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Bevezetés

A lassan novekedd tumoros elvaltozasokként ismert neoplazmak, pl: a
lymphangioleiomyomatosis (LAM) és az angiomiolipbma (AML) mellett, szamos
rosszindulat daganat hatterében a Tuberous Sclerosis Complex (TSC) gének mutacioja all.
A TSC gént érintd genetikai eltérések a TSC1 vagy a TSC2 gének altal kodolt fehérje
funkcidvesztését eredményezik. A TSCI1/TSC2 fehérjéknek kozponti szerep jut a
Rheb/mTOR/p70S6K (Ras homolog enriched in brain/ mammalian target of rapamycin/
Ribosomal protein S6 kinase beta-1) jelatviteli ut szabalyozasaban, mely képes befolyasolni
a sejtek fehérje szintézisét és ebbodl kovetkezden a sejtek osztodasat. Ennek koszonhetden
az mTOR jelatviteli ut gatlasa fontos terapias célpont a LAM, az AML és a rak
amely gatolja az mTOR-on keresztiiljutd jeleket, ezért amennyiben lehetséges, a
rapamycint beépitik a kezelési tervbe. A rapamycin az mTOR complex leszallé 4gan, azon
beliil is az S6K1 gatlasan keresztiil hat, ami csokkent fehérjeszintézisben, lassabb
sejtosztodasban, és igy a betegség lassabb elérehaladasaban nyilvanul meg. Sajnos azonban
a betegek nagy része sulyos mellékhatasokkal kiizd a kezelés soran, tobbek kozott
6démaval, hasmenéssel, nefrotoxicitassal, nem megfeleld sebgyogyulassal,
trombocitopéniaval, sztomatitiszel vagy hiperkoleszterinémiaval. Ha a beteg nem tudja
toleralni a rapamycin terapiat a fellépé mellékhatasok miatt, akkor az egyetlen alternativ
kezelési lehetdség AML esetében a vese eltavolitdsa vagy angioembolizacioja, mig a LAM
esetében a tiid0 transzplantaci6. Egy cohort tanulméany szerint az alacsonyabb
szérumkoncentracidban alkalmazott rapamycin csokkentette a kialakulé mellékhatasok
sulyossagat, mikdzben lassitotta a betegség elérehaladéasat. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy az ajanlott terapias dozis csokkentése, illetve ebben a csokkentett dozisban mas
hatéanyaggal vald6 kombinalasa eredményesen csokkenthetné a késébbi invaziv
beavatkozasok sziikségességét.

A kombinacioban alkalmazott hatdanyagok kivalasztasa a TSC mutans AML sejtek eltérd
mitokondridlis metabolizmusan alapult. A sejtek megvaltozott metabolikus aktivitasat
szamos betegség esetében megfigyelték és leirtdk kordbban. A hibas mitokondridlis
mikodés ¢és a talaktivalt mTOR jelatviteli ut kovetkezménye a megemelkedd
mitokondrialis 1égzés, a glikolizis és a kontrollalatlan sejtosztodas. Egészséges sejtekben a
sejtosztodas, a sejtvandorlas, a sejt méretének szabalyozasa, a sejtszerkezet megérzése,
illetve az autofagia szabalyozdsa mind energiaigényes folyamat, melyek szigori
szabalyozas ald esnek. A daganatos sejtek megndvekedett osztddasi potencialjat a hattérben
zajloé folyamatok magas ATP igénye jellemzi. A daganatos sejtek esetében az ATP
molekuldk jelentds része az oxidativ foszforilacié soran (OxPhos) keletkezik. Daganatos
sejtekben megfigyelték, hogy képesek az ATP termelésre fokozott, oxigénellatottsagtol
fiiggetlen glikolizis révén (Warburg-effektus). A daganatos sejtek esetében a metabolikus
mikddési zavarok, azon beliil is a mitokondrialis diszfunkciok a betegség kialakulasat
alkalmaztak mitokondridlis miikddésre haté hatdéanyagokat. Tobb tanulmany is
Osszefiiggést figyelt meg a kemoterapiara kialakulo rezisztencia és a metabolikus aktivitas
felborulasa kozott, tovabba a metasztazis képzés és a metabolizmusban bekdvetkezo
valtozasok, illetve a megndvekedett aerob glikolizis kozott. A gyomor daganatok esetében
leirtak, hogy a cisplatin kemoterapids szerre kialakuld rezisztencia osszefiigg az mTOR
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jelatviteli uthoz kapcsolodo szabalyozasi folyamatokkal. A megndvekedett aerob glikolizis
kovetkeztében az elektrontranszportlancok taltelitddnek, és szuperoxid gyokok
halmozodnak fel. A szuperoxid megkdtésére hasznalt hatéanyagok a terapiaban alkalmazva
képesek lehetnek csokkenteni az elektrontranszportlancok taltelitédését, ezaltal csokkentik
a daganatsejtek migracios- és metasztazis képz6 képességét.

