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. Bevezetés és célkituzések

A bérmelanéma mai napig az egyik legagresszivabb daganattipus, mely egyre tobb embert,
koztiik a fiatalokat is érinti. A bérmelanémas betegek mintegy 50% hordozza a BRAF
onkogén V600 aktivaldo mutacidjat, mely altalaban V60OE vagy V60OK. A mutans B-Raf
fehérje a MAPK utvonal fokozott aktivitasahoz €s ezaltal kontrollalatlan sejtproliferaciohoz
vezet. Bar a jelenleg elérhetd célzott terapias agensek nagy hatékonysaggal gatoljak a BRAF
mutaciot hordozé melanoma novekedését, a szerzett rezisztencia kialakulasa legtobb
esetben elkeriilhetetlen (Robert és mtsai, 2015, N Engl J Med). Korabbi tanulmanyok
alapjan a rezisztens sejtekre az oxidativ stressz magasabb szintje jellemzd, mely egy

potencialis gyengepont lehet a rezisztens sejtek célzott elpusztitasa szempontjabol.

Az elmult évek kutatdsai azt mutattak, hogy a célzott terapiaval szembeni rezisztencia
kialakulasdban szamos utvonal érintett, koztiik jelatviteli- és sejtanyagcsere-valtozasok. A
jelatviteli valtozasok koziil a legfontosabbak a MAPK ttvonal tjra aktivalasa kiilonb6z6
receptor tirozin kinazok altal, illetve a PI3K-Akt tutvonal fokozott aktivitasa a MAPK
utvonal gatolt mikodésének ellenstlyozasara (Sun és mtsai, 2014, Nature). Sejtanyagcsere
szempontjabol fontos megemliteni, hogy a melandmasejtekre az aerob glikolizis jellemzd,
melyet a muticiot hordoz6 B-Raf is aktival. Ez a folyamat sziikséges a kontrollalatlan
sejtproliferacid biztositdsahoz. Korabbi tanulmanyok alapjan a rezisztencia kialakuldsa
soran a rezisztens sejtekben megnd az oxidativ foszforilacio €s ehhez kothetden a reaktiv
oxigén szarmazékok (ROS) szintje (Corazao-Rozas és mtsai, 2013, Oncotarget; Wang és
mtsai, 2018, Cell). A daganatos sejtekre egyébként is magasabb ROS szint jellemz6, ami a
fehérjék és a DNS allomany oxidativ karositasa altal mutaciok kialakulasahoz, illetve
hosszan tartd stressz esetén sejthaldlhoz vezet. A fokozott oxidativ terhelés egy
megvaltozott intracellularis redox kérnyezet kialakulasat vonja maga utan, ugyanis a tulélés
érdekében a ROS kozombositése elengedhetetlen. Az emelkedett termelés és fokozott
lebontas egy emelkedett ROS fluxust eredményez, ez az allapot azonban ndveli a tovabbi

oxidativ terheléssel szembeni érzékenységet.

Az oxidativ stressz elleni védelemben a cisztein aminosavnak kulcsszerep jut, hiszen ez az
aminosav sziikséges a redox fehérjék, redox kofaktorok, a glutation és az egyéb kéntartalmu
antioxidans molekulak szintéziséhez. A cisztein intracellularis szintje a felvétele, a
szintézise ¢és a lebontasa altal szigorian szabalyozott. Szemiesszencialis aminosav révén a

sejtek fel tudjak venni az extracellularis térbdl oxidalt formaban (cisztin), illetve



amennyiben a cisztin elérhetéség limitalt, eld tudjak allitani szerinbdl és a homociszteinen
keresztiil metioninbol. Korabbi tanulmanyok soran szamos daganattipus esetén leirtak, hogy
a rakos sejtek érzékenyek a cisztin felvételéért felels transzporter gatlasara (Zhu és mtsai,
2019, Cell Metab, Bonifacio és mtsai, 2021, Br J Cancer). A cisztin megvonasa, illetve a
cisztin transzporter gatlasa a lipid gyokok felhalmozddéasahoz és ezdltal egy vasfliggd

sejthalaltipushoz, a ferroptozishoz vezet.

