetéen engedtiik a kulturat repopulalodni. Ezt az eljarast a MES-SA/Dx5

sejtvonalon alkalmaztuk, mivel ebben a sejtvonalban a magas Pgp expresszio
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doxorubicinban torténd szelekcid eredménye, ami lehetévé tette az endogén Pgp
promoteren torténd esetleges valtozasok vizsgalatat. A kezelés hatasara bekovetkezo Pgp
funkci6 valtozast &ramlasi citometrian alapul6 calcein esszével vizsgaltuk (lasd Anyagok
¢s moddszerek). Meglepd mddon az NSC57969 egyetlen, 5 napig tartd, ICzo-al torténd
kezelés utan a Pgp-negativ sejtek szintjére csokkentette a fehérje funkciojat, mig a negativ
kontrollként hasznalt 8SOHQ kezelést kovetden a Pgp funkcid nem valtozott (12. abra A,
B, C és D).
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181 79
E
120 o h MDR-szelektiv kezelés eldtt MDR-szelektiv kezelés utdn
2 5 | N
(] Pl RR =102 _'*] RR=1.25
80 39 I 2 8
| &£ o3
a0 {1l 20] | / i 3
Jj \ $ MES-SA $ MES-SA
= MES-SAIDXS = MES-SADXS
0-d—pprererer — 4 - 0 M "' el o o %
100 10 10° 10 10 10’ 10° 10° 10* 10° 0000001 00001 0,01 K] 100 0000001 0.0001 0,01 1 100
Caleein fluorescence Caleein fluorescence Doxorubicin (M) Doxorubicin (M)
C MES-SA/DXS D MES-SA/DXS F MDR-szelektiv kezelés el6tt MDR-szelektiv kezelés utin
. 8-OH-Q NSC57969 100 5] s
1 . SR=10.5 _ vy SR=1.22
2 g
104 E z
3 5 50
70 b MES-SA E MES-SA
= MES-SA/Dx5 = MES-SA/Dx5
35 1 ]
001 01 1 10 100 0.01 01 1 10 100
N g NSC297366 (M) NSC297366 (M)
10 10 100 100 10° 410" 10° 100 10t 10°

Calcein fluores cence Calcein fluorescence

G MES-SA MES-SA/Dx5

MES-SA/Dx5-NSC57969

12. abra Az MDR-szelektiv vegyiiletek hatasa a drog rezisztens tumor sejtek P-glikoprotein
expressziojara. A MES-SA (A) és MES-SA/Dx5 (B) sejtek Pgp funkcidjanak vizsgalata calcein esszével,
valamint a MES-SA/DxS5 sejtek Pgp expressziojanak valtozasa 14 nap 8OHQ (C) és 15 nap NSC57969 (D)
kezelést kovetden. A sziirke hisztogramok a Pgp gatloszer verapamil jelenlétében mért calcein
akkumulaciot mutatjak. (E) Az NSC57969-rezisztens MES-SA/Dx5 sejtek ujra érzékennyé valnak a
doxorubicinra és (F) rezisztenssé mas MDR-szelektiv vegyiiletekre (NSC297366). A viabilitasi gorbék
mellett fel lett tiintetve a rezisztencia (RR) és a szelektivitasi (SR) hanyadosok véltozasa is. (G) A MES-
SA, MES-SA/Dx5 és MES-SA/DX5-NSC57969 sejtek Pgp expresszidja (piros) MRK 16 antitesttel jelolve.
A magokat DAPI festéssel jeloltiik, a nagyitas 40-szeres. (Fiiredi et al, Molecular Cancer Therapeutics,
2016)
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A kezelés hatasara Pgp-negativva valt MES-SA/Dx5-NSC57969 sejtek ujra
érzékennyé valtak a doxorubicinra (12. dbra E) és rezisztenssé egy masik MDR-szelektiv
molekulaval, az NSC297366-al, szemben (12. dabra F). Ez Gjabb bizonyiték arra, hogy a
funkcionalis Pgp jelenléte sziikséges €s elégséges feltétele az MDR-szelektiv vegyiiletek
altal mutatott specifikus toxicitasnak. A funkcidvesztés kovetkezhetett volna permanens
vagy hosszu tava kémiai gatlasbol is, de ezt a feltételezést cafolta az immunfestésekben
latott teljes, fehérje szinth Pgp vesztés (12. dbra G). Hasonlé immuncitokémiai
vizsgalatok igazoltdk, hogy mig az NSC57969-hez hasonléan az NSC297366 is Pgp
expresszid megsziinéshez vezet, addig a SOHQ kezelés nem okoz fehérje szint csokkenést

(13. dbra).

MRK16-AF488 MRK16-AF488 + DAPI

MES-SA/DxS5 8-hidroxikinolin

MES-SA/Dx5 NSC297366

13. abra A rezisztens tumor sejtek az NSC57969-hez hasonléan az NSC297366 hatasara is elveszitik
P-glikoprotein expresszidjukat. A MES-SA/DxS5 sejtek Pgp expresszioja (z6ld) nem detektalhatd az
NSC297366 kezelést kdvetden, de a SOHQ nem valtoztat a fehérje expresszidjan. (Fiiredi et al, Molecular

Cancer Therapeutics, 2016)
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A kezelés hatasara a MES-SA/DxS5 sejtek fenotipusa stabilan megvaltozott, amit
Pgp-negativitas és tijra megszerzett doxorubicin érzékenység jellemzett. Ez az ujra eldallt
Pgp-negativ, kemoterapia-szenzitiv fenotipus 30 passzazson (kb. 4 honap) keresztiil nem
valtozott, ami azt sugallja, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek elvondsa nem vezet a Pgp

expresszio Gjra megjelenéséhez (14. dbra).
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14. abra Az MDR-szelektiv kezelés leallitasa nem vezet Pgp ujra-expresszalashoz. NSC57969 kezelt
MES-SA/DxS5 sejtek Pgp funkcidjanak kdvetése 11 passzazson keresztiil calcein esszével. A sejtek calcein

felvételét verapamil nélkiil (fekete) és jelenlétében (sziirke) vizsgaltuk.

5.2.2 Az MDR-szelektiv molekulak Pgp vesztést okozo hatdasa osszehasonlithato és
kategorizalhato

A meglep6 felfedezés, miszerint a korabbi tapasztalatokkal szemben vannak olyan
MDR-szelektiv vegyiiletek, melyek akar egyetlen kezelés hatisara teljes Pgp vesztést
eredményeznek, arra vezetett, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek ebbdl a szempontbol
is jellemezve legyenek. Meghataroztuk a hat vegytilet 1Czo értékeit, majd a fentebb leirt
protokoll szerint kezeltiik a MES-SA/Dx5 sejteket és kovettiik az altaluk okozott Pgp-

vesztés dinamikajat (15. dbra).
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15. abra A Pgp-pozitiv sejtek aranyanak iddbeli csokkenése a megadott MDR-szelektiv vegyiiletekkel
torténé kezelést kovetéen. Az adatpontok a sejtkulturdk calcein esszével meghatarozott Pgp-negativ

frakciojanak szazalékos valtozasat mutatjak. (Fiiredi et al, Molecular Cancer Therapeutics, 2016 alapjan)

crer

A parhuzamosan inditott sejtkultarakat 5 napig 1C20-nak megfelel6 koncentracioji
vegyiilet jelenlétében tenyésztettiik, majd a tapoldatok cseréjét kovetden megvartuk, amig
a sejtek elérték a 80%-os konfluenciat. EKkor calcein esszével vizsgaltuk a Pgp-negativ
frakcio aranyat a kultarakban. A kezeléseket addig folytattuk mig a sejtek 90%-a el nem
veszitette a Pgp expresszidjat, vagy amig a kultara 5 egymast kovetd kezelésen at nem
esett. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a MES-SA/Dx5 sejtek normal
tenyésztési koriilmények kozott (Isd. modszerek) 95 napig biztosan megtartjak kiindulasi
P-glikoprotein expressziojukat, amin a kontrollként hasznalt DMSO kezelés sem
valtoztatott. Ezzel szemben az NSC57969, NSC297366, NSC608465 és az 1,10-
fenantrolin vegyiiletekkel torténd egyetlen kezelés elegenddnek bizonyult ahhoz, hogy a
kezelést kovetden felnovo sejtpopuldcioban a Pgp-pozitiv sejtek aranya 10% alé
csokkenjen, mig 5 egymast koveté SOHQ kezelés 51 nap alatt sem modositotta jelentdsen
a kiindulasi populaci6 dsszetételét. A kordbban azonositott NSC73306 ugyan képes volt
a MES-SA/Dx5 sejtek Pgp-negativ frakciojat 90%-nal magasabbra emelni, de ez csak 5
kezelés és 47 napot kovetden kovetkezett be. Az eredmények tiikkrében ugy tiinik, hogy a
fentebb vazolt kisérleti elrendezésben a vegyiiletekre jellemzd adat, hogy milyen

hatékonysaggal és gyorsasaggal képesek a Pgp-pozitiv sejtek eliminaciojara.
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A moédszer alkalmazasaval mas tioszemikarbazon alapvéazas vegyiiletek Pgp
expressziod csOkkentd hatasa is vizsgalhatova valt [150]. Ezek a molekulak az itt is
ismertetett NSC73306 kozeli szerkezeti analdgjai, melyek citotoxicitasi kisérletekben
szintén MDR-szelektiv hatdst mutattak. A tesztelésiikhoz a kordbban részletesen
kezelésbdl felnovo kultarakban talalhatd Pgp expresszalod sejtek ardnyat hatdroztuk meg
¢és a kezelést csak a 90%-0s Pgp-negativ frakcid vagy az 5. kezelés elérését kdvetden
fejeztiik be. A mérések visszaigazoltdk az NSC73306 esetében latottakat: a vegyiiletek
hatasara a Pgp-pozitiv sejtek aranya jelentésen csokkent, de csak fokozatosan, tobb
kezelést kovetden (/4. abra, [150]). Harom egymast kovetd kezelést kovetéen mind az
NSC73306, mind a két, kozeli analogja (1c és 1d) nagyjabol 70-80%-ra novelte a Pgp-
negativ frakci6 aranyéat, de a 90%-os hatart még igy is csak 1 vagy 2 tovabbi kezeléssel
tudtak atlépni (16. dbra B). A kisérlet soran az is kideriilt, hogy a molekulak hozzaadasat
koveto repopulaciohoz sziikséges id6 egyre csokken: minél alacsonyabb a Pgp expresszio
a kulturdban, anndl gyorsabban képes a sejtpopulacié felnéni a kezelést kovetden (16.
abra C és D), azonban hogy ez milyen ok-okozati kapcsolatban van a vegyiiletekre adott

valasszal még nem vilagos.
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16. abra A szelekcios esszé alkalmazasa az MDR-szelektiv NSC73306 vegyiilet analégjainak Pgp
expresszio csokkentd hatasanak vizsgalataban. (A) Az NSC73306 analogjainak szerkezeti képletei. (B)
MES-SA/Dx5 sejtek Pgp-pozitiv frakcidjanak valtozasa a kiindulasi sejtekhez (t=0) képest kezelés nélkiil
(contr) és 3 egymast kovetd kezelés utan az adott (1la, 1c és 1d) vegyiilettel. (C) A sejt novekedés
(konfluenciaban kifejezve) valtozasa az egyes 1d kezeléseket kvetden, ahol a piros nyilak a kezeléseket,
a zoldek a médiumcseréket és a sargak a passzalasokat jelolik. (D-G) A passzalaskor aramlasi citométerrel
mért calcein dusulasi kisérletek eredményei. Az 1d kezelések reprezentativ gorbéi (a tobbi kezelésnél is
hasonl6 eredmények sziilettek). A (B) panel az Gsszes vegyiilet esetén a 3. kezelést kdvetd eredményt

mutatja. (Pape et al, European Journal of Medicinal Chemistry, 2016)
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5.2.3 Az NSC57969 hatékonyan képes csékkenteni a Pgp expressziot egy doxorubicin
rezisztens brcal”;p53" spontin egér emld tumor modellb6l szdrmazé primer
sejtkulturaban