A TSC (-/-) mutans S102 angiomiolipoma sejtek proliferacios képességének,
mitokondrialis jelatviteli folyamatainak és antioxidans rendszereinek a vizsgélatat kovetéen
felmeriiltek olyan lehetséges terapias célpontok, amelyeket eddig nem alkalmaztak a TSC
mindegyike a sejtek antioxidans rendszerét célozza meg. A proxison, egy szintetikus
flavonoid, amely egy engedélyezés elbtt allo gyogyszerjeldlt molekula. Hatékonyan képes
a szabad reaktiv oxigén gyokoket semlegesiteni egy elektron transzferén/ H-atom
altal akut myeloid leukémia kezelésére engedélyezett retinsav (RA). Az RA a lipofil
tulajdonsag A-vitamin (retinol) metabolitja, amelyet ndvényi (karotinoidok) vagy allati
forrasokbodl (retinil-észterek) nyernek. A harmadik hatéanyag, melynek hatasat vizsgaltuk
az auranofin, egy aranytartalmu redox enzim inhibitor, amely képes gatolni a thioredoxin
reduktaz (TrxR) enzimet és egyes tumorsejttenyészetekben sejthalalt indukal, melynek
kovetkeztében olyan klinikai eseteken is kiprobaltak, ahol a gyorsan-nové daganat nem
reagalt az alkalmazott kezelésre.



Célkitiizések

Dolgozatomban célul tliztem ki az AML, egy kronikus proliferativ megbetegedés
molekularis hatterének mélyebb megismerését és feltérképezését, illetve a megismert
molekularis hattérfolyamatokra épitve lehetséges 0j terapias célpontok beazonositasat.

A fObb vizsgalati célok a kovetkezok voltak:

1-

A TSC mutacioval &sszefliggd mitokondrialis érintettség vizsgalata a TSC
(+/+) vad tipust, S103 kontroll és TSC (-/-) mutans S102 AML sejtvonalak
alkalmazasaval.

A TSC mutacié altal modositott molekularis mechanizmusok:
a. A p53 tumor szuppresszor gén
b. Az A-vitamin receptorok és az A-vitamint metabolizalé enzimek
c. ATrxR redox enzim

A feltart molekularis hattérmechanizmusokra épitve 11j, a TSC mutacio altal
(retinsav, proxison, auranofin) in-vitro vizsgalata TSC (+/+) vad tipusa S103
kontroll és TSC (-/-) mutans S102 AML sejtvonalakon.



Anyagok és modszerek

1. AZ AML SEJTEK SAJATOSSAGAI SEJTTENYESZETEI

S102 AML sejteket hasznaltunk.

2. HATOANYAGKEZELESEK

A sejteket a kiiiltetést kovetden, de még a tervezett kezelések megkezdése el6tt 24 oran
keresztiil hagytuk kitapadni. A hatéanyagkezelések inkubacios ideje 3, 24 és 48 h volt.

A kisérleteikben felhasznalt TSC (+/+) vad tipust S103 és a TSC (-/-) mutans S102 sejtek
kezelését vagy kizarolag rapamycinnel, auranofinnal, proxizonnal és retinsavval vagy az
utobbiak rapamycinnel alkotott kombinaciojaval (rapamycin+proxisonnal,
rapamycintretinsavval és rapamycin+tauranofinnal) végeztiik.

3. ELEKTRONMIKROSZKOPIA

A TSC (+/+) vad tipusa S103 és a TSC (-/-) mutans S102 sejtek mitokondriumainak
morfologiai vizsgalatahoz Jeol 1400 és Jeol 1200 transmisszios elektron mikroszkopot
hasznaltunk.

4, SEJTELETKEPESSEG MERESE

1.41. CELL TITER GLO LUMINOMETRIAS ASSAY

A CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kitet hasznéltuk a kezelések utani
sejtéletképesség meghatarozasahoz.

1.4.2. CRYSTAL VIOLET KOLORIMETRIAS ASSAY

Az auranofin kisérleteinkben alkalmazhaté dézisanak meghatarozasahoz crytal violet
sejtviabilitasi assay-t hasznaltunk.

5. SEJT PROLIFERACIOS ASSAY

A 621-103 (TSC2 +/+) AML és a 621-102 (TSC2-/-) AML sejtek hatéanyag kezeléseit
kovetden Click-IT EdU Cell Proliferation Kitet hasznaltunk (a gyarto eldirasait kovetve),
hogy meghatarozzuk az ujonnan szintetizalddo DNS mennyiségét. A képeket Olympus IX
81 fluoreszcens mikroszkoppal készitettiik.

6. MITOKONDRIUMOK FUNKCIONALIS FESTESE

A hatéanyagokkal kezelt sejteket MitoBright Green mitokondridlis vitalis festék
jelenlétében inkubaltuk A felvételeket Zeiss LSM 710 konfokalis mikroszkoppal
készitettiik.



1. IMMUNFLUORESZCENS FESTESEK

A TSC (+/+) vad tipusi S103 és a TSC (-/-) mutans S102 sejtek konvenciondlis festési
eljarasat kovetden a képeket Olympus IX-81 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) fény-
és fluoreszcens mikroszkoppal készitettiik.