A kiilonb6z6 kéntartalmu kismolekulak fizioldgias szerepe a daganatos sejtek védelmében
az utobbi években egyre jobban feltart. A hidrogén-szulfid szerteagazo bioldgiai hatasat a
metallofehérjék hem csoportjaval valo reakcidjan, a fehérjefunkcid perszulfidacio altali
szabalyozasan, illetve a nitrogén monoxiddal torténd kolcsonhatasan keresztiil fejti ki. A
perszulfidok (R-SSH) szamos reakcion keresztiil szoros biokémiai 6sszekottetésben allnak
a hidrogén-szulfiddal, melyek koziil tobb enzimkatalizalt. A perszulfidok kémiai
tulajdonsagait tekintve jobb nukleofilek, mint a tiolok, és a tiolokkal ellentétben
elektrofilként is tudnak viselkedni, ezaltal széleskdrben reagalnak mas vegyiiletekkel. A
perszulfidok fiziologias szerepei koz¢ tartozik az oxidativ stresszel szembeni védelem, a
kiilonb6z6 jelatviteli itvonalak szabalyozéasa poszttranszlaciés modositasokon keresztiil és
a sejtanyagcsere folyamatok reguldldsa, melyek mind tumorbiologiai jelentdséggel birnak

(Borbenyi-Galambos és mtsai, 2024, Curr Op Chem Biol).

Ezekre a megfigyelésekre alapozva célul tiiztiik ki, hogy a rezisztencia kialakuldsdban
szerepet jatszo redox biologiai folyamatokat azonositsuk, és feltarjuk, hogy a cisztein-
anyagcserének, illetve ehhez kothet6en a kiilonboz6 szulfid- és perszulfidszarmazékoknak
milyen szerep jut a célzott terapia alatt all6 melanomasejtekben. Feltételeztiik, hogy a
MAPK utvonal gatlasa, illetve a rezisztens sejtekben korabban bemutatott oxidativ stressz
széleskorben kihat a melanomasejtek anyagcsere-folyamataira, koztiik a redox védelemben
meghatarozo szerepet jatszo kéntartalmti metabolitokra. Célul tiiztiik ki, hogy a cisztein és
a hozza kothetd kéntartalmii metabolitok szintjét célzott metabolomikai vizsgalattal
feltarjuk, illetve a szabalyozasukban szerepet jatszo fehérjék mikodését fehérje szinten, és
aktivitasukat fluxomikai mérésekkel alatdmasszuk. Munkéank soran legfébb célunk az volt,
hogy a rezisztencia hatterében allo folyamatok feltarasa mellett olyan gyengepontokat
azonositsunk, melyek célzasaval a szerzett rezisztencia kialakuldsa gétolhato, és ezaltal a

jelenleg elérhetd terapiak altal biztositott progresszidmentes tulélés novelhetd.



1l. Modszerek

1. Modellrendszerek

1.1. Az in vitro modellek

A MAPK gatléas akut hatasanak és a rezisztencia kialakuldsanak vizsgéalatdhoz BRAF V600E
mutaciot hordozéd sejtvonalakat haszndltunk, méghozzd az A375 és az SK-MEL-28
vonalakat. A rezisztens vonalak létrehozasahoz a sejteket novekvd dozisban kezeltiik
vemurafenibbel, vagy dabrafenibbel és trametinibbel. A sejtosztodast folyamatosan
ellendriztiik és amikor a kezelés alatt allo sejtek osztodasi ratdja megkdzelitette a terapia-
naiv melanomasejtekre jellemzd ratat, a sejteket rezisztensnek tekintettiik. A rezisztens
sejteket tovabbra is a gyogyszerek jelenlétében tenyésztettiik. A kiillonb6zo kezeléseknek

alavetett sejtek osztodasat Sulforhodamine B modszerrel vizsgaltuk.
1.2. Az in vivo modellek

A MAPK ttvonal gatlasanak in vivo koriilmények kozott torténd vizsgalatahoz sejtvonal
alapu és humdan betegminta alapu xenograft egérmodelleket hoztunk Iétre. Ehhez a
tumorsejteket vagy a humén tumormintat immunhidnyos egerek boére ald oltottuk. A
tumorok szélességét és hosszusagat tolomérdvel mérve becsiiltiik a tumorok térfogatat,
majd a kezelések megkezdése elott az egereket randomizaltuk. Az adott kisérlet végeztével
az egereket felaldoztuk, a tumorokat eltavolitottuk. A dabrafenib-trametinib kezelés
kénanyagcserére gyakorolt hatisat célzott metabolomikai vizsgéalatokkal néztiik, melyhez
fagyasztott tumormintat hasznaltunk. A tumorok vaszkularizcigjat immunhisztokémiaval

vizsgaltuk.
1.3. Human mintdk vizsgalata

A cisztationin-gamma-liaz (CSE) szerepének vizsgalatahoz az Orszagos Onkologiai Intézet
biobankjabdl BRAF V600OE mutéciot hordozd betegek mintait gylijtottiik. A cisztationin-
gamma-liaz szintjét terapia-naiv és dabrafenib-trametinib kezelés alatt allo6 betegek

szovetmintaiban immunhisztokémiaval vizsgaltuk.