Ahhoz, hogy felmérjiik, vajon az azonositott vegyiiletek MDR-szelektiv toxicitdsa
hasznalhato stratégia olyan tumor sejtek ellen is, amelyek a klinikai drog rezisztenciahoz
hasonlo szinten fejezik ki a Pgp-t, felhasznaltuk a multidrog rezisztencia egyik
genetikailag modositott egér eml6 tumor modelljét [110]. Mivel farmakologiailag aktiv
formulacio még nem all rendelkezésiinkre, az NSC57969 MDR-szelektiv molekula
hatasat in vitro teszteltik egy doxorubicin rezisztens tumorbol alapitott primer

sejtkulturan (17. dbra).
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17. abra A brcal”;p53” spontin egér emlé karcinémabél izolalt primer sejtkultirak rendelkeznek
egy P-glikoproteint expresszalé rész-populacioval, ami in vitro elpusztithaté az NSC57969
alkalmazasaval. Brcal”;p53” egér emlé daganatokbol szarmazé tumor darabokat iiltettiink ortotopikusan
vad tipusu FVB egerek tejlécébe, majd a doxorubicin rezisztens tumorokbol primer sejtkultirakat

alapitottunk. A funkcionalis Pgp expressziot calcein esszével hataroztuk meg a kezelés el6tt és 5 uM



NSC57969 vagy 0.5 uM doxorubicin kezelést kdvetéen. A kiindulasi kulturak tartalmaztak egy jelentds
Pgp-pozitiv rész-populdciot (31%), ami egyetlen NSC57969 kezeléssel eliminalhatdo (1.9%), mig
doxorubicinnal ndvelhetd (47.6%) volt. A sziirke hisztogramok a Pgp gatloszer verapamil jelenlétében mért

calcein akkumulaciot mutatjak. (Fiiredi et al, Molecular Cancer Therapeutics, 2016)

A funkcionalis Pgp expressziot calcein esszével jellemeztiik, ami kimutatta, hogy a
rezisztens tumorbol izolalt primer sejtek egy adott frakcioja rendelkezik egy alacsony
szinti, de jelent6s efflux kapacitassal [124]. Ezt bizonyitja az is, hogy a primer kultarak
doxorubicin kezelése a Pgp-pozitiv populécio feldusulasahoz vezetett. Ezzel ellentétben,
az ebben a modellben doxorubicin rezisztenciat okoz6 Pgp expresszald karcindma sejtek
szelektiven eliminalhatdak voltak egyetlen NSC57969 kezeléssel, ami arra utal, hogy az
MDR-szelektiv terapia hatékonyan képes lehet az MDR fenotipus visszaforditdsdra még

klinikailag relevans Pgp szintek mellett is (17. dbra).

5.2.4 Az MDR-szelektiv vegyiiletek egészséges vér-agy gat endotél sejteken nem okoznak
Pgp expresszio csokkenést

A Pgp gatloszerek bukésa fontos tanulsagok levonasdhoz vezetett a fiziologias
hatarokon (vér-agy gat, vér-here gat, placenta stb.) kifejez6d6 MDR transzporterekkel
kapcsolatban. Tekintve, hogy az ezekben a szovetekben expresszalt Pgp fehérjék gatlasa
vagy kiesése sulyos mellékhatasokhoz vezetett a klinikai probdk soran, ami a mérgez6
anyagok (pl. kemoterapids szerek) védett szovetekben tortént felhalmozodasaval
magyarazhat6, felmeriil, hogy az MDR-szelektiv kezelések is hasonld problémakhoz
vezethetnek. A kérdés vizsgalatahoz a vér-agy gat, egy rutinszertien alkalmazott in vitro
modelljét haszndltuk fel. A human agyi mikroerekbdl izolalt primer endotél sejtek
specifikus marker mintdzataban, permeabilitdsaban és multidrog rezisztencia transzporter
expresszidjaban megegyezik a vér-agy gatbol izolalt primer sejtekével. ([151],[152]). A
18. abran bemutatott eredmények szerint a hCMEC/D3 sejtek jelentés mértékben
expresszalnak funkciondlis Pgp-t, hasonléan az emberek agyi mikroereinek

endotéliumaban talalhato sejtekhez.

59



A B
Control NSC57969

83 64
62- 48]
41] 32.]
21] 16

0- 0-

-10° 107 10° 10° 10 100 10° 10° 10° 10°
Calcein fluorescence Calcein fluorescence

18. abra Az NSC57969 MDR-szelektiv vegyiilet nem csokkenti a Pgp expressziot a vér-agy gat
endotéliumat modellezé hCMEC/D3 sejtvonalban. A kezdetben jelentds Pgp expressziot mutatd
hCMEC/D3 sejtek (A) az NSC57969 kezelés hatasara sem veszitenek a calcein efflux kapacitasukbol (B).
A sziirke hisztogramok a Pgp gatloszer verapamil jelenlétében mért calcein akkumulaciot mutatjak. (Fiiredi

et al, Molecular Cancer Therapeutics, 2016)

A tumor sejteken kapott eredményekkel szemben a hCMEC/D3 sejtek magas Pgp
expresszioja nem csokkent az NSC57969 kezelést kovetden. Ez az eredmény arra utal,
hogy a normal szdvetekben talalhatdé Pgp szintek nem érzékenyitik szelektiven az
egészséges sejteket az MDR-szelektiv vegyiiletekkel szemben, ehhez a malignus

transzforméacio soran elért Pgp mennyiségre és rapid osztodasi képességre van sziikseég.

5.3 A PLD hatéasanak vizsgalata szenzitiv €s rezisztens in vitro és allograft
modelleken

Ugyan az MDR-szelektiv vegyiiletek igéretes lehetdséget jelentenek a rezisztens
tumorok kezelésére, klinikai alkalmazasuk még tavoli cél. Ezzel szemben ismert,
sz¢éleskorben hasznalt hatdanyagok modositott formulédcioi segithetnek a multidrog
rezisztens daganatok lekiizdésében, tigy, hogy célzottan névelik a molekula intracellularis

crer

felismerésiiket.
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5.3.1 4 doxorubicin nagyobb toxicitast mutat, mint a PLD egy human emlo tumor
sejtvonal panelen

Tekintve, hogy a doxorubicint (DOX) és a ciszplatint (CDDP) széles korben
alkalmazzédk az emld daganatok kiilonb6z6 stddiumaiban, a PLD toxicitasat ezekhez a
vegyiiletekhez hasonlitva vizsgaltuk az NCI60 sejtvonal panel emld tumor sejtjein. A hat
elérhet6 sejtvonalon (BT-549, Hs578T, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7, T47D)
tesztelve, a DOX kezelés magas toxicitast mutatott, mig a PLD doézis-hatas gorbéibol
szamolt IC50 értékei atlagosan 45-szor bizonyultak magasabbnak (2. tablazat), ami azt
jelenti, hogy a PLD jéval magasabb hatéanyag koncentracidban éri el ugyanazt a hatast,

amit a DOX.

I1C50 (uM)*

DOX DOX +TQ PLD PLD+TQ Ciszplatin
BT-549 0.02 - 1.68 - 7.62
Hs578T 0.08 - 5.65 - 16.93
MDA-MB-231 0.01 - 0.59 - 6.42
MCF-7 0.13 - 3.63 - 48.75
T47D 0.03 - 1.21 - 10.79
MDA-MB-468 0.02 - 0.49 - 0.71
A431 0.39 - 12.4 - 19.5
A431-B1 8.52 0.32 >250 7.14 23.1
MES-SA 0.072 - 4 - 7.58
MES-SA/Dx5 2.88 0.02 >250 0.1 12.52
P388 0.00015 - 0.00075 - 0.61
P388/ADR 2.038 0.00069 10.19 0.0023 1.18

*Legalabb harom ismételt kisérletbdl szamolva.
2. Tablazat: A DOX, PLD és CDDP toxicitasanak vizsgalata egy valogatott sejtvonal panelen.

A feltételezés az, hogy a specialis formulacidja miatt, a PLD-nek tobb idére van
sziiksége, hogy a szabad DOX-hoz hasonl6 toxikus koncentréaciot elérje a sejtkulturdkon,
de a 72, illetve 120 oras kezelések utan mért viabilitasi eredmények nem mutattak PLD
specifikus toxicitas ndvekedést, a DOX és a CDDP IC50 értékei is csokkentek a kezelési
1d6 novelésével (nem kozolt eredmények). Annak ellenére, hogy ebben a panelben nincs
valéos Brcal-negativ vagy -mutans sejtvonal [153], az MDA-MB-468 sejtek
viszonylagosan magasabb érzékenységet mutattak mind a ciszplatinra, mind a PLD-re,
ami magyarazhat6 azzal, hogy ez a sejtvonal a PTEN gén kiesése miatt csokkent DNS

javitasi képességekkel és magas foku, DNS kettds torésekkel szembeni szenzitivitassal
rendelkezik [154].
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5.3.2 A P-glikoprotein expresszalo sejtvonalak teljes rezisztenciat mutatnak a PLD-re

A hatékony DOX kezelés leggyakoribb korlatja a drog rezisztencia kialakulasa, ami
a vegyiilet Pgp altali aktiv kipumpdaldsa miatt torténik. Ez a jelenség konnyen
modellezhet6 olyan sejtvonal parok hasznalataval, melyek egyik parja folyamatos drog
szelekcio vagy kiilsd génbevitel kovetkezményeként magasan tulexpresszalja ezt a
fehérjét. llyen sejt-parok hasznalataval vizsgaltam, hogy a tumor sejtek képesek-e
lekiizdeni a PLD kezelést. Meglep6 modon a Pgp expresszalo sejtek elpusztithatatlannak
mutatkoztak a PLD-vel szemben és még 250 puM-os koncentracional is életképesek
maradtak (2. tablazat). Ez a feltiind rezisztencia fliggetlen volt a stabil Pgp expresszio
eléidézésének modjatol, mivel mind a transzfekcioval (A431-B1l), mind a DOX
szelekcioval (MES-SA/DxS, P388/ADR) létrehozott sejtek hasonld mértékii rezisztenciat
mutattak a PLD-re. Tekintve, hogy az emberi (A431-B1, MES-SA/Dx5) és az egér
(P388/ADR) Pgp is megvédi a sejteket a PLD-t6l, a fehérje eredete szintén nem szamit a
PLD rezisztenciaban. A jelenséget tovabb vizsgalva a sejteket ugy kezeltiik, hogy a DOX
¢s PLD kezelések mellé tariquidart (TQ), egy ismert és széles korben alkalmazott Pgp
gatloszert [108], adtunk. Amig a PLD magaban hatastalan volt a mar MDR sejteken,
addig TQ-val kombinacioban alkalmazva a Pgp-pozitiv és -negativ sejtek kozotti PLD
érzékenységbeli kiillonbség eltlint, ami arra utal, hogy a Pgp funkcidja 6nmagéban elég
arra, hogy teljes rezisztenciat alakitson ki a PLD-vel szemben. A vad tipusi ABCG2, egy
masik részletesen karakterizalt MDR fehérje, azonban semmilyen hatassal nem volt a

PLD hatékonysagara (3. tablazat).