8. WESTERN BLOT

A kezelés lejartat kovetden a sejteket a western blot protokollnak megfeleléen gytijtottitk
Ossze. A konvencionalis protokollt kovetéen az immunreakcio detektalasara
kemilumineszcens HRP szubsztratot hasznaltunk, a felvételeket ImageQuant LAS-4000
imager segitségével készitettiilk. A fehérje expresszi6 intenzitdsanak meghatarozasahoz
Imagel szoftvert hasznaltunk.

9. PROTEIN ARRAY

A sejtek hatéanyagokkal torténd inkubalasat kovet6en a Proteome Profiler Array, Human
Cell Stress Array Kitet hasznaltuk a fehrérjeexpresszids mintazatok detektalasara. A protein
assay-ket a gyarto altal mellékelt protokol alapjan végeztik. A lumineszcens jelet
ImageQuant LAS-4000 imager rendszerrel detektaltuk. A fehérje expresszio intenzitasanak
meghatarozasahoz Imagel szoftvert hasznaltunk, a kapott értékeket a referencia pontokra
normalizaltuk.

10,. PRDX5 FEHERJEKONCENTRACIO MEGHATAROZASA ELISA
MODSZERREL

A sejtkezelések lejartat kovetéen a Human Peroxiredoxin 5 ELISA Kit-et hasznaltuk a
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Elmer Enspire Multiplate Reader hasznaltunk.

11. ALDH ES ADH ENZIMAKTIVITASI VIZSGALAT

ALDH Activity Assay Kit és Alcohol Dehydrogenase Assay Kit segitségével vizsgaltuk a
TSC (-/-) mutans S102 sejtek ALDH és ADH aktivitasat a kezelések el6tti és utani
kontrollokhoz képest. Az enzimaktivitas hatasara bekovetkezd szinvaltozasokat Perkin
Elmer EnSpire Multimode Plate Reader segitségével mértiik le, OD450 nm-en.

12. METABOLIKUS ENZIM RT2 ARRAY

A cDNS szintézist kovetden a Human Drug Metabolism: Phase | Enzymes array-t
hasznaltuk fel a metabolikus enzimek mRNS expresszios szintjeinek vizsgalatara. Az arrayt
Quantstudio 12k flex késziiléken futtattuk le.

13. RNSIZOLALAS

A sejtekbol torténd totdl RNS kivonasahoz a MN NucleoSpin RNA isolation kitet
hasznaltuk, a gyartdi protokolnak mindenben megfelelve. A ¢cDNS szintézisthez High
capacity RNA to cDNA kitet hasznaltunk. A reverz transzkripcidhoz random hexamer
primert hasznaltunk.



14. TAQMAN ASSAY

A Tagman assay-ek futtatdsdhoz Quantstudio 12K Flex Real-Time PCR rendszert
hasznaltunk. A génexpressziot a GAPDH housekeeping génre normalizaltuk. Az adatok
kiértékelése dsszehasonlitd ddCt modszerrel tortént.

15. INTRACELLULARIS ROS TERMELES MERESE

A Reactive oxygen species szintjének meghatarozasahoz green Fluorometric Intracellular
Ros Kitet hasznaltunk, a gyartdi utasitas szerint. A sejtek ROS termelését a kezeléseket
kovetGen Perkin Elmer EnSpire Multimode Plate Reader segitségével hataroztuk meg.

16. TrxR ENZIMAKTIVITAS MERES

A TrxR enzim aktivitasdnak mérésére sejt homogenizatumot hasznaltunk fel, melyet a
thioredoxin reductase assay kit leirasaban szerepléen készitettiink el. A TrxR enzim
aktivitasat a kitben foglalt leirAsnak megfeleléen végeztiik el.

17. ARAMLASI CITOMETRIA

Az Annexin V-tel és 7-AAD-vel festett sejtek detektalasdhoz BD FACSCanto™ Il (hdrom
1ézer: kék 488-nm, vords 633-nm, és violet 405-nm) késziiléket és a BD FACS DIVA
szoftver V6 verziojat, az adatok elemzéséhez az FCS Express V3 szoftvert hasznaltuk.

18. INGENUITY PATHWAY ANALYSIS

Az Ingenuity Pathway Analysis szoftvert a molekularis Gitvonalelemzés soran hasznaltam.
A rendelkezésre all6 adatokon interakcids halozat elemzést és MAP (Molecule Activity
Predictor) analizis sziir6t alkalmaztunk

19. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az eredmények statisztikai kiértékeléséhez SPSS version 20 és Graphpad Prism 8 version
szoftvert hasznaltunk. Az abrazolt adatok a mérések atlagat és a harom ismétlésbol eredd
SEM-et abrazoljak. A statisztikai analizishez két-utas ANOVA- ill. kétmintas t-probat
hasznaltunk, az eredményeket p < 0,05 érték alatt jeloltiik szignifikansként (*). A tovabbi
jelolések: p < 0,0021 (**), p < 0,0002 (***) és p < 0,0001(****).



Eredmények megbeszélése és kovetkeztetések

1.