2. Génexpresszios valtozasok vizsgalata

A dabrafenib-trametinib kezelés akut hatasat, illetve a rezisztencia kialakuldsa soran
bekovetkezett valtozasokat a kiilonbozd gének expresszidjara egyrészt mRNS szintjén
vizsgaltuk reverz transzkripcios Kvantitativ polimeraz lancreakcioval, masrészt a fehérjék
szintjén natrium-dodecil-szulfatos poliakrilamid gélelektroforzézist kovetéen Western blot

analizissel.
3. Génmaodositott sejtvonalak 1étrehozasa

Azzal a céllal, hogy a CSE szerepét a célzott terapia alatt allo6 melandémasejtekben
megvizsgaljuk, Sleeping beauty transzpozon rendszer segitségével 1étrehoztunk egy olyan
A375 sejtvonalat, mely a CSE-t stabilan taltermeli. Emellett CRISPR-Cas9 rendszer
hasznalataval 1étrehoztunk egy-egy CSE-hianyos A375 és SK-MEL-28 sejtvonalat. A CSE
génmodositas hatasat a dabrafenib-trametinib  kezelés hatasait melanomasejtek
anyagcseréjére metabolomikai vizsgdlattal, mig a sejtosztodasra gyakorolt hatasat
Sulforhodamine B modszer segitségével vizsgaltuk. Annak érdekében, hogy a
perszulfidacid szerepét a dabrafenib-trametinib kezelés alatt all6 melanomasejtekben
megmutassuk, stabil géncsendesitést hoztunk létre a perszulfidok lebontdsdban szerepet
jatszo perszulfid-dioxigenazra (ETHEL) nézve RNS interferencian alapuld lentivirus
rendszerrel. Ezt kovetéen megvizsgaltuk a ETHELl géncsendesités hatasat a
kénanyagcserében szerepet jatszo fehérjék és metabolitok szintjében, illetve a dabrafenib-

trametinib kezelés alatt 4116 melandmasejtek osztodasara.
4. A cisztinfelvétel jelentoségének vizsgalata

A kezelés alatt all6 melanomasejtek cisztinsziikségletének meghatdrozasdhoz a terépia-
naiv, a kezelés alatt 4116 kontroll és a rezisztens sejteken 1év6 tapoldatban mértiik a cisztin
mennyiségének valtozasat tomegspektrometriai modszer segitségével. Emellett a sejtek
médiumat cisztinszegény médiumra cseréltiik és vizsgaltuk a sejtosztodast cisztinszegény
korilmények kozott. Tovabba egy madsik kisérletben a melandmasejteket a MAPK
inhibitorok jelenétében kezdtiik tenyészteni ugy, hogy az egyik csoportban a sejtmédiumot
kiegészitettiik a cisztin felvételéért felelds transzporter gatloszerével. A sejtek osztodasat

két honapos kezelést kovetden Sulforhodamine B modszerrel vizsgaltuk.



5. A Kkiilonb6zo metabolitok mérése
5.1. A szulfan kén vizsgalata

A dabrafenib-trametinib kezelés intracellularis szulfan kén mennyiségére kifejtett hatasat
Sulfane Sulfur Probe 4 fluoreszcsens festékkel mértik ¢€lésejtes fénymikroszkopia

segitségével.
5.2. Az aminosavak mérése

Az aminosavak mennyiségében bekovetkezett valtozasok vizsgalatahoz a kereskedelmi
forgalomban kaphaté EZ:faast aminosav analizis készletet hasznaltuk, majd az elvalasztast

kovetden az aminosavak szintjét tomegspektrometriai modszerrel mértiik.
5.3. A kis molekulatomegii kéntartalmi metabolitok mérése

A méréseinket Akaike és munkatarsai altal k6zolt modszer alapjan végeztiik (Akaike és
munkatdrsa, 2017, Nature Communications). Ehhez a sejteket vagy a fagyasztott
tumorszovetet metanolban lizaltuk és a metabolitokat B-(4-hidroxi-fenil)-etil-jod-
ecetamiddal alkileztiik. Az analitokat folyadékkromatografids elvélasztast kovetden
tomegspektrometriaval mértilk. A mért teriiletet a sejtlizaitum osszfehérje-tartalmaval

korrigaltuk.
5.4. A tiolok mérése mono-bromo-biman alkilezészer hasznalataval

A hidrogén-szulfid és a tioszulfat méréséhez a tiol csoportokat mono-bromo-bimannal
alkileztiik, majd a mintael6készitést kovetden a fluoreszcensen jelolt analitokat detektaltuk.
A kvantifikacio standard oldatok segitségével felallitott kalibracids egyenes alapjan tortént.

A meért mennyiségeket a lizatumok 6sszfehérje-tartalmaval korrigaltuk.