IC50 (uM)
DOX  DOX+TQ PLD

A431 0,33 - 12,30
A431-G2 0,25 - 10,98

3. tablazat Az ABCG2 transzporter fehérje hatasa a DOX és PLD toxicitasara. Az 1Csp értékeket

legalabb harom ismételt kisérletbdl szamitottuk ki.

Mivel a CDDP sem a Pgp-nek, sem az ABCG2-nek nem szubsztratja, igy ez a vegyiilet

hatékonynak bizonyult a panel 6sszes sejtjén.
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5.3.3 A PLD hatastalan egy Pgp tulexpresszalo egér B-Sejtes leukémia allograft
modellben

Ugyan az in vitro eredmények bizonyitottdk a Pgp szerepét a PLD szembeni
rezisztenciaban, azonban a sejtvonal modellek nem képesek a klinikai koriilmények
kozott jelentkezd MDR pontos leképezésére. Ez tobbek kozott annak is kdszonhetd, hogy
a sejtkultarakbol hianyzik a tumor sejtek és a mikrokornyezet kozotti egytittmiikddés, ami
egy in vitro koriilmények ko6zott modellezhetetleniil bonyolult rendszert épit fel [101].
Ahhoz, hogy felfedjiik, vajon a Pgp egy in vivo tumor modellben is védelmet nytjt-e a
PLD kezelés ellen, aszcitesz képz6 allograft daganatokat hoztunk Ilétre P388 és
P388/ADR sejtekbdl BDF1 egerekben. A sejtek hasiiregbe oltasat kovetd masodik napon
kezdtiik el a doxorubicin (3 mg/kg ip), a PLD (3 mg/kg ip) és a fiziologias sdoldat
(placebo kontroll) kezeléseket, de amig ez a koncentracié a DOX esetében a maximalisan
toleralhat6 dozisnak (MTD) bizonyult, addig a PLD kedvez6 farmakologiai tulajdonsagai
miatt tesztelni tudtuk az 5 mg/kg-os dézist is, ezzel vizsgalva a kezelés hatékonysaganak

dozis-figgését (19. abra).

A fiziol6gids séoldat, doxorubicin (3 mg/kg) és PLD (3 and 5 mg/kg) kezelt csoportok tulélése

P388 fiz.s6 (n=6)
ADR fiz.s6 (n=4)
P388 DOX 3mg/kg (n=6)
ADR DOX 3mg/kg (n=6)
P388 PLD 3mg/ke (a=6
ADR PLD 3mg/kg (2=6

P388 PLD 5mg/kg (n=6
- ADRPLD 5mg/kg (n=6
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19. abra A DOX és PLD kezelések hatastalanok egy Pgp tulexpresszalo egér aszcitesz leukémia
modellben. A drog-naiv P388 és drog rezisztens P388/ADR sejteket hordozo allatokat fiziologias
sooldattal (fiz.s6, zold és rozsaszin), 3mg/kg doxorubicinnel (piros és kék) vagy PLD-vel (narancs és
fekete), illetve 5 mg/kg PLD-vel (szaggatott narancs és fekete) kezeltem. A fekete potty6zott vonal a

masodik napon (T) jelzi az egyetlen kezelés idejét.

A P388 tumorok megfelelden reagaltak a DOX és PLD kezelésekre és 29 (DOX), 28
(3 mg/kg PLD), illetve >63 (5 mg/kg PLD) napos median tulélést mutattak a fiziologias
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sooldattal kezelt csoport 15.5 napos tulélésével szemben. Ezzel ellentétben a drog
rezisztens P388/ADR tumorokkal oltott allatok esetében semmilyen talélési elényt nem
jelentett egyik kezelés sem, mig a kontroll csoport median talélése 15.5 nap volt, addig a
DOX kezelt csoport median talélése 12.5, a PLD (3 mg/kg) 13, a PLD (5 mg/kg) pedig
16 nap volt. Ez a 63 napos megfigyelési periddus bizonyitotta, hogy a Pgp-pozitiv
tumorok DOX és PLD kezelése nem hatasos, de a kezelést még nem kapott P388
daganatok esetében jelentds tulélés novekedés érhetd el, s6t a PLD kezelés erds dozis-

fliggést mutatott.

5.4 A PLD terapias hatasanak vizsgalata egy klinikailag relevans egér emld
tumor modellen

5.4.1 A PLD kezelés meglepben hatékony egy Brcal”;p537 genetikailag médositott
egér emlo tumor modellben

A multidrog rezisztencia evolucidja egy tobblépcsds folyamat, ami tobb kiillonb6z6
jelatviteli utvonalat és fehérjét érint. A tumorok komplex természetét modellezendd a
PLD kezelést kiprobaltuk egy Kklinikailag relevans, orokletes egér emlé daganat
modellben is [122]. Ebben a modellben invaziv duktalis karcinéma (IDK) fejlédik a
Brcal”;p53” deléciokat hordozé allatok nagy részében és ezek a tumorok jelentds
mértékben mutatjdk az emberi IDK molekuléris, patologiai és immunhisztokémiai
karakterisztikajat. Ezeket a tumorokat MTD (maximalis toleralhato dozis) doxorubicinnal
kezelve gyorsan, a legtobb esetben Pgp-medialt, rezisztencia alakithaté ki [123]. A PLD
MTD-t egészséges FVB egerek kezelés hatasara bekovetkezd testtomeg csokkenésébol
hataroztuk meg és ezt az MTD-t hasznaltuk az Gsszes késobbi kisérletben. A tény,
miszerint a PLD sokkal kedvezdbb farmakologiai profillal és kevésbé sulyos
mellékhatasokkal rendelkezik, mint a DOX széles korben elismert az irodalomban és az
orvosi gyakorlatban ([155]; [156]), igy magasabb MTD-t talalni hozza nem volt varatlan
(5 mg/kg DOX ¢és 8 mg/kg PLD). Annak ellenére, hogy a két kezeldszer hatdéanyag
megegyezik, meglepé modon a tumorok altal a kezelésre adott valaszok nagyon eltéréek
voltak, a relapszus-mentes talélés szignifikansan hosszabb volt a PLD kezelt csoportban,
mint a DOX kezelés esetén (9 vs 56 nap, 20. dbra A), és a teljes, median talélés is

jelentésen hosszabbnak bizonyult a PLD kezelést kapott csoportban (20. dbra B).

64



A doxorubicin (5 nlg/kg) és PLD (8 nlg/kg) kezelt csoportok relapszus-mentes tulélése
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A fiz.s6, doxorubicin (5 Ing/kg) és PLD (8 [ng/kg) kezelt csoportok tiilélése
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20. abra A PLD néveli a relapszus mentes és a teljes tilélést egy klinikailag is relevans egér emlé
tumor modellben. A. A DOX (5 mg/kg iv) és PLD (8 mg/kg iv) kezelt csoportok relapszus-mentes talélése.
B. A fizioldgias sooldat, a DOX ¢és a PLD kezelt csoportok teljes tulélése.

A DOX hatékonyan megnovelte a talélést a fiziologids sodoldat-csoporthoz képest
(median talélés 11.5 vs 49.5 nap), de a PLD kezelt csoport median tulélését 151.5 napban
allapitottuk meg, mig a csoportban a a leghosszabb individualis ttlélés 247 nap volt.

A két csoport egyes tumorjainak novekedési kinetikdjanak vizsgalata alapvetd

kiilonbségekre vilagitott ra a DOX és PLD kezelésekre adott valaszok kozott (21. dbra C
és D).
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21. abra A DOX kezelés képes a tumor térfogat kezdeti kontrollalasara, de a rezisztencia kialakulasat
kiovetéen hatastalanna valik. A fiziologias sooldat (bal felsé panel), a DOX (DOX1-10) kezelt
individualis tumorok ndvekedési kinetikaja. A nyilak a fiziologias soéoldat (szines nyilak, bal felsé panel)

vagy a doxorubicin (fekete nyilak) kezeléseket jelolik.

A fiziologias sooldattal torténd kezelés nem volt képes befolyasolni a tumorok
novekedését és a csoport allatait végiil eutandzidban kellett részesiteni, mivel a tumorok
térfogata 12 nap alatt elérte a ~2000 mm?3-es hatart (21. dbra, bal felsd panel). Ezzel
ellentétben a DOX kezelés sikeresen kontrollalta a tumorok méretét a legtobb esetben, de
végiil a kialakuld drog rezisztencia a terapia hatékonysaganak csokkenéséhez vagy
megsziinéséhez vezetett a csoport dsszes tagjaban 60 nap alatt (21. dbra). Osszességében
a doxorubicin kezelés a rezisztencia gyors kialakuldsat okozta minden tumorban, ami
szignifikdnsan megroviditette a csoport relapszus-mentes és teljes talélését is. Erdekes
modon azonban a PLD kezelés csak két tumorban vezetett teljes (PLD1 és 7), illetve
haromban részleges (PLD3, 8 és 10) rezisztenciahoz, a tobbi daganatot (PLD2, 4, 5, 6 és

9) ez a terapia hatékonyan Vvisszaszoritotta (22. dbra).
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22. abra A PLD kezelés hatékony és kevés esetben vezet a rezisztencia kialakulasahoz. A PLD (PLD1-

10) kezelt individualis tumorok ndvekedési kinetikaja. A nyilak a kezeléseket jelolik.

A harom csoport tumorjaibol készitett metszetek immunhisztokémiai analizise (23.
abra) nem tart fel jelentds morfoldgiai vagy strukturalis kiilonbséget és a daganatot
infiltrald6 immun sejtek mennyiségében sem mutatkozott eltérés, ami azt sugallja, hogy a
kiilonbozé kezelések nem vezetnek megvaltozott immun valaszhoz, ami esetleg

befolyasolhatnd a terapia kimenetelét.
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23. abra A PLD kezelés nem okoz szignifikins morfolégiai és strukturalis eltéréseket a tobbi
fiziologias séoldat és a DOX kezelésekhez képest. A kezelési csoportokbdl véletlenszertien kivalasztott,
harom kiilonb6zé tumor, reprezentativ hematoxilin és eozin festett metszetének morfologiai

Osszehasonlitasa. A fekete nyilak az egyik PLD kezelt tumorban talalt nekrotikus teriiletet mutatjak.