AZ AML SEJTEK KARAKTERIZALASA

A TSC (-/-) mutans S102 sejtek mérete sok esetben kisebb, mint az egészséges sejteke,
emelkedett proliferacios képességgel jellemezhetéek, mitokondriumaik kisebbek,
sotétebbek és annyira elektrodenzek, hogy a belsd membran alkotta krisztdk nem
felismerhetek. A TSC mutans sejtek esetében a mitokondriumok membranpotencialja
csokkent értéket mutatott, a mitokondrialis membranpotencialt befolyasolo VDAC
fehérje expresszidja megemelkedett, mig a mitokondriumok integritasanak
megbrzésében kozponti szerepet jatszd prohibitin fehérje szintje csokkent az
egészséges kontrollhoz viszonyitva. A TSC mutans sejtekben bekovetkezd valtozasok
a sejtek apoptozisat szabalyozo jelatviteli folyamatokat is érinti. Annak ellenére, hogy
az eredményeink alapjan a p53 fehérje foszforilacidja harom fontos szerin
foszforilacidés helyen volt kimutathaté (S15, S392 és S46), a TSC (-/-) sejtek
proliferacioja gyorsabb, mint a TSC (+/+) vad tipust kontroll sejtek esetében. Hogy
tobbet tudjunk meg a pro-és az anti-apoptotikus jelatviteli utakat jellemz6 bonyolult
szabalyozasi folyamatokrol, megvizsgaltuk a sejtekben keletkez6 ROS mennyiségét.
Az egészséges sejtek metabolikus folyamataira is jellemzé a ROS keletkezése. A
mitokondriumok karosodasanak kovetkeztében azonban a sejtekben felhalmozddo
nagy mennyiségli ROS a sejtek pusztulasdhoz vezethet. A keletkez6 reaktiv gyokokkel
szemben a sejtek antioxidans enzimrendszerei nyujtanak védelmet, melyek kozé
soroljuk a TrxR és a glutathione reduktdz enzimeket. TSC (-/-) muténs sejtekben
megfigyelheté volt a TrxR enzim aktivitasanak TSC (+/+) vad tipusu sejtekhez
viszonyitott emelkedése, a ROS koncentracidja ugyanakkor lecsdkkent.
Az A-vitamin a sejtek endogén, nem-enzimatikus antioxidans molekulai kozé
sorolhatd, hatasat a RARDB receptorokhoz kapcsolodva fejti ki. Vizsgalatunk igazolta,
hogy a TSC mutans sejtek A-vitamin metabolizmusa és RARSB expressziodja is eltérést
mutat a TSC vad tipusi sejtekhez viszonyitva. Az alkohol-dehidrogenaz
enzimecsaladbdl négy enzim (ADH1A, ADHIB, ADHIC és ADHG6) szintje
szignifikansan megnétt, egy enzim szintje csdkkent (ADH4) a mutans sejtvonalban. Az
aldehid-dehidrogenaz csaladban harom enzim (ALDH1A2, ALDHI1A3 és ALDH3Al)
szintje emelkedett, mig 6t enzim mutatott csokkent expressziot (ALDHIAL,
ALDH3B1, ALDH3B2, ALDH4A1 ¢és ALDHS5A1).



2. A FELTART MOLEKULARIS MECHANIZMUSOKON ALAPULO
ALTERNATIV TERAPIAS LEHETOSEGEK

A TSC mutécioval rendelkezd sejtekben bekdvetkezd
valtozasok:

+ sejtosztéddsi képesség
» mitokondridlis egészség
* ROS termelés
= TrxR enzimaktivités
« mitokondridlis fehérjék expressziéjanak véltozasai
« fehérje foszforildcios elterések
* az apoptosis jeldtvitel eltérései
+ A-vitamin metabolizmus eltérései

Lehetséges terapias célpontok meghatarozasa:
Reaktiv oxigén gyok termelés A-vitamin metabolizmus

F
antioxidans) Brodicare) antioxidans)

Ingenuity pathway
analysis

I

3. A CSOKKENTETT KONCENTRACIOBAN ALKALMAZOTT, RETINSAVVAL
KOMBINALT RAPAMYCIN KEZELES HATASA A SEJITEKRE

Mivel az AML-ben szenvedé betegek rapamycin kezelést kapnak, amir6l jol ismert,
hogy lecsdkkenti a RARP szintjét, kisérleteinkben megmértik a RARP fehérje
expresszios szintjét TSC (-/-) mutans S102 angiomiolipéma sejtvonalban 10 nM
rapamycin kezelés utan, illetve a rapamycin kezelést kiegészitettiik 2 uM RA-val. Mig
a 10 nM rapamycin monokezelés nem volt hatassal a RARP szintre, a 2 uM RA még
rapamycinnel kombinélva is novelte a RARP expressziot a TSC2-/- sejtvonalakban.
Annak tesztelésére, hogy az enzimszintek és az A-vitamin-anyagcsere aktivitasanak
normalizalasa, valamint az mTOR-aktivitas gatlasa hatassal van-e a sejtek
rapamycin mono- és kombinacids kezelést kovetéen. A TSC mutans (-/-) sejtvonalak
rapamycinnel (10 nM) és RA-val (2 uM) torténé kombinalt kezelése jelentGsen
csokkentette a BrdU vizsgalatban kimutatott proliferacios kapacitast a rapamycin mono
kezeléshez képest.