6. A fehérje perszulfidacio mérése

c gy

Akaike és munkatarsai modszerén alpszik, mely soran a [-(4-hidroxi-fenil)-etil-jod-
ecetamiddal alkilezett peptidek elvalasztasa folyadékkromatografiaval tortént, majd a
detektalast tomegspektrometriaval végeztiik. A masik modszer soran az alkilezés EZ-Link
iodoacetyl-PEG2-biotinnal tortént, az elvalasztas pedig magneses gyongyok segitségével,
majd a perszulfidalt fehérjék mennyiségének vizsgalatat natrium-dodecil-szulfatos
poliakrilamid gélelektroforzézist kovetden eziistfestéssel végeztiik. A lizatum Gsszfehérje-

tartalmat Coomassie festéssel ellendriztiik. A perszulfidalt fehérjék azonositasat a gélbol



torténd kivagast és emésztést kovetden proteomikai megkozelitéssel végeztiik. Ezt kovetden

az azonositott fehérjék validacioja gélelektroforézist kovetéen Western blottal tortént.



111. Uj tudomanyos eredmények

7. Az oxidativ stressz ellensullyozasa a kezelés alatt allo sejtekben

7.1. Oxidativ stressz a MAPK gatlas kovetkeztében

A célzott terapiaval szembeni rezisztencia kialakuldsanak mélyebb megértése érdekében
létrehoztunk a V60OE mutaciot hordozo B-Raf-ot gatld drabrafenibre ¢s a MEK1/2 kinazt
gatld trametinibre rezisztens melanomasejtvonalat. Munkank soran egyrészt a dabrafenib-
trametinib kezelés akut hatasat vizsgaltuk a terapiat atvészeld, nem osztodo, ugynevezett
perziszter sejtekben, masrészt a szerzett rezisztencia kialakulasa sordn végbement
valtozasokat tanulmanyoztuk. A detektalt valtozasokat a terapia-naiv kontroll sejtekhez

viszonyitottuk.

Korabbi tanulmanyok azt mutattak, hogy a célzott terapiara rezisztens melanomasejtekre az
oxidativ stressz magasabb szintje jellemz6. Ezzel Osszhangban mi azt lattuk, hogy a
dabrafenib-trametinib kezelés hatasara a perziszter sejtekben megemelkedett a fehérjék
oxidacioja, illetve tovabbi oxidativ terhelés hatdsara a kezelés alatt allo sejtekben
felhalmozddik a peroxiredoxinok irreverzibilisen oxidalodott formaja. Emellett az oxidativ
stressz hatasara a kezelés alatt all6 sejtekben felhalmozddott a poli-ADP-ribozilalt fehérjék
mennyisége, mely az oxidativ terhelés altal kivaltott DNS kdrosodasra utal. Ezek az
eredményeink alatamasztottak a dabrafenib-trametinib terapia hatasara bekdvetkezo
oxidativ stresszt. Az emelkedett oxidativ stressz hatterében allhat a citokrom P450 gének
fokozott expresszioja, ugyanis az daltaluk koédolt monooxigenazok miikddésiik sordn

gyogyszermolekuldkat kozombositenek mikdzben reaktiv oxigén szarmazékokat termelnek.

7.2. Enzimszintvaltozasok a redox védelmi rendszerben

Az oxidativ stressz ellenstlyozdsa elengedhetetlen a talélés szempontjabdl, hiszen a
hosszutavu terhelés a DNS allomany, a lipidek és a fehérjék karosodasahoz, és végsd soron
egy vasfliggd sejthalalhoz, a ferroptozishoz vezet. A dabrafenib-trametinib kezelés alatt allo
sejtekben azonban azt talaltuk, hogy szamos olyan fehérjét tultermelnek, melyek az oxidativ
agensek kozombositésében jatszanak szerepet, és ezaltal biztositjak a perziszter sejtek
talélését. Az altalunk azonositott fehérjék kozott szerepelt a katalaz, glutation-peroxidaz 1
¢és 4, a szuperoxid-diszmutaz 2, és a tioredoxin-reduktaz 1. Utobbi két enzim a rezisztens

sejtekben is magas expressziot mutatott. Ezen rendszerek miikodéséhez a redukalo erét a



sejtek NADPH formajaban a pentoz-foszfat wton keresztiil biztositjdk. Az el6z6
eredményekkel Osszhangban a pentoz-foszfat ut fokozott miikddését a dabrafenib-
trametinib kezelés kovetkeztében sikeriilt alatdimasztunk, ugyanis a gliikkdz-6-foszfat-
dehidrogenaz emelkedett szintjét és a pentdz-foszfat Gt mikodését serketd foszfo-frukto-
kinaz/frukt6z-biszfoszfatiz (PFKFB) 4 fokozott expressziojat talaltuk dabrafenib-

trametinib kezelés hatasara.