J 4

Ellenben a PLD kezelt tumorokban gyakran fordultak eld nagy kiterjedésii nekrotikus
tertiletek, mint ahogy az lathat6 a B tumor esetében. A szignifikdnsan nagyobb terapias
valasz, a hosszabb relapszus-mentes ¢€s teljes tilélés ellenére a PLD csoport allatait nem
lehetett teljesen meggyogyitani vagy a tumorukat teljesen elpusztitani és végiil a kezelt
egereket is fel kellett dldozni a mellékhatdsok miatt. A PLD egyik legsulyosabb
mellékhatasa a klinikai gyakorlatban tapasztalt Gn. kéz-1ab szindréma (palmar-plantar
erythrodysesthesia, [157]), egy dermatoldgiai toxikus reakcid a pegilalt liposzomakra,
amely a legstlyosabb esetekben kiiitések és fekélyek kialakulasahoz vezet a betegek
testén. A kisérletekben is a fekélyek megjelenése, nem pedig a tumorméret volt az

indikacio az allatok felaldozasara.
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5.4.2 A drog rezisztens tumorok fokozottan expresszaljak az egerekben P-glikoprotein
feherjét kodolo Abcbla és b géneket

Ahogy korabban az mar bemutatasra keriilt (2. tablazat), a Pgp tulexpresszalasa
rezisztenssé tette a rosszindulatu sejteket a PLD-vel szemben. Ismert, hogy a Brcal-fiiggd
emld tumor modell DOX kezelése a legtobb esetben megemeli az Abcbla és b gének
expressziojat [123]. Ezzel megegyezben én is az alap expresszional magasabb mRNS
szinteket mértiink a DOX kezelt allatokbol szarmazo tumorokon (24. abra). A fiziologias
sooldattal kezelt csoporthoz képest, a DOX-rezisztens tumorok legalabb kétszer
magasabb Abcbla és b szinteket mutattak, azonban azok a tumorok, amelyek teljesen
(PLD1 és 7) vagy részlegesen (PLD3, 8 és 10) rezisztenssé valtak a PLD kezeléssel
szemben kiiléndsen nagy mennyiségben (néha 100-szor nagyobb mértékben, mint a

DOX-rezisztens tumorok) expresszaltak az Abcbla és b géneket.
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24, abra A PLD Kkezelésre mar nem érzékeny tumorok Abcbla és b expresszioja jelentésen
meghaladja a DOX-rezisztens daganatokban talalt mRNS szinteket. Az Abcbla és b gének mRNS
expresszidjanak valtozasa a fiziologias sooldattal kezelt csoport atlagos expresszidjahoz viszonyitva. A

szaggatott zold vonal a fiziologids sdoldatot kapott tumorok atlagos expresszidjat mutatja.

A doxorubicin terapian atesett csoportbol egyediil a DOXS8 Abcblb expresszidja volt
Osszevethetd a PLD kezelt tumorokban taldlt szintekkel. Ugyancsak érdekes, hogy
Osszehasonlitva a DOX1, 3, 8, 9 ¢és 10, valamint a PLDI, 3, 7, 8 és 10 daganatokat egy
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kiilonleges mintazat rajzolddik ki az Abcbl gén expressziokbol: mig a DOX-rezisztens
tumorok f6leg az Abcblb gént fejezik ki, addig a PLD-rezisztensek mind az Abcbla, mind
az Abcblb mRNS szintekben tulexpressziot mutatnak. A PLD2, 4, 5 és 9 tumorokbo6l nem

tudtunk mintat venni, mert a daganatok tul kismérettiek voltak az allatok halalakor.
5.4.3 A DOX kezelés sordan drog rezisztenssé valt tumorok érzékenyek a PLD-re

A DOX ¢és PLD kezelt csoportok Pgp mRNS szintjeiben latott kiilonbségek arra
engedtek kovetkeztetni, hogy a DOX kezelés soran, a terapia hatékonysaganak nagyfoku
csOkkenés¢hez vezetd Pgp expresszid megjelenése valdsziniileg nem elég a PLD
rezisztencia kialakitasahoz. Ahhoz, hogy ezt az elméletet bizonyitani lehessen, korabban
mar rezisztenssé valt DOX kezelt tumorokbdl szdrmazo6 darabokat iiltettiink at vad tipusu
FVB egerekbe és PLD-vel kezeltiik 6ket. A korabban meghatarozott 8 mg/kg dozist
alkalmazva az eredetileg DOX-rezisztens tumorok 100%-a jol reagalt a PLD kezelésre,
mig az Gjrainditott 5 mg/kg-os DOX terdpia nem valtoztatott jelentdsen a betegség
lefolyasan és a daganatok mérete gyorsan elérte a ~2000 mm3 limitet (25. dbra A). A
legfontosabb kiilonbség a drog-naiv és DOX-rezisztens tumorok esetén alkalmazott PLD
terapidkra adott valaszokban az elsd kezelést kovetd relapszus-mentes szakasz hosszdban

mutatkozott meg (25. dbra B).
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25. abra A DOX-rezisztens tumorok PLD kezelése meglepoen hatékony stratégia, amely
feliilkerekedik a korabban kialakult rezisztencian. A. 6 darab DOX (5 mg/kg iv.) kezelt és 8 darab PLD
(8 mg/kg iv.) kezelt DOX-rezisztens tumor novekedési kinetikaja. Tekintve, hogy minden egyes daganatot
individualisan, sajat protokoll szerint kezeltiink, az egyes kezelések nincsenek feltiintetve az abran. B. A
DOX és PLD kezelt DOX-rezisztens tumorokat hordozé egér csoportok relapszus-mentes tulélése. C. A
teljes talélés a DOX és PLD kezelt DOX-rezisztens tumorok esetében.

Ahogy azt korabban bemutatasra keriilt (20. dbra A), az el6z6leg nem kezelt tumorok
PLD kezelése 56 napos medidn relapszus-mentes tulélés eléréséhez vezetett, mikdzben a
mar kialakult DOX-rezisztenciaval rendelkezd daganatok relapszus-mentes peridodusa
csupan 15 nap volt. A DOX-rezisztens tumorok DOX kezelése jelentdsen rovidebb
talélést eredményezett a csoportban, mint a drog-naiv daganatok esetén (27 vs 49.6 nap,
20. B és 25. C dbrdk), azonban a PLD terapia sikeresnek bizonyult mind a DOX-érzékeny,
mind a DOX-rezisztens tumorokban. A kisérlet végén 142 napos median talélést talaltunk
a PLD kezelt DOX-rezisztens daganatot hordoz6 allatok csoportjaban, ami dsszevethetd
volt a kezelést korabban nem kapott tumorok PLD terapidja soran kapott eredményekkel

(142 vs 151.5 nap, 20. B és 25. C dbrdk).
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54.4 A PLD kiemelked6 hatékonysaga a DOX-hoz képest megmagyardzhato a két
vegyiilet eltérd farmakokinetikai tulajdonsdagaival

Mivel a PLD csupan a DOX egy specidlisan formulalt valtozata, magyarazatra
szorulnak a hatékonysagban és a drog rezisztencia szempontjabol tapasztalt jelentds
kiilonbségek, amihez az MTA TTK MS Metabolomika Kutatocsoport segitségével

crer

(26. dbra).
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26. abra A DOX és PLD farmakokinetikaja jelentos eltérést mutat. A kezeléseket kdvetd szabad

doxorubicin koncentracié valtozasanak kovetése tomegspektrometridval egerek vérébdl kiilonbozo

idépontokban.

Az dsszességében 60%-kal magasabb doxorubicin dozis (5 vs 8 mg/kg) a PLD kezelt
allatokban 35-szor magasabb maximalis csucs koncentraciot (885.67 + 240 vs 31600 +
6023 ng/ul) eredményezett 5 perccel a beadast kovetden, és mig a DOX vérben mért
szintje gyorsan csokkenni kezdett, addig a PLD kezelt egerek vérében még 7 napot
kovetden is olyan magas koncentraciot lehetett mérni, amely 6sszevethet6 volt a DOX
maximalis csucs koncentraciojaval a beadast kovetéen. A PLD AUC értéke (,,Area Under
the Curve”, a szervezetet ér0 teljes hatdoanyag mennyiség egy kezelés alatt) kozel 2600-
szor (1) magasabb volt, mint a DOX beadast kdvetSen (4.47 x 107 vs 1.7 x 10* ngxh/ml).
A nagyon magas koncentraci6 és hosszu keringési 1do ellenére az allatok nem mutattak

jelét fajdalomnak, sulyos mellékhatasnak vagy stlyveszteségnek.
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5.4.5 A BRCAl-kiiitott sejtek kismértékben, de szignifikansan érzékenyebbek a DOX, a
PLD és egyéb topoizomerdaz I gatlo kezelésekre, mint a vad tipusu sejtvonalak

Ahhoz, hogy tovabb vizsgaljuk a PLD varatlan hatékonysaganak hatterében megbuvo
mechanizmusokat, megnéztiik, hogy vajon a BRCAI funkcidjanak kiesése hozzajarul-e
a PLD-vel szembeni érzékenységhez, illetve mas kezeldszerekkel szemben mutatott

citotoxicitasi reakciokhoz (4. tablazat).

Hatdsmechanizmus Vegyiilet WT BRCA1-/- | Szelektivitas

PARP-gatlo Olaparib 3080 30 104.1**
topoizomeraz II gatld PLD 229.4 82.9 2.8%*
Doxorubicin 8.45 2.57 3.3%x*
Daunorubicin 4.68 2.51 1.9%
Etoposide 51.0 29.3 1.7*
topoizomeraz I gatld SN-38 4.60 0.49 9.4%*
antimetabolit 5-FU 2.86 2.98 0.96
mikrotubulus-stabilizald Paclitaxel 384.5 448.2 0.86

4. tablazat A BRCAI1 funkcidéjanak kiesése fokozott DOX és PLD érzékenységhez vezet. A
doxorubicin, a PLD és az olaparib ICsp értékei vad tipust és BRCA1-kiiitott DT40 sejteken mérve. Az
eredmények harom ismételt kisérletb6l nyert adatok atlagat és szorasat mutatjak. (A méréseket és az abrat

Toth Szilard készitette.)

Nyolc kiilonb6z6 kemoterapias vegyiiletet teszteltiink, amelyek hatasuk szerint 5
csoportba sorolhatéoak: PARP-gatlok (olaparib), Topoizomeraz I (SN-38) és II (DOX,
PLD, daunorubicin, etoposide) gatloszerek, antimetabolitok (5-fluorouracil) és
mikrotubulus-stabilizalo agensek (paclitaxel). A BRCA1-kiiitott DT40 sejtek 3.3 és 2.1
szelektivitasi hanyadost (IC50v1/IC50k0) mutattak a DOX és PLD kezelésekre, mig a
célzottan BRCAl-negativ sejteket elpusztitd olaparib 87-szer volt toxikusabb a BRCA1-
hianyos sejtekre. Az olaparib mellett a topoizomeraz 1 gatloszerek is szelektiven
toxikusak a BRCA1-negativ sejtekre (9-szeres szelektivitas), azonban, meglepé modon,
a topoizomeraz Il inhibitorok is szelektivnek mutatkoztak ezeken a sejteken. Ugyan nem

rendelkeztek olyan magas szelektivitassal, mint a PARP-, illetve Topo | gatloszerek, de
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ez az eredmény azt sugallja, hogy a DOX ¢s a PLD kezelésekre érzékenyebbek lehetnek
azok a sejtek, amelyekben a BRCA1 fehérje kiesése miatt sériilt a DNS-javito képesség.

74



6. Megbeszélés

Annak ellenére, hogy még mindig heves vita 6vezi a multidrog transzporterek klinikai
rezisztencia kialakulasaban betoltott szerepét, széles korben elfogadott, hogy az ABC
transzporterek tulexpresszalodnak az emberi tumorok 50%-ban a kezelés valamely
stadiumaban [158]. A drog rezisztencia problémajat tovabb sulyosbitja, hogy mig
jelentdségét a daganatok kezelésében és a rakos megbetegedések okozta halalozasi
statisztikakban pontosan ismerjiik, terapias megoldas még nem sziiletett a multidrog

rezisztens daganatok lekiizdésére [159].

A rosszindulatu daganatos betegek halalat legtobb esetben a tavoli attétek terapia
rezisztencidja okozza. Ebben az esetben, a kezdetben igen hatékony kezeléssel mar nem
¢érhetéek el sikerek a primer daganattdl tdvol kialakult metasztazisokndl. Gyakran
eléfordul, hogy a tumor sejtek rezisztenciat fejlesztenek ki, nem csak a kezdetben
alkalmazott kezeléssel szemben, de mas strukturalisan és hatasmechanizmusban eltéré
vegyiiletekkel szemben is [160]. Az 0j célzott vagy biologiai terapias molekulak és
antitestek megjelenésével (pl. EGFR-gatloszerek) a betegek tulélése ugyan jelentdsen
meghosszabbodott [161], de a rezisztencia problémajat ezekkel sem sikeriilt lekiizdeni, a

daganatok rendre rezisztenssé valnak ([162],[163]).