4. A CSOKKENTETT KONCENTRACIOBAN ALKALMAZOTT, PROXISONNAL
KOMBINALT RAPAMYCIN KEZELES HATASA A SEJTEKRE

Vizsgaltuk annak lehetdségét, hogy az apoptozis folyamatanak szabalyozésa
helyreallithato-e. Ehhez kombinalt kezeléseket végeztiink az FDA altal engedélyezett
rapamycinnel és a gyogyszerjeldlt proxisonnal, egy flavonoid alapt gydgyszerjeldlt
molekulaval, mely a korabbi kisérleteink soran helyreallitotta a mitokondriumok

Ly
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standard (20 nM) vagy csokkentett (10 nM) koncentracioban alkalmazott rapamycin
TSC (-/-) S102 mutans és TSC (+/+) vad tipusu S103 kontroll sejtvonalakra gyakorolt
hatasat. A sejtek fluoreszcens festése a p53 (S15) fehérje megndvekedett sejtmagi
jelenlétét mutatta 3 uM proxison illetve 10 nM rapamycin és 3 uM proxison kombinalt
kezelését kovetden. Hogy meghatarozzuk a proxison mono- és kombinalt kezeléseinek
a sejtek életképességére gyakorolt hatasat ATP szint mérést, ROS koncentracié mérést
és AnnexinV festést végeztiink TSC (-/-) mutans S102 és TSC (+/+) S103 kontroll
sejteken. Mig a 20 nM rapamycin szignifikansan megnévelte a TSC (-/-) mutéans sejtek
ROS termelését, addig a 10 nM rapamycinnel kezelt minta esetében a ROS szintje nem
kiilonbozott a kontrolltdl. A rapamycin 10 nM és a 3 pM proxison kombinacioja
hasonlé eredményt mutatott, mint az Onmagéaban alkalmazott proxison kezelés.
Mindketté jelentdsen megndvelte a ROS termelést, csokkentette az ATP szintet és
hasonléan emelkedett AnnexinV pozitivitast eredményezett.

A CSOKKENTETT KONCENTRACIOBAN ALKALMAZOTT, AURANOFINNAL
KOMBINALT RAPAMYCIN KEZELES HATASA A SEJTEKRE

A citosztatikus rapamycin €és a redox enzim inhibitor auranofin kombinacioban
alkalmazva szignifikansan csokkentette a TSC (-/-) sejtek proliferacios képességét,
javitotta azok mitokondridlis mikodését, csokkentette a TrxR enzim aktivitasat,
valamint a Prdx5 enzimfehérje szintjét a sejtekben. Ezeknek az antioxidans enzimeknek
a szintje szoros Osszefiiggést mutat az érintett sejtek ROS termelésével, ami pedig
Osszefliggésben all az ER stresszel. A Prdx5 és az ER stressz-jelatvitel kozotti
kapcsolatot keresve a HSP70 expresszio emelkedett szintjét mutattuk ki rapamycin (10
nM) és auranofin (0,75 uM) kombinalt kezelést kovetéen mind a TSC (-/-) mutans
S102, mind a TSC (+/+) vad tipusu S103 sejtvonalakban. A HSP70 jo6l ismert szerepe,
hogy megakadalyozza a fehérje aggregatumok képzodését fokozott intracellularis
stressz esetén. A megfelel6en hajtogatott fehérjék belépnek a Golgi komplexbe, mig a
hibasan hajtogatott fehérjék az ER-ben halmozodnak fel, HSP70 chaperon molekuldhoz
kapcsolva. A nem-hajtogatott vagy hibasan hajtogatott fehérje és a HSP70 molekula
komplexe beinditja az UPR altal kozvetitett sejthalal folyamatat. A PrxdS megvédheti
a sejteket az ilyen haldlozastdl, ami azt jelzi, hogy a Prdx5-nek kettds szerepe van
ezekben a komplex biokémiai mechanizmusokban.

Korabbi vizsgalatok és eredményeink azt tamasztjak ald, hogy a TSC mutacio
egyensulyzavart okoz a rakos sejtek antioxidans rendszerében, a TrxR és Prdx5
enzimek fokozott aktivitasa pedig kompenzalja a megndvekedett ROS termelést és
fenntartja a megnovekedett proliferacios kapacitast, megvédve a sejteket az ER stressz
okozta halaltol. Az auranofin gatolni tudja ezt a megovott antioxidans statuszt, igy a
rakos sejteket védtelenné teszi a megndvekedett intracellularis ROS-szinttel és ennek
kovetkeztében a sejthalallal szemben.
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Diszkusszio

Kisérleteink soran olyan TSC mutaciohoz kapcsolddd molekularis mechanizmusokat
tartunk fel, amelyek segitenek megérteni ezen mutacioval jardé betegségek
patomechanizmusat és kozelebb jutni a betegség kezelésében alkalmazhatd célzott
terapiakhoz.