8. Anyagcsere-valtozasok a MAPK utvonal gatlasa kovetkeztében

8.1. A dabrafenib-trametinib kezelés hatasa a sejtek energiatermelésére

A melanoémasejtek energiatermeld folyamatait vizsgalva azt talaltuk, hogy a glikolizis
aktivitasa és a sejtek glikolitikus kapacitasa a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara
lecsokkent. Ennek hatterében egyrészt allhat a mutaciot hordozo Braf gatlasa, ugyanis
terapia-naiv koriilmények kozott a B-Raf fokozza a glikolizis miikodését. A masik oka a
PFKB3 ¢és 4 megvaltozott expresszidja lehet, melyek a glikolizis és a pentoz-foszfat ut
kozotti fluxust szabalyozzédk. A dabrafenib-trametinib kezelés kovetkeztében mért
emelkedés a PFKFB4 szintjében és a mért csokkenés a PFKFB3 esetén a glikolizis alul
miitkodésére és a pentdz-foszfat ut fokozott aktivitasara utal. Ez 6sszhangban all a védelmi
fehérjék fokozott expresszidjaval, ugyanis az oxidativ stressz ellensulyozasahoz a sejteknek

NADPH-ra van sziiksége.

A sejtek mitokondrialis 1€gzését vizsgalva azt talaltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés
hatasara nétt a sejtek mitokondrialis reverz kapacitasa, mig a rezisztens sejteknek mind a
légzési kapacitasa mind a bazalis 1égzése magasabb volt, mint a terapia-naiv kontroll
sejteké. Az emelkedett mitokondrialis 1€gzés az emelkedett citokrom P450 expresszidval
egyiittesen hozzajarulhat a kialakult oxidativ stresszhez. Az emelkedett sejtlégzés
tamogatasahoz a sejteknek sziiksége van a kiilonb6zo redukalt elektronszallité molekulakra.
Az emelkedett sejtlégzéssel 6sszhangban azt talaltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés
hatdsdra megemelkedett azoknak a fehérjéknek az expresszidja, melyek a NADH ¢és a

FADH; termelésében szerepet jatszanak, koziiliik tobben a citromsavciklus fehérjéi.

10



8.2. A glutamin-anyagcserében bekovetkezett valtozasok

Mivel a citromsavciklus szoros dsszekottetésben all szdmos aminosav-anyagcseréjével, a
kovetkezO kisérletben aminosavanalizisnek vetettiik ald a sejteket és megvizsgaltuk a
dabrafenib-trametinib hatasat. Aminosavanalizisiink soran azt talaltuk, hogy a dabrafenib-
trametinib kezelés hatasara megemelkedett a sejtekben a glutamin, az aszparagin és az
aszpartat szintje, mig a rezisztens sejtekben az aszpartit enyhén emelkedett szintjét
tapasztaltuk. Emellett a sejtek tapoldatabol mérve azt talaltuk, hogy a kezelés alatt sejteknél
megnott az aszparagin szintje a sejtmédiumban, mig a rezisztens sejtek esetén mind az
aszparagin, mind az aszpartat szintje emelkedett. Tovabba mind a dabrafenib-trametinib
kombinacioval kezelt sejtek, mind a rezisztensek tobb glutamint vettek fel, mely
Osszhangban all korabbi kutatocsoportok észleléseivel, miszerint a MAPK inhibitorokra

rezisztens melandmasejteknek megnd a glutaminigénye.

Emellett a glutamin és glutamat egymasba torténd alakitasaért felelds enzimek expresszidjat
vizsgalva azt talaltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara megemelkedett a
glutamat termeléséért felelds fehérje expresszidja, mig a rezisztens sejtek esetén csokkent a
glutamatot fogyaszté fehérje expresszidja. Ez az észlelés az emelkedett glutaminigénnyel
egyiitt arra utal, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés alatt allo sejtek a felvett glutamint
nagy mennyiségben alakitjdk glutamattd. A glutamatot a sejtek az alfa-ketoglutarat
termelése altal hasznalhatjdk a citromsavciklus taplalasara, a redox védelemben fontos
glutation termelésére és a cisztin felvételére. Feltételeztiikk, hogy a fent ismertetett
valtozasok révén mindharom funkcionak fontos szerep juthat a dabrafenib-trametinib

kezelés alatt allo sejtek esetén.
9. A cisztein-anyagcsere jelentosége rezisztencia kialakulasa soran