A fentebb bemutatott sejtes és in vivo modell-rendszerekkel bizonyithato, hogy a
doxurubicinra adott terapias valasz a P-glikoprotein kifejez6désének fiiggvénye. In vitro,
a Pgp-t expresszal6 MES-SA/DxS sejtvonal tobb, mint 70-szer ellenallobbnak bizonyult
az eredeti, Pgp-t nem kifejez6 MES-SA sejtvonal parjanal, ami nem csak sejtkulturakban
mutathato ki, de elegend6 ahhoz, hogy a xenograft modellekben alkalmazott doxorubicin

kezelés is hatastalannak mutatkozzon.

A xenograft tumor modellek ismert korlatja, hogy a klinikai daganatokhoz képest a
kisérleti vegyiiletekre erételjesebb valaszt adnak ([164],[165]). A mesterségesen
létrehozott drog rezisztens (transzfektdlt vagy szelektalt) sejtvonalak hasznélataval
kapcsolatban felmeriilé probléma még az extrém magas P-glikoprotein expresszio és a
rapid sejtosztodds. A transzgenikus, spontdn kialakuldé egér tumorok jobb modellt
kinalnak a daganatos megbetegedések tanulmanyozasara ([166-170]). A Brcal- és p53-
deletalt, klinikailag relevans egér emld karcindma-modell nagy hasonldsdgot mutat a nék

orokletes Brcal-hianyos, tripla-negativ daganataihoz a kifejezett markerek, a
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differencialtsag és a novekedési mintazat tekintetében [122]. Amintaz a 4. és 5. dbran is
lathatd, a spontan tumorokat doxorubicinnal kezelve a daganat visszaszorithatd és
kontrollalhat6, de a kezdeti javulast rezisztencia valtja fel, amelyet a P-glikoprotein

fokozott expresszidja eredményez [123].

A Kkisérletek, melyek a P-glikoprotein kémiai gatlasan keresztiil kivantak
feliilkerekedni a klinikai multidrog rezisztencian, elbuktak a nem vart toxicitds és a nem
meggy6z0 erejii klinikai eredmények miatt ([84],[171],[85]). Az MDR sejtek kollateralis
érzékenysége azt mutatja, hogy a gyodgyszerekkel szembeni rezisztencia felfoghatd
gyengeségként, ami 0j drogokkal akar célba is vehetd. Ez a stratégia kiilonbozik a
transzporterek gatlasan alapuld megkdzelitésektdl, amihez nélkiilozhetetlen két vegytilet,
egy citosztatikum ¢és egy gatloszer egyiittes adagolasa ahhoz, hogy a rezisztens sejteket is
elpusztithassuk. Ezzel szemben az MDR-szelektiv vegyiiletek hatékonysaga novekszik,
¢s nem csokken az MDR sejteken mérve. Az elképzelés, miszerint a funkcionalis Pgp
okozhat kollateralis érzékenységet, olyan korai tanulmanyokbol szarmazik, amikben
fokozott szenzitivitdst mutattak ki MDR sejtvonalakon. Egy koézelmultban publikalt
Osszefoglald kozleményben Osszegezték azokat a véletlenszerlien azonositott
vegyiileteket, amelyek MDR-szelekiv aktivitast mutattak [90]. A kalcium csatorna
blokkold verapamil szelektiv toxicitasa ([172],[173]), példaul megmagyarazhat6 azzal,
hogy a nagy affinitasa Pgp szubsztrat a transzporter folyamatos miikodtetésével
megnoveli az ATP felhasznalast, ami végiil végzetes energia hianyhoz vezet [174]. A
verapamilhoz hasonldan a dipeptid reversinl21 is feltehetdleg hasonlé modon képes a
rezisztens sejtek célzott elpusztitasara [175]. Az MDR sejtek ATP raktarainak célzott
kimeritése azonban torténhet ugy, hogy az adott vegyiilet nem 1¢ép direkt kapcsolatba a
Pgp-vel, mint példaul a D-gliikoz analdég 2-deoxy-D-glikoz (2-DG, [176]), a
mitokondrialis elektron transzportlancot gatlo rotenone [174] és a feliiletaktiv polimer
Pluronic [177] esetében. Kiilondsen a pluronic P85 nevii valtozatarol mutattak ki, hogy
hatasa fiigg a funkcionalis Pgp jelenlétét6l tobb sejtvonalban is ([178],[179]). Ugyan a
pontos mechanizmusra nem deriilt fény, de a szerzOk hipotézise szerint a rotenone és a
P85 szelektiv toxicitdsa a mitokondridlis enzimek célzott gatlasaval magyarazhato, ami
ATP hianyhoz és oxidativ stresszhez vezet az MDR sejtekben [177]. Ezek a véletleniil
talalt, MDR-szelektivnek titulalt vegyiiletek azonban vélhetden a legtobb esetben inkabb

mutatkoznak sejtvonal-, mint MDR-specifikusnak. Az altalunk felallitott sziirérendszeren
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lefuttatva egyik molekula sem mutatott altalanos (minden Pgp™* és Pgp™ sejtvonal paron)
szelektivitast a rezisztens sejtekkel szemben, ami arra utal, hogy ezek az anyagok inkabb
a felfedezésiikh6z hasznalt rezisztens sejtvonalban bekovetkezett individualis valtozast

képesek kihasznalni és nem egy altalanos tulajdonsagra érzékenyek [93].

Mig a korai MDR-szelektiv tulajdonsagokkal rendelkezd vegyiileteket véletleniil
talaltak, addig a dolgozatban vizsgalt molekuldk mar egy célzott szlirérendszer
végeredményeként keriiltek azonositasra. Az MDR-szelektiv anyagoknak konzisztens
modon toxikusnak kell lennilik a Pgp expresszald sejtekre, fiiggetleniil attol, hogy a
fehérje fokozott kifejezddését kemoterapias vegyiiletekkel torténd kezeléssel vagy
genetikai modositassal hoztak 1étre. A korabban talalt izatin-B-tioszemikarbazon (TSC)
és 1,10-fenantrolin (1,10-fen) alapvazak [92] mellett, a 8-hidroxikinolin (80OHQ)
szarmazékok is MDR-szelektiv hatdsunak bizonyultak. A bemutatott vegyiiletek koziil
kiemelkedden hatékonynak mutatkozott két 8OHQ vegyiilet is, az NSC57969 és az
NSC297366 (1. tablazat). Ezek szelektivitasi hanyadosa 10-19 volt, ami azt jelenti, hogy
a vegyiiletek 10-19-szer toxikusabbak voltak a rezisztens sejtekre, mint a Pgp-negativ
parentalis vonalakra. Ezek az eredmények bizonyitottdk, hogy a SOHQ alapvaz igéretes
kiindulési szerkezet lehet az MDR-szelektiv vegyliletek tudatos tervezésének, igy a
derivatumok elballitasa, tesztelése, valamint szerkezet-hatas Osszefliggésiik vizsgalata

jelenleg is zajlik.

Az MDR-szelektiv vegyliletek azonositasat kovetden tovabb nétt az érdeklddés
ezen molekuldk fel¢, mikor felfedezték, hogy a fehérje mennyisége egyenesen aranyos a
mutatott toxicitassal és, hogy a rezisztens sejtek Pgp expresszidja lecsokken, ha azokat
hosszt ideig NSC73306 kezelésnek vetik ala [125]. Ez utobbi kisérlet bemutatta, hogy az
MDR-szelektiv vegyiiletek szelekcids nyomasa olyan erds, hogy képes az MDR fenotipus
visszaforditasara és a sejtek kemoterdpiaval szembeni Ujraérzékenyitésére, ugy, hogy
Kiirtja a Pgp expresszalo sejteket a kultirabol. Ehhez a sejteket hetekig, a sejtek
tenyésztettek. A P-glikoprotein expresszidval jard kollaterdlis érzékenység egyik
lehetséges kihasznaldsa az lenne, ha a multidrog rezisztenciat ,,visszafordithatnank™
MDR-szelektiv vegyiiletekkel torténé kezelésekkel. Hogy elkeriiljiik a hosszas drog
kezeléssel jar6 komplex valtozasokat, MES-SA/DXx5 sejteket egyetlen magas

crer
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koziil harom (NSC57969, NSC297366, NSC608465), mig a kordbban leirtak koziil egy
(1,10-fenantrolin) teljesen lecsokkentette a Pgp expressziot egyetlen nagydozisa kezelést
kovetéen (12., 13. és 15. abrdak). Az MDR-szelektiv vegyliletek ilyen gyors és hatékony
Pgp expresszio csokkentd hatasanak felfedezése vezetett az ,, MDR-reversing 8-hydroxy-
quinoline derivatives” cimii szabadalmi bejelentés benytjtasahoz is, aminek elbiralasa

jelenleg folyamatban van.

A funkcionalis Pgp miatti fokozott érzékenység mechanizmusa még nem ismert.
Tekintve, hogy az dsszes igéretes MDR-szelektiv vegylilet fém kelator, tigy tlinik, hogy
a fém ionokkal torténd interakciok nélkiilozhetetlenek ennek a paradox hatasnak a
kialakitasaban. Csoportunk egy nem rég megjelent 6sszefoglal6 kozleményében felvazolt
lehetséges magyarazatokat, amelyek valaszt adhatnak a lehetséges hatdsmechanizmusok
mibenlétére ([90]; 27. abra). Lehetséges, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek valamely
modon feldusulnak a rezisztens sejtekben (,,accumulation”), ami végiil sejthaldlhoz vezet.
Ez logikus magyarazat lenne a tapasztalt hatdsra, de a molekuldk specifikus
masik mechanizmus lehetne, hogy a Pgp képes lehet az MDR-szelektiv vegyiiletek
egyébként rejtett (,,shielded”) molekularis célpontjainak feltarasara (,,unshielding”). EQy
hasonlo lehetdség szerint az MDR-szelektiv vegyiiletek kizarélag az MDR sejtekben
aktivalodnanak (,,activation), a Pgp funkcidjaval dsszefiiggd metabolikus valtozasokkal
Osszefiiggésben. Elképzelheté az is, hogy az MDR-szelektiv vegyiiletek képesek
megkotni bizonyos anyagokat (pl. fém ionok, kismolekuldk stb.), amelyekkel egytitt
komplexet alkotva mar szubsztratjai lehetnek a Pgp-nek és a folyamatos kidramlas miatt
a sejtekben hidny Iép fel ezekbdl a célpontokbdl, ami végiil apoptdzishoz vezet

(,,depletion™).
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Depletion
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27. abra Az MDR-szelektiv vegyiiletek lehetséges hatasmechanizmusai. A Pgp mikodése eldsegitheti
az MDR-szelektiv vegyiiletek feldisulasat (,accumulation”), védtelenné teheti az MDR-szelektiv
vegyiiletek célpontjait (,,unshielding”), vagy éppen aktivalhatja azokat ("activation™), végiil depletalhatja a
sejtek valamely kritikus endogén komponensét (,,depletion”). Atvéve Szakécs et al, Chemical Reviews,

2014.