Szamos daganattipus esetében maganak a RARP receptornak az aktivitasa gatolt a
kiilonféle jelatviteli utakon keresztiil, amely gatlas az mTOR aktivalasahoz vezet. A
dolgozatom eredményei megerésitik, hogy a RARP downregulacidja a TSC mutacioval
rendelkez$ S102 angiomiolipoma sejtekben is jelen van. Vizsgalatunk alapjan a TSC-
hianyos sejtekben a retinol metabolizal6 képessége sulyosan karosodott, Szamos enzim
szintje (aldehid- és alkohol-dehidrogenazok), eltér a vad tipusi kontrollban mért
eredményektSl. Az aldehid-dehidrogenazok jellemz6 funkcidja az aldehidek
oxidacidja, amelyek egyébként minimalizaljak a ROS-termelést és részt vesznek a
jelatviteli Wtvonalakban, illetve az RA jelatviteli kaszkadjaiban. Az alkohol-
dehidrogenazok szintjének eltérései hatdssal vannak a retinsav bioszintézisére a
majban. Kiilonosen fontos kiemelni, hogy az A-vitamin metabolikus enzimeinek
koexpresszidja ¢s a kozottik kialakulo fizikai kdlcsonhatasok —szigortian
szabalyozottak, és fontos szerepet jatszanak a sejtek differencialédasanak,
hogy a betegek szamara elonyds lehet az RA és a rutinszertien alkalmazott rapamycin
kezelés kombindcidja a TSC-mutacid altal érintett betegségekben. Az ilyen kezelés
soran a rapamycin dozisanak csokkentése és az A-vitamin metabolizmus normalizalt
enzimaktivitas értékei kedvezd élettani hatasokhoz vezethetnek, beleértve a csokkent
sejtproliferaciot és sejtmigraciot.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy nemcsak a retinsav rapamycinnel kombinalt
kezelése nyujtott biztatd eredményeket, hanem a masik két kombinacioban alkalmazott
hatéanyag eredményei is tovabbi vizsgalatok targyat képezhetik a kozeljovoben. Az
apoptotikus folyamatok jelatvitelét vizsgalva a p53 fehérje szignifikdnsan emelkedett
szintjét talaltuk TSC (-/-) mutans S102 sejtekben, ami a pro- és anti-apoptotikus
folyamatok szabalyozasaban bekovetkezett egyensuly megbomlasara vilagit ra. A TSC
mutans sejtekben a sejthalalt beindité mechanizmusok gatoltak, az apoptdzis indukcid
a p53 aktivacioja ellenére sem kovetkezik be, aminek oka nagyrészt az mTOR és a p53
fehérje kozotti szabalyozas hibas miikodésébén keresendd. Az AKT-AMPK-mTOR-
P70S6K jelatviteli Ut kozponti szerepet jatszik a pS53 fehérje aktivitasanak
szabalyozasdban. A p53-mal Osszefliggd gatld folyamatok a hibasan miikodé AMPK-
TSC utvonalon keresztiil jutnak el az mTOR-hoz, amely megszakitja a visszacsatolasi
kort, ha a TSC gének mutdcioja fennall. Azt is feltartuk, hogy a TSC mutaci6 esetén az
anti-ROS reduktiv mechanizmusok magasabb aktivitdst mutatnak, ami nem teszi
lehetévé a mitofagia és az autofagia megindulasat. A p53-hoz kapcsolddo ismereteink
alapjan a fehérje felhalmozodasa és fokozott foszforilacidja a szerin 15, 20 és/vagy 46
helyeken eldsegiti a pro-apoptotikus célgének transzaktivaciojat. Onmagaban a p53
foszforilacidja nem elegendé az apoptdzis kivaltasdhoz sziikséges jelatviteli utak
barmelyikének indukalasahoz. Ugyanakkor a deregulalt foszforilacios kaszkadok, a
mitokondrialis funkcid vagy a metabolikus enzimszintek megcélzasa lehetséges modjai
lehetnek a sejthalal mechanizmusainak normalizalasara.
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A TSC (-/-) mutans S102 sejtek a p53 fehérje eltérésein tul, fokozott proliferacios
képességet, csokkent mitokondrialis membranpotencialt, fokozott TrxR aktivitast és
rendellenes mitokondrialis biogenezist mutatnak. Az mTOR szabalyozza a
mitokondriumok aktivitasat, és kdzponti szerepet jatszik annak az érzékeny, relativ
egyensulynak a beallitdsdban, amely meghatarozza, hogy az ATP eldallitasa
mitokondrialis vagy nem mitokondrialis forrasbol torténik. Szamos esetben a rakos
sejtek anaerob fermentacioval termelnek ATP-t, magasabb glikolizisszinttel, még
oxigén jelenlétében is (Warburg-effektus). A Warburg-hatast a TSC-hidnyos
sejtvonalak mellett a TSC-mutacié altal vezérelt neoplaziakban is kimutattak, példaul
a LAM -ban és az AML-ben. A ,Warburg-effektus” a 1égzés soran nagyobb
mennyiségi ROS termelddéséhez és az érintett sejtek antioxidativ kapacitdsanak
csokkenéséhez vezet, ami mitokondrialis karosodast eredményezez. A megndvekedett
ROS termelés allapotaban 1év6 sejt a NADPH oxidacion és a TrxR enzim aktivalasan
keresztiil igyekszik novelni a ROS ko6zombdositd kapacitasat. A redox homeosztazis,
amely szabalyozza a ROS tulsulyt, a sejtek talélésének kritikus eleme. Szamos
antioxidans molekula és kaszkad vesz részt a folyamatban, beleértve a PrdX fehérjéket
is. A Prdx enzimcsalad tiol-fliggd peroxidaz enzimekbdl all, amelyek kdzponti szerepet
jatszanak a sejtek redox reakcidiban. A Prdx5 egy tioredoxin-peroxidaz enzim, amely
nem igényel kofaktorokat, megtalalhato a mitokondriumokban, peroxiszomakban,
citoszolban és a sejtmagban. F6 funkcidja, hogy citoprotektiv antioxidansként
mikodjon. Mivel a ROS altal kivaltott citotoxicitds a kemo- és sugarterapidk kdzponti
eleme, az antioxidans enzimek — koztiik a Prdx5 — megndvekedett szintje és aktivitasa
fontos szerepet jatszik a rakos sejtek kemo- és radiorezisztencidjanak kialakuldsaban.
Mig a sejtvalasz a sejt antioxidans allapotatol fiigg, a Prdx5 antioxidans molekula
kimeriilése érzékennyé teheti a sejteket a kemoterapiaval szemben. A korabbi
tanulmanyok azt mutatjak, hogy a Prdx5 alacsony expressziojaval rendelkezd sejtek
érzékenyebbek az oxidativ karosodasra és az apoptdzisra. Korabbi tanulmanyok szerint
a csOkkent Prdx5 szint a lassu tumorndvekedéssel, valamint a csokkent infiltracids és
metasztazis képességgel is Osszefliggést mutat. Az agressziv €s gyorsan ndvekvo
daganattipusokkal, példaul a tiid6 adenokarcindmaval ellentétben egy korabbi
tanulmany azt talalta, hogy a Prdx5 mRNS-szintek eltérései jol hasznalhatéak lehetnek
a tiidorak prognosztikai tényezdiként, ahol a Prdx5 alacsony szintje rossz altalanos
tulélést jelez. A szakirodalmi adatok alatamasztjak, hogy a Prdx5 eltérd szintje, mas
daganatspecifikus molekularis eseményekkel Osszefliggésben, ideértve a kiilonféle
drivermutaciokat és metabolikus valtozasokat, meghatarozza a sejtek kezelésre adott
valaszat és a daganatsejtek tulélését.

