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1. Bevezetés

A kombinacios terapidk egyre nagyobb teret nyernek, és mar szinte minden
betegség kezelésére, tobbek kozt a daganatos betegségek esetén s,
rendelkezésre allnak. Szamos elonyiik koziil az egyik legkiemelend6bb, hogy
jelentsen javitjak a betegek talélési esélyeit a csak monoterapiadval kezelt
betegekhez viszonyitva, melynek hatterében az egyiittesen adott hatéanyagok
kozt kialakul6 szinergista kdlcsonhatas allhat.

Jelen munka a bortezomib kiilonb6z6 kombinacids lehetségeit foglalja
Ossze. A bortezomib egy proteaszoma-gatlo szer, amelyet a myeloma multiplex
kezelésére alkalmaznak, azonban szamos vizsgalat iranyult a szolid tumorok
elleni felhasznalas lehetdségeire, pl. melanoma kezelésére. Egy, a kezelés soran
gyakran megjelend mellékhatas, ami a bortezomib maximalis plazma
neuropatia. Ezen mellékhatds nagy mértékben csokkenti a bortezomib
kezelésben részesiild betegek életmindségét. A mar kialakult mellékhatas
kezeléseként a betegek antioxidans tulajdonsagt, neuroprotektiv vitaminokat
(alfa-liponsav, B1l-vitamin) szedhetnek, ami javitja a periférias neuropatia
tiineteit, azonban befolyasolhatja, egy esetleges antagonista kdlcsonhatas soran,
a Dbortezomib tumorellenes hatasat. Masik lehetéség a mellékhatas
kialakulasanak esélyét csokkenteni. A cél egy olyan szinergista kombinacio
meghatarozasa, amiben a bortezomibot mas tumorellenes molekulaval (pl.
TIC10 molekula) parositjak és a 2 hatéanyag egymas tumorellenes hatasat
fokozni képes (szinergizmus). Ezen meghatarozott szinergista kombinaciokban
a hatdbanyagok alacsonyabb ddzisa alkalmazhato, igy kisebb eséllyel alakul ki a
dozis-fiiggé mellékhatds, mikoézben a tumorellenes hatas valtozatlanul

megmarad.



2. Célkitiizések

Munkank  kozéppontjdban  az  antitumor  hatasi  bortezomib
gyogyszermolekula all, melynek kiilonb6z6 kombinacioés Ilehetdségeit

vizsgaltuk A2058 sejtvonalon.

Jelen doktori értekezés két 6 részre bonthatd. Az elsé részben vizsgaltuk a
bortezomib és a neuroprotektiv vitaminok (alfa-liponsav, Bl-vitamin) kozt
kialakul6é antagonista, mig a masodik részben a bortezomib és TIC10 kozt

kialakul¢ szinergista kdlcsonhatast az A2058 melanoma sejtvonalon.

1. Bortezomib kezelés hatasa A2058 melanoma sejteken.
a. Képes-e a bortezomib csokkenteni az A2058 melanoma sejtek
életképességét?
b. Képes-e az alfa-liponsav és a Bl-vitamin gatolni a bortezomib

tumorellenes hatasat?

2. A TIC10 és a bortezomib+TIC10 binaris kombinaci6 hatasa A2058
melanoma sejten.

a. Rendelkezik-e a TIC10 molekula tumorellenes hatissal A2058
melanoma sejten?

b. Interakciéba — szinergista, additiv vagy antagonista — 1ép-e a
bortezomib a TIC10 molekulaval a binaris kombinaciés kezelés
esetén?

C. Milyen mechanizmus feltételezhetd az esetleges szinergista

ko6lcsOnhatas hatterében?



3. Modszerek

Sejtek és felhasznalt anyagok

A vizsgalatokhoz két sejtvonalat alkalmaztunk, az adhézio-fiiggd A2058
melanoma, illetve a szuszpenzidban tenyésztheté U266 myeloma sejtvonalat.
Az U266 sejten kapott eredményeket a disszertacidban részleteztiik, azonban az
eléadasban ¢s a tézisfiizetben, a konnyebb atlathatosag érdekében, nem
tiintettiik fel.

A sejteket a kisérletek soran bortezomibbal, alfa-liponsavval, B1-
vitaminnal, bortezomib+alfa-liponsav, bortezomib+B1-vitaminnal, TIC10-zel
¢s borteozmib+TIC10 kombinacioval kezeltiik. A kezeléshez felhasznalt
oldatok frissen késziiltek a torzsoldatbol. A bortezomib, az alfa-liponsav és a
B1-vitamin torzsoldatat vizben, mig a TIC10 molekulat DMSO-ban oldottuk.
A vizsgalt koncentracidkat a terapia soran mért plazma koncentraciok alapjan
hataroztuk meg.