Mivel a fémkomplexek tumor ellenes hatasa gyakran a redukcids-oxidacios
(redox) korfolyamatokon alapszik, logikus magyarazatnak tlinik az is, hogy a multidrog
rezisztens sejtek MDR-szelektiv vegyiiletekkel szembeni jarulékos érzékenysége mogott
a daganat sejtek Pgp-hez kothetd, fokozott reaktiv oxigén gyokokkel (reactive oxigen
species, ROS) szembeni érzékenysége all ([174],[177]). Ennek a magyarazatnak egy
komoly hidnyossaga, hogy a fém kelaci6 ugyan sziikséges, azonban nem elégséges
feltétele az MDR-szelektiv toxicitasnak, ahogy azt a SOHQ alapvazzal torténd kezelés is
mutatja. A szerkezet rendelkezik kelator tulajdonsagokkal, azonban még sem mutat
MDR-szelektiv aktivitast.

A korrelacios eljarassal azonositott MDR-szelektiv vegyiiletek képesek voltak

megfelelden kihaszndlni az egyértelmliien Pgp expresszioval jard paradox
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hiperérzékenységet. Az MDR sejtek jarulékos érzékenységének felfedezése ramutatott
arra, hogy a Pgp expresszalé tumor sejtek talan célzottan elpusztithatoak. Azonban, ha ez
az érzékenység in vitro artefaktumok eredménye, amelyek a sejttenyésztés soran fellépd
valtozasokbol és az extrém magas Pgp expressziobdl szarmaznak, akkor nehezen
elképzelhetd, hogy az MDR-szelektiv vegyliletek koncepcidja atvihetd lenne a klinikai
gyakorlatba. A problémat jol mutatja, hogy irodalomban leirt, véletlenszeriien talalt
MDR-szelektiv vegyiiletek koziil a sajat szlird rendszerlinkben csak egyetlen egyet
talaltunk, amely valoban minden altalunk megfogalmazott elvarast teljesitett, aminek egy
valodi MDR-szelektiv vegyiiletnek meg kell felelnie [93]. E szerint az MDR-szelektiv
vegytiletek nem lehetnek sejtvonal specifikusak, a Pgp-szelektiv toxicitasuknak tobb,
kiilonb6zé sejtvonalon is igazolhatonak kell lennie, rdadasul fiiggetleniill a Pgp
tulexpresszid eldidézésének modjatdl (szelekeiod vagy transzfekcid). A Pgp-gatloszerek
jelenlétében hatasuknak szignifikansan csékkenie kell, bizonyitva, hogy a Pgp-funkcidja
sziikséges ¢€s elégséges feltétele a citotoxicitdsuknak. Fontos, hogy szelektivitdsukat ne
csak extrém P-glikoprotein expresszid esetén lehessen mérni, mert a klinikailag relevans
transzporter szintek jelentGsen alacsonyabbak a sejtvonalakban tapasztaltaknal. Emellett
fontos bizonyitéka lehet az MDR-szelektiv hatdsnak, ha a Pgp-pozitiv sejteket a vegyiilet
jelenlétében tenyésztve, azok elveszitik a rezisztens fenotipusukat. Ez arra utal, hogy a
sejtek a molekula szelektiv nyomdsanak hatdsara annak a fehérjének az expressziojat
csokkentik le, amelyen keresztiil az adott kezelés megtdmadja Oket, igy biztositva sajat

talélésiiket.

Vannak vegyliletek, amelyek csak nagyon magas Pgp expresszid esetén
bizonyultak toxikusnak. Példaul a Dp44mT sejtspecifikus hatisa magyarazhato azzal,
hogy a Pgp lizoszomalis lokalizacidja csak nagyon magas Pgp expresszional jelentkezik.
Ez fontos részlet, tekintve, hogy a klinikai rezisztenciat kialakito Pgp kifejez6dés mértéke
nagysagrendekkel kisebb, mint amit az MDR sejtvonalakban tapasztaltak ([180],[75]).
Korabban a csoportunk is kimutatta, hogy széles spektrumban Pgp-t kifejez KB sejteken
mérve az MDR-szelektiv  NSC73306 molekula toxicitdsa ardnyos az expresszid
mértékével [125]. Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk réla, az MDR-szelektiv vegyiiletek
képesek a Pgp-t klinikaihoz hasonl6 szinten kifejezé tumor sejtek elpusztitasara is, egy
genetikailag modositott egér emlé tumort hasznaltunk. Az irodalmi adatokkal teljes

egyezésben azt talaltuk, hogy a brcal”;p537 hatterii, spontan kialakuldé emld daganatok
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doxorubicin kezelése mérsékelt Pgp mRNS expressziohoz vezetett ([124],[181]). Ezekbdl
a tumorokbol primer sejteket izolalva vizsgaltuk az MDR-szelektiv vegyiiletek in vitro
hatasat alacsony (<10) passzazs szamnal. Ebben a rendszerben vizsgalva, az NSC57969
MDR-szelektiv molekula jelentdsen csokkentette a primer emld karcinoma sejtek calcein
AM efflux kapacitasat, ami azt mutatja, hogy ezek a vegyliletek akar a klinikailag

relevans Pgp szintekkel rendelkez6 tumor sejtek elpusztitasara is képesek lehetnek.

Mivel az MDR-szelektiv vegyiiletek nem gatoljak a transzportereket, igy jelentds
hatasuk a drog abszorpciora, metabolizmusra, kivalasztasra és toxicitasra (ADME-ToXx)
nem valdszinli. Ennek ellenére, mivel sok normal testi sejt is jelentds mértékben
expresszal P-glikoproteint, bizonyos szervek érintve lehetnek a kollateralis érzékenységet
okozo toxicitasban. Ezt a hatast az emberi agyi mikroerek endotéliumabol izolalt,
immortalizalt hCMEC/D3 sejtvonal alkalmazasaval teszteltik. Mivel ezek a sejtek
nagymértékben expresszalnak funkcionalis Pgp-t ([151], 18. dbra), alkalmasak arra, hogy
az MDR-szelektiv vegyliletek Pgp kifejez6dés csokkentd hatasat vizsgaljuk rajtuk. A
magas Pgp expresszi6 ellenére a hCMEC/D3 sejtvonalon nem mértiink csokkenést a
fehérje funkcidjaban, ami arra utalhat, hogy a vegytileteink féleg a rosszindulatu sejteken

hatékonyak.

Ugyan az MDR-szelektiv vegyiiletek koncepcidja nagyon izgalmas és igéretes, a
fentebb leirt problémak miatt, ezeknek a vegyiileteknek klinikumban valé kiprobalasa
még varat magara, igy a nagyon sulyos kihivast jelentd multidrog rezisztencia elleni

kiizdelemben mas stratégiak kutatasara is sziikség van.

A pegilalt liposzomalis doxorubicin (PLD) Kkifejlesztése mogott allé indok
egyértelmiien az volt, hogy ugy csokkentsék a doxorubicin olyan komoly mellékhatasait,
mint a kardiotoxicitas, hogy ezzel parhuzamosan megérizzék a kezelés hatékonysagat
[130]. Tobb klinikai tanulmany igazolta emlé daganatos betegek kezelése soran, hogy
mig a teljes toxicitas csokkent, addig a PLD a doxorubicinhoz hasonlo sikereket ért el
([142],[155]). Ugyan hivatalosan a PLD harom daganat tipusra ajanlott (AIDS-hez
kothetd Kaposi-szarkdma, platinum terdpia rezisztens petefészek tumor és myeloma
multiplex), tobb beszdmold is igazolta, hogy haszndlata kifizetddd elérehaladott
metasztatikus és visszatéré emlé daganatoknal is ([182],[183]). Ennek ellenére érdekes,

hogy mennyire alacsony azon vizsgalatok szama, amelyek a PLD kezelést neoadjuvans
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terapiaként alkalmazzak lokalisan elérehaladott emld daganatok esetén [156]. Még
kevesebb azoknak az irodalmi adatoknak a szama, amelyek a drog rezisztenciaval
Osszefliggésben vizsgaljak, vagy magara a PLD-re kialakuldo rezisztenciaval
foglalkoznak. Tekintve, hogy a PLD aktiv hatéanyaga a doxorubicin, feltételeztiik, hogy
a két vegyiiletre azonos mechanizmusokon keresztiil alakul ki rezisztencia. Ennek
bizonyitasara egy Pgp-negativ €s -pozitiv sejtvonal parokbol allo panelt hasznaltunk, ahol
Osszehasonlithattuk az egyes sejteken kapott érzékenységi adatokat (2. tablazat). A
sejteken, melyek tulexpresszaljak a Pgp-t, a PLD kezelés nem volt hatékony, a specialis
liposzémalis bevonat nem tudta megvédeni a doxorubicint az efflux transzporterektdl és
a Pgp farmakologiai gatlasara volt sziikség a tariquidar hasznalataval, ahhoz, hogy a PLD
érzékenység helyrealljon. Ez az eredmény kiilondsen érdekes, ha szamitasba vessziik,
hogy a liposzomak felvétele megel6zi a szabad DOX intracellularis eloszlasat [184],
vagyis az endocitézissal bejutd liposzémalis-részecskékbdl a doxorubicin mar csak a
citoplazmaban szabadul fel [185]. Ez a megfigyelés felveti, hogy a Pgp valahogy képes
szabalyozni a liposzomakba csomagolt vegyiiletek felvételét is, hiszen a
plazmamembranon endocitozissal atjutdé PLD igy nem taldlkozik kozvetleniil a
transzporter fehérjével. Ahhoz, hogy fel lehessen mérni a pegilalas jelentdségét a PLD

hatasara tovabbi kisérletekre van sziikség, amikben példaul a doxorubicin nem pegilalt

crer

A kozelmultban, a genetikailag modositott egér modellek (GEMM) teriiletén elért
fejlédésnek koszonhetden 1 lehetéségek nyiltak a tumorok kialakulasanak és a drog
emlddaganatok egyik legijabb GEM modelljét alkalmaztuk, ahol a tumor kifejlodése a
DNS-javito fehérjét kodold Brcal és a tumorszuppresszor p53 gének szovet specifikus
kiiitésének eredményeként jon létre [122]. Habar egy viszonylag ritka, BRCAl-medialt
0roklédé emlddaganat hasznalata nyilvanvaldan limitalja az eredmények relevanciajat,
tobb vizsgalat is azt igazolta, hogy BRCAL vesztés a sporadikus tumorokban is eléfordul
[187]. Példaul a BRCALl gén hipermetilacioval torténd csendesitése megfigyelhetd
sporadikus emld és petefészek daganatokban [188], de a BRCAI fehérje funkciojanak
sériilése tetten érheté nem-oroklott emld tumorok esetében is [189]. Szintén ennek a
fehérjének a gyakori diszfunkciojat figyelték meg sporadikus bazalis tipusu mell

daganatokban is [190], valamint mutattak ki a kodolo génjének kiesését szorvanyos emld
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tumorokban. Ez tobbek kozott magyarazhato a HMGAL fehérje altal iranyitott negativ
regulacioval is [191]. Emellett egy, kozelmultban publikalt tanulmany felmérte, hogy a
DNS-javitoé gének funkciovesztéssel jaré6 mutacidi milyen frekvencidval fordulnak el6 a
férfiak metasztatikus prosztata daganataiban. A 692 résztvevo paciens kozott 6sszesen 82
(11.8%) oroklott mutacid hordozot azonositottak, akik koziil 37 (5.3%) a BRCA2 és 6
(0.9%) a BRCAL gének mutacioival rendelkeztek, bizonyitva, hogy a BRCA1/2-hiany
miatt nem csak négydgyaszati daganatok, hanem mas tipusu tumorok is kifejlédhetnek

[192].