A Prdx5 szabalyozasa Osszetett, és a TSC (-/-) mutians S102 sejtekben jelentGsen
emelkedett a szintje. A megemelkedett Prdx5 szintek a rapamycin és auranofin
kombinacids kezeléssel csokkenthetok, megkdzelitve a TSC (+/+) vad tipusu sejtekben
detektalt szintet. A Prdx5 mind a rapamycin, mind az auranofin célpontja. Mivel a
Prdx5 egy fehérje, amely kommunikéciot biztosit a mitokondriumok és az ER ko6zott, a
HSP70 ER stresszfehérje jelentds felszabalyozasa az auranofin és rapamycin
kombinacids kezelést kdvetden arra utal, hogy az ER és az UPR fontos szerepet jatszik
a ROS altal kivaltott sejthalalban. A HSP70 jol ismert szerepe, hogy megakadalyozza
a fehérje aggregatumok képzddését fokozott intracellularis stressz esetén. A
megfeleléen hajtogatott fehérjék belépnek a Golgi komplexbe, mig a hibdsan
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hajtogatott fehérjék az ER-ben halmozddnak fel, HSP70 chaperon molekulahoz
kapcsolva. A nem-hajtogatott vagy hibasan hajtogatott fehérje és a HSP70 molekula
komplexe beinditja az UPR altal kdzvetitett sejthalal folyamatat. A Prxd5 megvédheti
a sejteket az ilyen haldlozastol, ami azt jelzi, hogy a Prdx5-nek kettGs szerepe van
ezekben a komplex biokémiai mechanizmusokban.

A harmadik vizsgalt molekulaként, kombinacios kezelésben is alkalmazott proxison
szintén csokkenti a TrxR aktivitast, fokozza a ROS termelést és csokkenti a sejtek
életképességét. Az eredmények alapjan a proxison hatasmechanizmusa az auranofinhoz
hasonléan a sejt antioxidans egyensulyanak kibillentésén alapul, amely igy
megnovekedett oxidativ terhelséhez és sejthalalhoz vezet a TSC (-/-) mutans S102
sejtekben.