Viabilitas mérések

A sejtek eltérd tenyésztési koriilményei (adhézids vs. szuszpenzids

karakter), illetve a modszerekbdl kinyerhet6 eltéré eredmények (végpont vs.

valos idejli mérés) miatt harom kiilonb6z6 technikat alkalmaztunk.

a. alamarBlue-assay

A vizsgalt sejteket egy napos inkubaciot kdvetden megkezeltiik a vizsgalt
molekulak oldataival. Az alamarBlue reagenst, a nem fluoreszcens resazurint,
72 o6ras inkubacid utan adtuk a wellekhez. Az életképes sejtek a resazurint
fluoreszcens resofurinnd redukaljak. A fluoreszcencia detektalasara a
Fluoroskan FL Microplate Fluorometer és Luminometer miiszert alkalmaztuk.

A detektalhato fluoreszcencia intenzitas korellal az életképes sejtek szamaval.



b. CellTiter-Glo

A Kkitiltetett sejteket 24 vagy 72 o6ran keresztiil inkubaltuk a vizsgalando
anyagokkal. Az inkubacié leteltét kovetden a lumineszcens CellTiter-Glo
reagenst mértiik ra a plate-re. Tiz perces razatast kovetéen a metabolikusan
aktiv, ¢él6 sejtekben megtaldlhaté ATP mennyiségével korrelalé lumineszcens
jel valt detektalhatova a Fluoroskan FL Microplate Fluorometer és

Luminometer miszer segitségével.

c. XCELLigence SP

Az xCELLigence SP késziiléket hasznaltuk a kezelések altal Kifejtett
antiproliferativ hatasok valds idoben torténd vizsgalatara. A mérések soran egy
specialis tenyészt6 lemezt (E-Plate 96) hasznaltunk. Az E-plate miden egyes
kamrajanak aljan arany mikroelektrod talalhato. Az €16, intakt membrannal
rendelkezd sejtek szigeteloként viselkednek és az impedancia novekedéséhez
vezetnek. Minél tébb sejt k6tédik az elektrodokhoz, annal nagyobb lesz az
impedancia novekedés. A mért adatokat az RTCA 2.0 szoftver rogziti és egy
mértékegység nélkiili Cell Index-szé konvertalja. El6szor a sejtmentes kozeg
alapvonalat regisztraltuk, majd Kiiiltettiik a sejteket. Egy napos inkubaciot
impedancia valtozasat 24-72 oran keresztiil, 15 percenként regisztraltuk. A
modszer elonye, hogy non-invaziv technoldgian alapul és valos ideji

nyomonkovetést tesz lehetove.

Gyogyszerkolcsonhatasok meghatarozasa
A sejtviabilitasi vizsgalatok eredményeit az ingyenesen elérheté6 CompuSyn
szoftverbe betaplalva meg tudtuk hatarozni a kombinacios kezelések soran

kialakulé szinergista, additiv vagy antagonista kélcsonhatasokat. A szoftver



Chou-Talalay-féle medidan modell alapjan képes a létrejott interakciot
jellemezni. A kapott Cl (kombinacios index) <1, =1 vagy >1 szinergizmust,

additiv hatast vagy antagonizmust jelent.

Apoptozis mérés

A Korai apoptozis soran jellemz6, hogy a membran aszimmetria felbomlik,
igy a foszfatidil-szerin molekula a membran extracellularis oldalan is
megjelenik, mig a késéi apoptozis soran a membran integritasa is sériil. A FITC
molekulaval jel6lt Annexin V specifikusan k6tédik a kihelyezédott foszfatidil-
szerin molekulahoz, a kés6i apoptozis soran atjarhatova valt membranon
keresztiil a 7AAD molekula képes bejutni a sejtmagba és kotédni a DNS-hez.
A korai apoptotikus sejtek Annexin V pozitivak, a kés6i apoptotikus sejtek
pedig Annexin V és 7AAD dupla pozitivak. A méréshez a sejteket egynapos
inkubaciot kdvetden kezeltilk meg a vizsgalando anyagok oldataval. A 24-72
oras inkubaciot kovetden a sejteket TrypLE oldattal passzaltuk meg, a
szuzpenziot centrifugaltuk, a feliiliszot elontottiik és a leiilepedett frakciot
Annexin V-kot6 pufferben reszuszpendaltuk. A sejteket Annexin V-FITC és
7AAD festékekkel jeloltiik és a sejtekt6l szarmazo fluoreszcens jelet aramlasi

citométerrel detektaltuk.