9.1. A megemelkedett cisztinsziikséglet

A cisztein aminosav redox egyenstlyban bet6ltott szerepe révén elengedhetetlen az oxidativ
stresszel szembeni védelemben, hiszen szdmos kofaktor, kéntartalmu antioxidans vegytilet
¢s redox egyensulyban szerepet jatszo fehérje termeléséhez szolgdl szubsztratként.
Korabban mas kutatocsoport megmutatta, hogy a cisztin felvételéért felelds transzporter
transzkripcionalis gatlasara a rezisztens sejtek érzékenyek (Wang és munkatdarsai, 2018,
Cell). Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy mind a dabrafenib-trametinib kezelés alatt allo
perziszter, mind a rezisztens sejtek tobb cisztint vettek fel és a rezisztens sejtek a cisztin és

a szelenit egylittes megvonasara érzékenyebbek. Emellett sikeriilt megmutatnunk, hogy a
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cisztin felvételéért felelds transzporter kozvetlen gatlasdval a rezisztencia kialakulasa
késleltethetd. A sejtek a ciszteint a glutamattal egyiitt a glutation szintézisére hasznaljak,
melynek fontos szerepe van a sejtek oxidativ stresszel szembeni védelmében. A glutation
emelkedett szintje a rezisztencia Kialakulasa soran a redox homeosztazis fenntartasa mellett
a gyogyszermolekuldk kozombositésért felelds glutation-S-transzferaz pi fehérje

miikodéséhez sziikséges, igy a glutation szerepe a rezisztencia kialakuldsdban kettds.

9.2. A cisztein-anyagcsere atprogramozasa

A cisztin a sejtekbe jutva redukalddik a tioredoxin rendszer altal, majd szamos kiilonb6z6
utvonalon keresztiil hasznositasra keriil. Az emelkedett cisztinsziikséglet mellett azonban
azt talaltuk, hogy a cisztein intracellularis szintje valdjaban alacsony volt és az
oxidalt/redukalt cisztein aranya magasnak bizonyult a dabrafenib-trametinib kezelésnek
koszonhetden. Ennek hatterében részben a fokozott hasznositas allhat, részben azonban a
cisztein katabolizmusaért felelds Gtvonal. Erdekes modon azt talaltuk, hogy a dabrafenib-
trametinib kezelés alatt allo sejtekben a cisztein katabolizmusa fokozott mértékben torténik,

mely a magas cisztinfelvétellel egylitt emelkedett cisztin/cisztein aranyhoz vezetett.

A ciszteint a sejtek el6 tudjak allitani szerinb6l és a metioninbol szarmazé homociszteinbdl
a transzszulfuricids utvonal altal. A transzszulfuracids ttvonal enzimszintjeit, illetve az
egyes reakcidlépéseket fluxomikai modszer segitségével vizsgalva azonban azt talaltuk,
hogy in vitro koriilmények kozott a melanomasejtek nem termeltek detektalhatod
mennyiségl ciszteint. Ez valojaban nem meglepd, hiszen a sejtmédiumban a cisztin nagy
mennyiségben all rendelkezésre, és a sejteknek sokkal egyszer(ibb felvenni az aminosavat
oxidalt formaban, mint tobb reakcidlépésen keresztiil eldallitani. Egy masik tanulmany
keretein beliil embrionalis vese sejtvonalban szintén fluxomikai mérésekkel megmutattuk,
kanonikus, ciszteint termeld aktivitdsa fokozddott. Tovabba ebben a tanulmanyban arra is
fényt deritettiink, hogy amennyiben a cisztin intracellularis redukcidjaban szerepet jatszo
tioredoxin-szert 14 kDa-os fehérjét (TRP14) kodolo gént kilitjik, akkor a

transzszulfuracios utvonal kanonikus aktivitasa tovabb fokozodott.

A dabrafenib-trametinib kezelés kovetkeztében emelkedést talaltunk a cisztationin-gamma-
lidz (CSE) expresszidjaban, mely a fluxomikai mérések alapjan nem a cisztein eldallitasa,
hanem a reaktiv kénszarmazékok termelése altal fejti ki hatasat. A CSE emelkedett

expresszioja mellett a masik transzszulfurdcidés enzim, a cisztationin béta-szintaz (CBS)
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csokkent expressziojat talaltuk dabrafenib-trametinib kezelés hatidsara. A rezisztens
sejtekben ezen enzimek expresszidja a terapia-naiv Kontroll sejtekhez hasonlé szintre allt

Vissza.