Kimutattak, hogy a PLD kezelés klinikai koriilmények kozott meglepden hatdsos a
BRCA1-negativ petefészek tumorok ellen is [193]. Egy 155 rekurrens epitelialis
petefészek rakkal diagnosztizalt beteg (40 né ismert BRCAL vagy 2 mutéciot hordozott,
mig 115 sporadikus daganattal rendelkezett) adatait Osszegyljté klinikai kisérlet
eredményeként kideriilt, hogy a sériilt BRCA funkcioji hattéren kifejlédott tumorok
érzékenyebbek a DNS karositd drogokkal (mint példaul a PLD) szemben, még akkor is,
ha benniik a platina alapt terapiakra mar kialakult a rezisztencia [194]. Még meggy6zG6bb,
hogy mikor a PLD kezelés hatékonysagat az olaparibhoz, egy uj, igéretes PARP
gatloszeréhez hasonlitottdk olyan betegekben, akik ismert BRCA1l vagy 2
funkcidvesztéssel jard6 mutacidkat hordoztak ¢és kiujult petefészek daganatban
szenvedtek, egy fazis II, nyilt jelolésli, randomizalt kisérletben, semmilyen szignifikans
eltérést nem talaltak a progresszio-mentes tulélésben, az objektiv valaszok szdmaban és
a ,tumor méret legnagyobb valtozasaban” (,,best change in tumor size”). A tanulmany
végso kovetkeztetése szerint a ,,PLD hatékonysaga a vartnal nagyobb volt” [195]. Ugyan
ez a publikacio kikoti, hogy az ismert BRCA1/2 mutaciokkal rendelkezd betegek kozott
a progresszio-mentes tulélés magasabb volt, mint mas, jelentds méretli, randomizalt
vizsgélat esetén, ahol a BRCA statusz ismeretlen volt, ami utalhat arra, hogy a PLD
specifikus toxicitast mutat az olyan tumorokkal szemben, amikben sériilt a BRCA1/2-hoz
kotheté DNS-javitas. Tekintve, hogy az olaparib kiilondsen hatékony a BRCA1-hidnyos
daganatokkal szemben [196], ezek az eredmények tamogatjak a hipotézisiinket, miszerint

a PLD szelektiv toxicitassal rendelkezhet a BRCAl-negativ tumorok ellen.

A 2. tablazatban szerepl6 emld tumor sejt panelben két sejtvonal mutatott magasabb

érzékenységet a PLD kezelésre, az MDA-MB-231 ¢és MDA-MB-468, de egyediil az
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MDA-MB-468 mutatkozott egyszerre PLD- és ciszplatin-érzékenynek is (2. tablazat).
Habér ez a panel nem tartalmaz olyan sejtvonalakat, amelyekben mutalodott vagy kiesett
volna a BRCA1 gén, ami megmagyarazhatna a ciszplatin-érzékenységet, ismert, hogy az
MDA-MB-468 sejtekbdl hianyzik a PTEN (phosphatase and tensin homolog) gén. A
BRCA1 funkci6janak kieséséhez hasonléan a PTEN hidnya is hibas homolog
rekombinacidhoz (HR) vezet, és egyiitt jar az olaparibhoz hasonlé PARP gatloszerekkel
szembeni érzékenységgel is ([154],[197]). A HR elégtelen miikodését tamasztja ala az is,
hogy az MDA-MB-468 sejteket 14 masik eml6 daganatsejthez és 2 egészséges emld
epitél vonalhoz hasonlitva, az egyik legalacsonyabb HR aktivitast mutatja miutan kettds
szalu toréseket idéznek benne elé gamma sugarzassal €s a legmagasabb érzékenységet
produkalja mikor UV besugarzasnak vagy mitomycin C kezelésnek teszik ki, mutatva,
hogy ez a sejtvonal kiilonosen érzékeny a DNS-t éré inzultusokra, gyanithatéan a
csokkent DNS-javitd képessége miatt [198]. A vad tipusu BRCAl-et kifejez0, illetve
BRCA1-kititott DT40 sejteken kapott eredményeink is arra utalnak, hogy mind a DOX,
mind a PLD kétszer toxikusabbak az elégtelen DNS-javité képességgel rendelkezd
sejteken. Ez a lehetséges szelektivitis a BRCAI1-hidnyos tumorokkal szemben, a
meglepden magas szérum koncentraciok, a megnovekedett keringési id6 és a hibas,
porusos erek miatti indirekt felhalmozodas a daganat szovetben, megmagyarazhatjak a

PLD jelent0s sikerét a konvencionalis doxorubicinnal szemben ebben a modellben.

Az egér emld tumor modelliinkben a PLD jelentésen hatékonyabbnak bizonyult a
doxorubicin kezelésnél a relapszus-mentes és teljes talélést tekintve (20. dbra A és B),
valamint sikeresen kitolta a drog rezisztencia megjelenésének idejét (21. és 22. dbra), ami
alapvetd fontossaggal bir a tulélési id0 meghosszabbitasdban. Meglepd, de a relapszus-
mentes tulélés ideje a PLD kezelt csoportban Gsszevethetd volt a DOX terapidban
részesitett csoport teljes talélésével (56 vs 49.5 nap), ami megmagyarazhatod a két szer
szignifikdnsan eltéré farmakokinetikai profiljaval (26. dbra). Ahogy azt masok is
kimutattak betegekt6l nyert mintakon [131], mind a keringési id6, mind a maximalis
csucs koncentracid, mind pedig a szabad doxorubicin AUC értéke jelentdsen magasabbak
voltak a PLD csoportban, mint azok kozott az allatok kozott, amik DOX terdpiat kaptak
¢és 7 nappal a kezelést kovetden a PLD még mindig detektalhatd szinten maradt. S6t, 7
nap utdn a PLD kezelt allatok vérében a DOX kezelést kovetd 5. percben mért

mennyiségli szabad doxorubicint talaltunk. Ezek az eltérések azt sugalljak, hogy mig a
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rovid és csucs-szerll toxikus inzultusok, mint a DOX kezelést kdvetden megfigyeltek,
kedvez az Pgp-medialt rezisztencia relativ gyors kialakulasanak, addig a magas dozist és
elnyujtott keringési idejli terapia, mint a PLD utan latottak, hatékonyan késlelteti a drog
rezisztencia kialakulasat. Azonban, a magas szérum koncentracio és keringési id6
ellenére is, a tumorokban fellépett csdkkent drog érzékenység €s rezisztencia is a PLD
terapia alatt (22. dbra), ami rdadasul a Pgp mRNS szintjeinek extrém megemelkedésével

jart egyiitt (24. dbra).

Taldn még izgalmasabb, hogy a PLD a mar kialakult DOX-rezisztenciaval rendelkezd
daganatok esetén alkalmazva is minden esetben terdpias valaszt valtott ki (25. dbra), mig
a DOX kezelés mar nem bizonyult sikeresnek és nem volt képes kontrollalni a betegséget.
Erdekes modon, hasonld eredményekrél szamoltak be tanulmanyok antraciklinnel (pl.
doxorubicin)  jelentdsen  eldkezelt, s6t antraciklin-rezisztens  metasztatikus
emlddaganattal (metastatic breast cancer, MBC) diagnosztizalt betegek PLD kezelése
kapcsan is. Egy 79, kordbban antraciklinekkel el6kezelt, MBC beteggel inditott klinikai
fazis II kisérletben ugy talaltak, hogy a PLD kezelés hatékonynak bizonyult, és a median
progresszio-mentes tulélés, a terapiara adott valasz hossza, valamint a teljes tulélés hossza
Osszehasonlithatd volt mas, széles korben alkalmazott ,,ment6é terapiakkal” (,,salvage
therapy”, melyet az elsédleges kezelés kudarca esetén vetnek be), mint példaul a
capecitabine. Raadasul a klinikai haszon rata (clinical benefit rate) az antraciklin- vagy
taxan-elokezelt betegek korében szignifikansan magasabb volt, mint barmely mas,
korabban publikalt stratégia esetén [199]. Egy 4 kiilonb6z6 klinikai teszt adatait 6sszesitd
analizis igazolta, hogy az antraciklin ujra-kezelés (,,re-challenge”) a PLD hasznalataval
hatdsos megkdzeliteés MBC betegeknél, fiiggetleniil a rezisztenciatol, a kummulativ
dozistdl vagy a konvencionalis antraciklin kezelés ota eltelt id6tél [200]. Annak ellenére,
hogy a PLD terdpia szignifikdnsan novelte a progresszio-mentes €s a teljes talélést, a
betegek, akik korabban tobb kezelési cikluson estek at rosszabb prognodzisra szamithattak,
mint azok, akik kevesebb antraciklin kezelésen mentek keresztiil. Annak ellenére, hogy
az ebben a szituacioban (MBC, progresszi6 antraciklin vagy taxan kezelés alatt) elérhetd
terapiak hatékonysaga altalaban alacsonynak tekintendd, a betegek, akik antraciklinokat
tartalmaz6 adjuvans kezelésben részesiiltek még érzékenységet mutathatnak az
antraciklinek liposzomalis formulécidira [201]. Bar ugyanezek a tanulmanyok nem

részletezik (vélhetéen nem is vizsgaltak) a Kialakult antraciklin- és taxan-rezisztencia
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mechanizmusat, az kdztudott, hogy mindkét csoport vegytiletei igen jo szubsztratjai a P-
glikoproteinnek [83], ami jelentheti azt, hogy a PLD kezelés, a megndvekedett
vérkoncentracionak ¢és keringési idonek koOszonhetden, a transzporter jelenlétének
ellenére, képes megfeleld6 mennyiségii hatdanyagot juttatni a tumor sejtekbe. Ezzel
Osszhangban, ahogy mi is kimutattuk, a PLD még aktivnak bizonyul a DOX kezelésre
mar rezisztens tumorokban is. Ez a megfigyelés megmagyardzhatja, hogy a tobbszordsen

elokezelt betegek miként képesek Klinikailag profitalni a PLD re-challenge terapiabdl.
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7. Kovetkeztetések

1. Az insilico korrelacios és in vitro sziirési technikak segitségével olyan ij MDR-
szelektiv vegyiiletek lettek azonositva, melyek toxikusabbak ¢€s szelektivebbek a
korabban talalt molekulaknal, tovabba bizonyitast nyert, hogy az eddig célzottan
nem vizsgalt 8-hidroxikinolin szarmazékok az MDR-szelektiv vegyiiletek
leghatékonyabb csoportjat alkotjak.

2. Kimutatasra keriilt, hogy Az j molekulak képesek a Pgp-pozitiv multidrog
rezisztens sejteket egyetlen, nagy dozisu kezeléssel Gjra Pgp-negativva tenni,
ezzel Ujra érzékenyitve ket a konvenciondlis kemoterapiakkal szemben.

3. Az MDR-szelektiv vegyliletek Pgp expresszid csokkenttd hatdsara épitve
megsziiletett 1étrehoztam egy 1j szlirdrendszer, ami képes a molekuldkat a Pgp
expressziora kifejtett hatdsuk alapjan 0sszehasonlitani és karakterizalni.

4. A brcal”;p53” egér emldé tumorokbol alapitott primer sejtkultirak
alkalmazasaval igazolast nyert, hogy az MDR-szelektiv vegyliletek képesek
szelektiven elpusztitani a Pgp-t klinikailag relevans szinten expresszalé drog
rezisztens sejteket.

5. Egy fiziologias vér-agy gat sejtmodell segitségével bizonyitast nyert, hogy a Pgp
kifejezddést érintd hatas nem jelent veszélyt a fontos vér-szoveti hatarokon P-
glikoproteint expresszalo testi sejtekre.