Proteaszoma gatlas mérése

A proteaszoma-aktivitds kimutatasara a Proteasome-Glo Assay-t
alkalmaztuk. Ez a modszer lehet6vé teszi a proteaszoma proteaz aktivitdsanak
mérését. A sejteket fehér fala plate-re iiltettiik ki. A kdvetkezd napon a sejteket
megkezeltiik,majd egy 24 6ras inkubaciot kdvetden hozzaadtuk a luminogén

Suc-LLVY-aminoluciferin reagenst. A mikodéképes proteaszoma a luminogén



reagenst képes hasitani. A keletkezett lumineszcencia mérésére a Fluoroskan

FL Microplate Fluorometer és Luminometer miiszert alkalmaztuk.

H>0- szint meghatarozasa

Az intracellularis H,O; szint méréséhez szintén egy lumineszcencia alapu
assay-t alkalmaztunk, a ROS-Glo H,0O, tesztet. Sejteket fehér falu plate-re
iiltettiik ki. Az ezt koveté napon megkezeltiik a sejteket bortezomibbal, alfa-
liponsavval, Bl-vitaminnal illetve a bortezomib és a vitaminok binaris
kombinacidjaval. A 24 6ras inkubacio letelte el6tt 6 oraval a sejtekhez adtuk a
luciferin prekurzor H,O; szubsztratot. A kezelés végén a H,O, mennyiségével
aranyos lumineszcencidt a Fluoroskan FL Microplate Fluorometer ¢s

Luminometer muszerrel detektaltuk.

Oxidativ stressz (ROS) mérése mikroszkopos technikaval

A kezeléseket kovetden kialakuldo oxidativ stressz meghatarozasara a
CellROX Deep Red festék allt a rendelkezésiinkre, mely redukalt allapotaban
nem fluoreszcens, azonban a sejtekben a kezelések hatasara megnovekedett
mennyiségli ROS képes a fluoreszcens formava oxidalni. Ehhez a méréshez az
A2058 sejteket fekete falti plate-re iiltettilk ki, majd egynapos inkubaciot
kovetden tortént a sejtek kezelése. Negativ kontrollként alkalmaztuk az N-
acetil-ciszteint, amely bizonyitottan antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik.
A kezelési id6 lejartat kovetden jeloltiik a sejteket a ROS-t kimutaté CellROX
Deep Red ¢s a magot festd Hoechst 33342 festékkel. Utdbbira a sejtszamra valo
normalizalas miatt volt sziikség. Végiil a mintakrol felvételeket készitettiink a
Celldiscoverer 7 mikroszkoppal, és a képeket az ImagelJ szoftverrel értékeltiik
ki.



Apoptotikus fehérjék semi-kvantitativ vizsgalata

Harminc6t apoptozishoz kothetd fehérje expressziojat a Proteom Profiler
human apoptozis teszttel hataroztuk meg. A sejteket a kiiiltetést kovetéen 24
oréval kezeltik meg, majd ujabb 24 ora elteltével a sejteket felpasszaltuk és
centrifugaltuk (1000 g; 5 min). A centrifugalast kovetden a leiilepedett sejtekbdl
a kithez tartozo lizis puffer segitségével fehérjét izolaltunk. A feliilluszot még
egyszer centrifugaltuk (2500 g; 15 min; 4 °C), hogy az apoptotikus testeket is
iilepitsiik, majd ebbdl is fehérjét izolaltunk és végiil a két izolatumot mintanként
egyesitettilk és meghataroztuk az 6sszfehérje mennyiséget BCA kolometrikus
teszttel. Mintanként 225 pg fehérjét vizsgaltunk végiil. A membranokon
megjelend jelet a Bio-Rad Chemidoc XRS+ rendszerrel rogzitettiik és az Image

Lab szoftver segitségével értékeltiik ki.

Halal receptorok sejtfelszini expresszidjanak vizsgalata

A sejtfelszinen kototten megtalalhatd halal receptorok mennyiségét
aramlasi citométerrel mértiikk. A kisérlet beallitasahoz, illetve az aspecifikus
kotédések elkeriilése végett fikoeritrin  (PE)-jeldlt izotipus kontrollt is
alkalmaztunk. A halal receptorok koziil a 4-es és az 5-0s izotipus (DR4 és DRY)
vizsgaltuk. A kezelésekkel torténd inkubaciot kovetden a mintdkat TrypLE
reagenssel passzaltuk, majd centrifugaltuk és PBS-ben reszuszpendaltuk. A
jelolés anti-DR4-PE és anti-DR5-PE antitestekkel tortént. A fluoreszcens jel
detektdlasdhoz BD FACSCalibur aramlasi citométert alkalmaztunk. Az

adatokat a Flowing 2.5.1 szoftverrel értékeltiik ki.