9.3. A kis molekulatomegii cisztein-perszulfid termelése

A kéntartalmi metabolitok szintjét vizsgalva azt talaltuk, hogy a dabrafenib-trametinib
kezelés hatasara megemelkedett a szulfan kén, a hidrogén-szulfid, a cisztein-perszulfid és a
glutation-perszulfid szintje, illetve a rezisztens sejtekben a glutation-perszulfid magas
maradt. Ezeket az észleléseket mas in vitro modellrendszerekben is megerdsitettiik. Emellett
génmodositott melanomasejtvonalak  hasznalataval —megmutattuk, hogy a Kis
molekulatomegili cisztein-perszulfid termeléséért a CSE felelds, méghozza a cisztinbdl
kozvetleniil cisztein-perszulfidot termeld reakcidja altal. Ezt az észlelést igazolja, hogy a
CSE taltermelés hatasara a cisztin (szubsztrat) szintje lecsokkent és a cisztein-perszulfid
(termék) megemelkedett, mig a CSE génkiiitott sejtvonal esetén a cisztein-perszulfid
lecsokkent és a cisztin szintje megnétt. A CSE-hianyos sejtvonalban a cisztein-perszulfid
szintje nem emelkedett dabrafenib-trametinib kezelés hatasara, mely azt mutatja, hogy a
dabrafenib-trametinib kezelés hatasara bekdvetkezett emelkedés a cisztein-perszulfid

szintjében valoban a CSE-nek kdszonhetd.

9.4. A kénanyagcsere vizsgalata in vivo

A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy a kénanyagcserében in vitro koriilmények
kozott észlelt valtozasok a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara in vivo is lezajlanak-e.
Ennek vizsgélatdhoz sejtvonal eredeti ¢és human tumorminta alapi xenograft
egérmodelleket hoztunk létre. Az egereket a dabrafenibbel és trametinibbel kezeltiik, majd
az eltavolitott tumorok célzott metabolomikai analizisével vizsgaltuk a gyogyszerhatast. A
xenograft egerekkel végzett méréseink megerdsitették az in vitro eredményeinket: a
hidrogén-szulfid és a perszulfidok szintje megemelkedett, mely valosziniileg védi az
oxidativ stressznek kitett melandmasejteket a karosodéastol. Emellett ezek a mérések arra is
ramutattak, hogy a CBS aktivitisa dabrafenib-trametinib kezelés hatasara in vivo

koriilmények kozott is jelentdsen lecsokkent, 6sszhangban az in vitro eredményeinkkel.
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10. A perszulfidacio szerepe a kezelés alatt all0 melanomasejtek

védelmében
10.1. A fehérje perszufidacio védoé szerepe

Az emelkedett szulfid és perszulfid szintek megvédik a sejteket az oxidativ stressztdl és a
lipid peroxidacié altal kivaltott ferroptdzistol. Emellett a fehérjék tiol oldallancainak
perszulfiddcidja mint poszttranszlaciés modosulat fontos jelatviteli szerepet tolt be a
fehérjefunkci6 szabalyozéasan keresztiil, illetve védi a fehérjéket az irreverzibilis oxidativ
modosulatok kialakulasatol. Két kiilonbozé modszer segitségével sikeriilt megmutatnunk,
hogy a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara a fehérjék perszulfidacioja megemelkedett.
Tovabba a fehérje-szulfénsav (fehérje-SOH) és -per-tio-szulfénsav (fehérje-SSOH)
moédosulatok szintjében is emelkedést talaltunk, mely egyrészt igazolja a dabrafenib-
trametinib kezelés hatdsara bekovetkezett oxidativ stresszt, masrészt bizonyiték arra, hogy

a perszulfidacio védi a fehérjéket az oxidativ karosodas okozta degradaciotol.

A perszulfidalt fehérje frakciobol sikeriilt azonositanunk néhany fehérjét, melyek kozott
elsésorban stresszvalaszban fontos fehérjéket talaltunk, példaul fehérje-diszulfid-
izomerazokat, peroxiredoxinokat és a katalazt. Ezek koziil a peroxiredoxin-2 emelkedett
arra utaltak, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés kovetkeztében 1étrejovo oxidativ stressz
ellen a sejtek a kis molekulatomegii perszulfidok és a hidrogén-szulfid emelkedett szintje

mellett a fehérjék perszulfidacioval is védekeznek.

A perszulfidok bontasaban kulcsszerepld a perszulfid-dioxigendz. Annak érdekében, hogy
a perszulfidacioé szerepét a dabrafenib-trametinib kezelés alatt allo sejtek védelmében
feltarjuk, stabil géncsendesitést hoztunk létre a perszulfid-dioxigendzra nézve. A
géncsendesités  kovetkeztében megemelkedett a glutation-perszulfid és a fehérje
perszulfidacio szintje. A dabrafenib-trametinib kezelés esetén azok a sejtek, melyekben a
perszulfid-dioxigenazt csendesitettilk, hamarabb valtak rezisztenssé. Ezzel sikertilt
kozvetleniil igazolnunk a perszulfidok fontos szerepét a dabrafenib-trametinib kezelés alatt

allo perziszter tulélésében €s ezaltal a szerzett rezisztencia kialakuldsaban.
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10.2. Az elektrontranszportlanc miikodésének timogatasa