6. Osszehasonlitottuk a doxorubicint (DOX) és a pegilalt liposzomalis doxorubicint
(PLD) az NCI60 sejtvonal panel Osszes emld tumorbol szarmazod vonalén,
valamint egy Pgp-negativ és —pozitiv sejtparokat tartalmazd panelen is és
kimutattuk, hogy in vitro a DOX kezelés toxikusabb, mint a PLD, de mindkét
anyag hatastalan a Pgp-t tulexpresszalo sejteken.

7. A Pgp PLD-rezisztenciara kifejtett hatasat tovabb vizsgalva igazolodott, hogy a
P388 drog érzékeny és P388/ADR drog rezisztens egér leukémia tumorokat
kezelve, csak azok a daganatok szorithatéak vissza a DOX és PLD kezelésekkel,
amelyek nem fejezik ki a P-glikoproteint.

8. Kisérletesen bizonyitottuk, hogy egy genetikailag modositott breal”;p537 egér
emlé tumor modellben a PLD kezelés szignifikdnsan megnoveli a relapszus-
mentes ¢€s a teljes talélést, tigy, hogy kitolja a terdpia rezisztencia kialakuldsanak

idejét.
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9. Kimutattuk, hogy a PLD kezeléssel szemben kialakult rezisztencia hatterében a
P-glikoprotein mRNS expresszidjanak megnovekedése all, ami a DOX terapia
soran fellépd Pgp expresszio valtozas akar szdzszorosa is lehet.

10. Bizonyossa valt, hogy a DOX-rezisztenciat okozo Pgp expresszidé nem elegendd
a PLD kezeléssel szemben, igy a DOX-rezisztens daganatok ujrakezelése PLD-
vel, hatékony stratégia.

11. Kisérletet tettiink arra, hogy kimutassuk a PLD szelektiv toxicitasat a BRCAL-

hidnyos sejtekre, ezzel megmagyarazva a klinikai gyakorlatban tapasztaltakat.
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8. Osszefoglalas

A doktori disszertacioban részletezett munka eredményeként olyan kisérleti eljarasok
sziilettek, amelyek a késobbiekben hatékonyak lehetnek a P-glikoproteint expresszalo,
multidrog rezisztens (MDR) tumorokkal szemben. A disszertacio két eltéréd megkozelitést
targyal: mig az MDR-szelektiv vegyiiletek a multidrog rezisztenciat el6éidézé P-
glikoprotein transzporter kihasznaldsan keresztiil képesek a rezisztens tumorokat
tamadni, addig a pegilalt liposzomalis doxorubicin a hagyomanyos antraciklinektdl
jelentdsen kiilonbozd farmakokinetikai tulajdonsagaival tud feliilkerekedni a terapiara
mar nem reagalé daganatokon. A munka részét képezte az 4 MDR-szelektiv vegyiiletek
in silico kivalogatasa és in vitro tesztelése, valamint olyan allatmodellek beallitasa,
melyekkel a multidrog rezisztencia jelensége vizsgalhato. Az MDR-szelektiv vegyiiletek
paradox, P-glikoproteint célzo citotoxikus hatasa mellett kideriilt, hogy ezek a vegyiiletek
rovid idén beliil képesek a P-glikoprotein expresszidjanak teljes megsziintetésére, ezzel
ujra érzékenyitve a sejteket a kemoterdpids vegyiiletekkel szemben. A felfedezés
segitségével az MDR-szelektiv vegyliletek Osszehasonlithatova és karakterizalhatova
valtak, lehetGséget biztositva azoknak a szerkezeti elemeknek azonositasara, amelyek
Osszefiignek a rezisztens sejtek Ujra érzékenyitésével. Bebizonyosodott, hogy a P-
glikoprotein kifejezddést csokkentd megkdzelités alkalmazhato egy klinikailag relevans,
egér emld tumor modellben talalhato, rezisztenciat biztositd fehérje szintek mellett is.
Ennek ellenére az MDR-szelektiv kezelés nem tesz kart a vér-agy gat endotél sejtjeiben
és nem csokkenti az ott talalhatdo P-glikoprotein szinteket.A pegilalt liposzomalis
doxorubicin in vitro és in vivo koriilmények kozott sem bizonyult hatékonyabbnak a
hagyomanyos doxorubicinnél, s6t, a mesterségesen eldidézett P-glikoprotein expresszio
teljes rezisztenciat biztositott a vegyiilettel szemben. Ezzel szemben egy brcal ’;p537
egér emld daganat modellben, ahol a multidrog rezisztencia az alkalmazott kezelés
eredményeként alakul ki, a pegilalt liposzomalis doxorubicin szignifikansan emelte a
relapszus-mentes és a teljes tulélés hosszat, ami a drog rezisztencia megjelenésének
késleltetésével volt magyarazhatd. A doxorubicinre nem reagalé tumorokban kifejez6dd
P-glikoprotein szint nem volt képes védelmet nylijtani a pegilalt liposzomalis formulacié
ellen, ezért a pegildlt liposzomadlis doxorubicinnal torténd kezelés a doxorubicin

rezisztens tumorokkal szemben is eredményesnek bizonyult.
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9. Summary

We describe new approaches for the treatment of P-glycoprotein expressing multidrug
resistant (MDR) cancer. Two methods are proposed: one relies on the use of MDR-
selective compounds that target MDR cancer through the exploitation of P-glycoprotein
function; the other aims to overcome drug resistance based on the improved
pharmacokinetic parameters of pegylated liposomal doxorubicin. We used in silico, in
vitro as well as in vivo models to identify and characterize new MDR-selective molecules
and to investigate cancer MDR. In addition to their paradoxical toxicity against MDR
cells, MDR-selective compounds can re-sensitize cancer cells to chemotherapy by rapidly
abolishing the expression of P-glycoprotein. We have established an assay to characterize
series of MDR selective compounds in order to identify structure activity relations. We
showed that the MDR-reversing potential of the compounds provides a viable strategy
even in the case of cells isolated from a mouse mammary tumor model expressing
clinically relevant levels of P-glycoprotein, while having no effect on blood-brain barrier
endothelial cells that also express P-glycoprotein. We found pegylated liposomal
doxorubicin (PLD) to be less effective than doxorubicin in in vitro and in vivo models. P-
glycoprotein expressing drug resistant cell lines were completely resistant against PLD.
In contrast, in a brcal”";p53” mouse mammary tumor model, where multidrug resistance
evolves as a result of chemotherapy, pegylated liposomal doxorubicin significantly
increased relapse-free and overall survival. Increased survival could be explained by the
delayed onset of resistance. P-glycoprotein levels associated with doxorubicin resistance
did not influence treatment by PLD, explaining why PLD treatment could successfully

limit the growth of doxorubicin-resistant brcal”:p53” mouse mammary tumors.
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12. Koszonetnyilvanitas

Mindenekeldtt szeretném megkdszonni sziileim, hugom és nagysziileim segitségét és
tamogatasat, ami végigkisérte eddigi palyamat. A tudomany és a munka irant érzett

szeretetemet egyértelmiien toliik ,,6rokoltem” és ezért mérhetetleniil halas vagyok nekik.

Koszonettel tartozom Dr. Szebényi Kornélianak, ,,Nellinek”, aki nélkiil ez a dolgozat nem
jOhetett volna l1étre. Az 6 hite, bizalma €s szerelme volt a legfontosabb tdmaszom a doktori
képzés évei alatt ¢és igazabol a vele kozosen végzett projektek alatt valtam valodi

kutatova. Csak remélni tudom, hogy én is annyit segitettem neki, mint amennyit 6 nekem.

Koszonet illeti Dr. Szakacs Gergelyt, aki témavezetdként iranyitotta a munkamat az
utobbi években. Mellette értettem meg a ,tudomanyos igényesség” kifejezés igazi
jelentését és azt, hogy mennyire fontos nem csak masok, de a sajat munkankat is
kritikusan szemlélni. Baratsagunk sokkal gazdagitott, de talan a legszebb emlékem a

k6z06s amszterdami villamosozas marad.

K6sz6n6m kollégamnak és harcostarsamnak, Toth Szilardnak, azt a rengeteg segitséget,
amit az egyiitt toltott évek alatt nyjtott nekem. Mérndki precizitasa és higgadtsaga olyan
attributumok, melyekkel én nyilvanval6an nem rendelkezem, de az, hogy ezeket néha
»kolcsonadta” nekem eredményesebbé tette a munkdmat. K6széndm, hogy elviselte az
Oriilt Otleteimet (sOt néha még talan kedvét is lelte benniik!), és remélem, hogy 6 is,

legalabb egy kicsit, élvezte k6zos munkankat.

Halas vagyok Dr. Tiirk Doranak, hogy bevezetett a laboratériumi munka rejtelmeibe.

Igazabol a legtobb modszert, amit mara naponta, rutinszertien hasznalok, t6le tanultam.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Téovari Jozsefnek, hogy a kezdetektdl tamogatta és
segitette az allatkisérletes munkamat, és hogy olyan munkakoriilményeket biztositott az
allathazaban, amelyek nélkiil a dolgozatban hasznalt GEM modellel folytatott munka

komoly akadalyokba {itk6zott volna.

Hatalmas koszonet illeti Bodrogi-Mayer Irént, Hidvégi Anitat és Toth Annamariat, az
Orszagos Onkologiai Intézet munkatarsait, akik nélkiil az allatkisérletes munka nem

valosulhatott volna meg. Az 6 profizmusuk, segitOkészségiik és szakértelmiik
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nélkiilozhetetlen volt a legtobb projektemben, és nem csak azokban, amikre e dolgozat

¢épiil! Nem tudom eléggé megkdszonni nekik a segitségiiket.

Szeretném megkoszonni Dr. Apéati Agotanak, Dr. Orban Tamésnak és Dr. Sarkadi
Balazsnak, hogy bizalmukkal megtisztelve, bevontak a TransRat palyazat kisérletes
munkaiba. Ebben a projektben tanultam meg milyen az igazi csapatmunka ¢és talalkoztam
el6szor az Uj felfedezésének semmihez sem hasonlithato, kiilonleges €lményével. A veliik

to1tott id6 nem csak tudomanyosan hasznos, de hihetetleniil szorakoztato is volt.

Ko6szonom Dr. Uher Ferencnek, hogy lehetdséget biztositott ra, hogy rovid ideig vele
dolgozhassak és belelassak a mesenchimalis Ossejtek izgalmas vilagaba. Ez a munka
inspiralta az 4j projektjeim jelentds részét is. Szamomra a Tanar Gr az igazi Tudds

archetipusa.

Szeretném tovabba megkdszonni a teljes Biomembran-kozdsségnek az egyiitt toltott néha

nehéz, néha szomoru, de mindig izgalmas és mindig szérakoztato éveket.

Végezetiil szeretném kifejezni halamat a Membrén fehérje Kutatécsoport minden korabbi
¢s jelenlegi tagjanak, akik segitettek, elviseltek, timogattak, megbocsatottak, kedveltek,
untak, de mindenekel6tt mindig ott voltak, amikor sziikségem volt rajuk. Tudasuk,
kedvességiik és intelligenciajuk az az alap, amire ez a munka valdjaban épiilt. Az utdbbi
évek eredményeit nekik koszonhetem: Dr. Szebényi Kornélia, Dr. Tiirk Déra, Kucsma
Nora, Kurko Ibolya, Hamori Lilla, Nagy Veronika, Veronika Pape, Windt Timea, Dr.
Lovrics Anna, Sessler Judit, Mohos Krisztina, Toth Szilard, Cserepes Mihaly, Kiss Daniel
¢és Dr. Szakacs Gergely.
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