Statisztikai analizis és hasznalt szoftverek
Az eredményeket az MS Excel és az OriginPro 8.0 szoftverrel értékeltiik Ki.

Az adatokat atlag + standard deviacié (SD) formaban adtuk meg. A statisztikai



elemzéshez egyutas varianciaanalizist (ANOVA), majd a Fisher-féle (Fisher's
LSD) post hoc tesztet végeztiik el. Az 1Cso értékeket az OriginPro 8.0 szoftver
’dozis-hatas gorbe’ funkcidjaval szamoltuk Ki. A kezelt mintakat a médium
kontrollra normalizaltuk. A szignifikancia szintek jel6lése a kovetkezé modon

tortént: x: P <0.05; y: P <0.01; z: P < 0.001.



4. Eredmények

A bortezomib antiproliferativ hatasat csokkenti az alfa-liponsav
A sejtviabilitas eredmények alapjan a bortezomib hatékony in vitro, A2058

melanoma sejten és koncentracio-fiiggéen képes csokkenteni az él6 sejtek

crcr

crer

liponsav oldat (100 pg/ml) képes volt felfliggeszteni, tehat egy antagonista
interakcid feltételezhetd a 2 vizsgalt anyag kozt. Chou-Talalay modell alapjan

az antagonista kolcsonhatast meg tudtuk erdsiteni (C1=8,67).

A bortezomib (20 ng/ml) proteaszoma-aktivitast gatlo hatasat az alfa-
liponsav (100 pg/ml) egyiittes kezelés antagonizalja

A sejtviabilitas eredményekhez hasonldan a bortezomib proteaszoma-gatld
hatasanak ICsp értékét is meg tudtuk hatarozni (ICs0=4,39 nM). A bortezomib
mindharom vizsgalt koncentracidban nagy mértékben felfiiggesztette a

proteaszoma aktivitast. Hasonldéan az antiproliferativ eredményekhez, a 100

crer

Az oxidativ stressz mérséklédik a bortezomib és alfa-liponsav kezelés utan
a bortezomib kezeléshez képest

Az alfa-liponsav antioxidans tulajdonsagabol arra kovetkeztettiink, hogy az
alfa-liponsav a bortezomib tumorellenes hatasat a megemelkedett ROS
mennyiségének csokkentésén keresztill képes lehet befolyasolni. Ennek
igazolasara két tesztet alkalmaztunk. El6szor meghataroztuk az intracellularis
H20, mennyiségét, amit a bortezomib nem volt képes befolyasolni, azonban az
alfa-liponsav 100 pg/ml-es koncentracidban csokkentette a sejtekben
alapvet6en nagy mennyiségben detektalhatdé H,O, szintet.
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Ezt kdvetden oxidativ stressz szintet vizsgaltunk mikroszkopos technikaval
(CellROX Deep Red festék). Az eredmények alapjan a bortezomib novelte a
ROS szintet a melanoma sejtekben, azonban ezt a névekedést az alfa-liponsav

szignifikdnsan nem volt képes befolyasolni.

A daganatellenes hatas elvesztéséért a megvaltozott apoptotikus fehérje
profil is felelés lehet a bortezomib + alfa-liponsav kombinacié esetén

A vizsgalt 35 apoptotikus fehérje koziil 3 olyat (HO-1, claspin és a hasitott
kaszpaz-3) tudtunk kimutatni az A2058 sejtekben, aminek a szintje a
bortezomib kezelést kovetden megemelkedett, azonban a 20 ng/ml bortezomib
+ 100 pg/ml alfa-liponsav kombindcios kezelést kovetden szignifikansan

csOkkent.

A TIC10 molekula 1Csy értéke nem volt meghatarozhaté az A2058
melanoma sejtvonalon

A TIC10 molekula A2058 sejten kifejtett hatékonysagat 24, 48 és 72 oOras
kezelést kovet6en vizsgaltuk. Habar mas sejtvonalakon (PANC1: 1,7+0,3 uM;
COLO205: 5,0£2,9 uM, EBC1l: 7,0£0,5 uM) a TIC10 ICso értéke
meghatarozhatd volt a vizsgalt koncentracio tartomanyban (0,5-25 puM), az

A2058 sejteken egyik iddpontban sem bizonyult toxikus hatasunak.