Osszefoglalva, kisérleteink azt sugalljak, hogy egyes TSC-mutaci6 ltal szabalyozott
neoplaziakban érintett betegek szamara elényds lehet az auranofin és rapamycin vagy
a proxison ¢és rapamycin kombindcids terapia, amelyek potencidlisan
meghosszabbithatjak a remissziot vagy lelassithatjdk a betegség progresszidjat, javitva
a betegek életmindségét.
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Az 0j eredmények rovid osszefoglalasa

Kisérleteink eredményei alapjan karakterizalni tudtuk a TSC mutacioval rendelkez6 AML
sejtek morfologiai eltéréseit és megnovekedett proliferacios képességét. A vizsgalatok
megmutattak, hogy a TSC mutacioval rendelkezd sejtek mitokondriumai kisebbek az
egészséges kontrollnal, krisztai nem felismerhetek, valamint a mitokondrialis funkciok is
sériiltek. Utdbbit a mitokondrialis membranpotencial szintjének csokkenésével, valamint a
prohibitin és VDAC mitokondrialis fehérjék szintjében bekdvetkezd valtozasok
bemutatasaval bizonyitottuk.

Szamos TSC mutavioval dsszefliggd molekularis mechanizmust azonositottunk, melyek az
ismertetett eredmények alapjan 10j, potencidlis terdpias célpontként szolgalhatnak a TSC
mutacioval rendelkezd betegségekben. A munkank soran jellemeztitk a TSC mutacioval
rendelkezd sejtek apoptozisban szerepet jatszo fehérjéinek expresszios és foszforilacios
valtozasait (p53 tumorszuppresszor fehérje), az A-vitamin anyagcseréjiik eltéréseit (RARBS,
ADH ¢és ALDH enzimek), illetve az antioxidans rendszeriik (TrxR) érintettségét.

Irodalmi adatok alapjan a rapamycin terapias dozisanak csokkentése mindenképpen
kivanatos lenne az AML-ben és LAM-ban szenvedo betegek esetében. Ennek egyik oka, az
altala okozott stilyos mellékhatasok, melyek jelentdsen rontjak a betegek életmindségét,
valamint azok a kedvezétlen valtozasok, amelyeket pl. az A-vitamin metabolizmusban vagy
a sejtek antioxidans kapacitasaban figyelhetlink meg a rapamycin mono kezelést kdvetden.
Az A-vitamin metabolizmusat retinsav alkalmazéasaval lehet kedvezden befolyasolni, mig
az antioxidans kapacitas a TrxR enzim gatlasan keresztiil szabalyozhat6 hatékonyan.

Eredményeink bizonyitjak, hogy az A-vitamin metabolizmusanak szamos enzimje és a
nuklearis receptor RAR is potencialis terapias célpontta valhat TSC mutans daganatokban.
Kisérleteinkben a rapamycin szintjének csokkentésével a rapamycin ALDH-ra gyakorolt
gatlo hatasa visszaszorithatd volt, ami kiegyenstilyozottabb A-vitamin metabolizmust és
RARp aktivitds tesz lehetové. A RARP fokozott expresszidja és aktivitdsa a sejtek

........

javulasaval.

Eredményeink alapjan az antioxidans egyensuly kibillentése a TrxR enzim gatlasan
keresztiil egy lehetséges itnak bizonyult, a p53-asszocialt jelatviteli titvonalak megfeleld
iranyba torténé modulalasdhoz. Jelenleg a TSC-mutacioval rendelkezé sejtek erés anti-
apoptotikus mikrokdrnyezetét az FDA altal jovahagyott gyogyszer, a rapamycin nem tudja
teljesen lekiizdeni. Vizsgalatunk azt mutatja, hogy a rapamycin alacsonyabb dézisa (10 nM)
a Proxison gyogyszerjelolttel (3 M) kombinalva sejthalalt eredményezhet. Bar tovabbi
vizsgélatokra van sziikség, az mTOR utvonal és a TrxR egyiittes gatlasa potencialisan
hatékonyabb terapiat eredményezhet.

A kisérleteinkben mono -és kombinalt kezelésben vizsgalt, az FDA altal jovahagyott
auranofin szintén a sejtek antioxidans rendszerét célozza meg, azon beliil is a TrxR és Prdx5
enzimeket. Az auronafin Onmagaban alkalmazva kevésbé toleralhatd, sulyos
mellékhatasokat okozo, erés citotoxikus hatast mutatd gyogyszer. Kisérleteinkben
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igazoltuk, hogy az auranofin rapamycinnel kombinalva szignifikansan csokkenti a TSC
mutacioval rendelkezd sejtek proliferacios aktivitasat, és jobb toleralhatosagot biztosit a
mutacioval nem rendelkezd, egészséges sejtek szamara. kombinacids terapidban torténd
Ujrahasznositasa a TSC-mutaciokkal rendelkezé daganatok kezelésére tovabbi
vizsgalatokat igényel. Mivel mindkét gyodgyszer immunszuppressziv hatassal is
rendelkezik, fokozott figyelmet igényelhet egyes rakos betegek esetében az ilyen kombinalt
terapia idozitése, hogy elkeriiljék az egyébként alkalmazott immunterapiakkal vald
interferenciat.
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