A bortezomib és a TIC10 egyiitt hatékonyabbak voltak, mint a megfelelo
monoterapiak az A2058 sejteken

A Dbortezomib (0,5-121 nM) ¢és a TIC10 (0,5-121 puM) kozt kialakulod
szinergista kolcsonhatds meghatarozasahoz 24, 48 ¢és 72 oras inkubaciot
kovetden végpont sejtviabilitds mérést végeztiink. A szamos lehetdségbol kettd
olyan kombinaciot sikeriilt meghatarozni 72 6ras inkubacio leteltét kdvetden

(13,5 nM bortezomib + 13,5 uM TIC10; 13,5 nM bortezomib + 40,5 uM
10



TIC10), amelyek esetén a megfelelé monoterapidkhoz viszonyitva a vizsgalt
hatéanyagok hatékonyabbnak bizonyultak és az életképes sejtek szama
kevesebb, mint a felére csokkent a kiindulasi sejtszamhoz képest. A Chou ¢és
Talalay modell alapjan er6s szinergista kolcsonhatas alakult ki a bortezomib és
a TIC10 molekula k6zt (CI= 0,33 és 0,25).

Egy non-invaziv sejtviabilitdas mérési modszer (xCELLigence SP)
segitségével 72 oran keresztil valos idében tudtuk nyomonkdvetni a
sejtszamvaltozast a kezeléseket kdvetden. A bortezomib antiproliferativ hatasa
mérséklédott hosszh tavon, ezzel szemben a TIC10 kezelt sejtek szama épp a
hosszu tava kezeléseket kovetden kezdett el csokkeni. A 2 vizsgalt bortezomib
+ TIC10 kombinacid esetén az €életképes sejtek szama mind révid, mind hosszi
tavon tartosan alacsony maradt.

A szinergizmust a korai/kés6i apoptdzis vizsgalati eredményeinkkel is ala
tudtuk tdmasztani, miszerint a bortezomib + TIC10 kombinacioval kezelt sejtek
nagyobb szazaléka volt dupla pozitiv Annexin V/7AAD jelolést kovetden,
minta a csak bortezomibbal, vagy TIC10-zel kezelt sejtek 72 h ora elteltével.

A halal receptor 5 fehérje expresszioja megnovekszik a bortezomib kezelés
hatasara

Az irodalom alapjan a halal receptorok expresszidjanak szabalyozasa az a
pont, ahol a bortezomib és a TIC10 molekula képes egymassal kolcsonhatni. A
bortezomib, mint proteaszoma-gatld szer, felfliggeszti a fehérjék
proteaszomaban torténd lebontasat, kdvetkezésképp a fehérjék szintje, tobbek
kozt a halal receptorok expresszidja is novekszik. A TIC10 a TRAIL fehérje
atirasat fokozza, mely a halal receptorok agonista liganduma. Eredményeink
alapjan a Szinergizmus hatterében a bortezomib kezelés utan fellépé fokozott

halal receptor 5 expresszio allhat.
11



5. Kovetkeztetések

Jelen dolgozatban a bortezomib példajan osszefoglaltuk, hogy a tumorellenes
hatékonysag novelése érdekében alkalmazott kombinacios kezelések soran
milyen interakciok léphetnek fel. Bemutattuk a bortezomib + alfa-liponsav
antagonista és a bortezomib + TIC10 szinergista kombinaciok in vitro hatasait

A2058 melanoma sejtvonalon.

Vizsgalatainkban a kovetkezéket bizonyitottuk:
e A bortezomib daganatellenes hatassal rendelkezik A2058 melanoma sejten.

o A neuroprotektiv és antioxidans tulajdonsagt alfa-liponsav képes
mérsékelni a bortezomib tumorellenes és proteaszoma-gatlo hatasat.

o A bortezomib ¢és az alfa-liponsav kdzt antagonista kdlcsonhatas jon
létre.

o Az A2058 sejtekben nem kimutathatdo a H>O szint novekedése a
bortezomib kezelést koOvetden, azonban az oxidativ stressz
fokozodik.

o Az alfa-liponsavval alkotott kombinacioval kezelt sejtekben
alacsonyabb a HO-1, a claspin és a hasitott kaszpaz-3 fehérje szintje
a csak bortezomibbal kezelt sejtekhez képest.

e ATICI10 6nmagaban nem hatékony A2058 sejten.
o Az A2058 sejtek hosszll tavon elvesztik érzékenységiiket a bortezomibra.
e A bortezomib és a TIC10 molekula szinergista kdlcsonhatasba tud 1épni.

o Mind a bortezomib, mind a bortezomib + TIC10 kombinacidval

kezelt sejtek fokozottan expresszaljak a halal receptor 5 fehérjét.

12
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