A hidrogén-szulfid és a perszulfidok szintje nem csupan termelésiik altal szabalyozott, a
mitokondrialis lebonté utvonal fontos szerepet jatszik a fizioldgias koncentraciojuk
fenntartasaban. A lebonto6 utvonal enzimjeinek, illetve az Gitvonal végtermékének a szintjét
vizsgalva emelkedést talaltunk a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara mindharom in vitro
modellrendszeriink esetén. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szulfid és perszulfid
szarmazékok termelése mellett a lebontasuk is emelkedett, tehat egy megndvekedett
szulfid/perszulfid fluxusrol beszélhetiink. A hidrogén-szulfid lebontasa soran elektronokat
ad le az elektrontranszportlancnak, igy lebontédsa sordn stimuléalja annak miikodését, ezaltal
hozzajarulva a fokozott sejtlégzéshez. Az emelkedett NADH és FADH? termelés mellett
ezaltal a hidrogén-szulfid emelkedett fluxusa hozzajarulhat a dabrafenib-trametinib kezelés

hatasara emelkedett oxidativ foszforilaciohoz.

11. A cisztationin-gamma-liaz és a MAPK ttvonal egyiittes

gatlasa késlelteti a gyogyszer-rezisztencia kialakulasat

11.1. A cisztationin-gamma-liaz szerepének vizsgalata génmodositas altal

A jelen dolgozatban bemutatott munka legfobb célja az volt, hogy a kiilonb6z6 folyamatok
szerepének feltarasa mellett Uj potencidlis célpontokat azonositsunk, melyek célzasaval a
szerzett rezisztencia kialakuldsa késleltethet. A  dabrafenib-trametinib  kezelés
kovetkeztében emelkedést tapasztaltunk a CSE szintjében nem csupan in vitro koriilmények
kozott, hanem az altalunk vizsgalt betegmintak esetén is. A CSE azért is lehet egy jo
célfehérje, mert van a kereskedelmi forgalomban elérhetd relative szelektiv gatloszere.
Tovabba a CSE tultermelése mellett a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara a CBS
szintjében csokkenést tapasztaltunk, mely a CSE mellett szintén a hidrogén-szulfid és a
perszulfidok termelésében jatszik szerepet. A CBS csokkent mitkodése mellett tehat a
kezelés alatt allo sejtek feltételezhetden érzékenyebbek a CSE gatlasara, hiszen a

megnovekedett szulfid/perszulfid igénytiket nem tudjak kielégiteni.

A CSE-t tultermel6 sejtvonallal végzett kisérleteink ramutattak arra, hogy a CSE emelkedett
expresszidja és ezaltal a cisztein-perszulfid fokozott termelése a dabrafenib-trametinib
kezelés soran eldnyos, ugyanis ezek a sejtek gyorsabban valtak rezisztenss€, mint a kontroll
tarsaik. Ehhez hasonldan az ellentétes kisérletben azt talaltuk, hogy a CSE hidnyaban a

melanomasejtek érzékenyebbek voltak a célzott terapiaval szemben és a CSE-hianyos
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sejtekben a szerzett rezisztencia késobb alakult ki. Ezek a kisérletek ravilagitottak arra, hogy

a CSE ¢és a MAPK utvonal egyiittes gatlasa hatékonyabb terapias valaszhoz vezethet.

11.2. A cisztationin-gamma-liaz farmakolégiai gatlasa

In vitro kisérleteink alapjan azt talaltuk, hogy a MAPK ttvonal és a CSE egyiittes gatlasa
késleltette a szerzett rezisztencia a kialakuldsat mindhdrom modellrendszeriink esetén. Az
Akt foszforilacidjat vizsgalva azt lattuk, hogy azokban a sejtekben, melyekben a MAPK
gatloszerek mellett a D,L-propargil-glicin (PAG) nevii CSE gatloszert is alkalmaztuk,
csokkent az Akt foszforilacioja, mely a PI3K-Akt utvonal csokkent aktivitasara utal. Ez
azért nagyon fontos, mert a PI3K-Akt utvonal fokozott aktivitisa meghatarozo szerepet
jatszik a MAPK géatloszerekkel szembeni szerzett rezisztencia kialakuldsaban. Ez az
észlelés részben allhat a PAG kezelés rezisztenciat késleltetd hatasa mogott. Bar a mogottes
molekularis mechanizmusok egyeldre kevéssé feltartak, a detektalt valtozasok alapjan azt
feltételezziik, hogy a CSE altal termelt kis molekulatomegii Cys-SSH a perszulfidacio
emelkedett szintjéhez, és ezaltal a célzott terdpia alatt 4ll6 melanomasejtek védelméhez
vezet. Tovabba az emelkedett perszulfidacid kovetkeztében a poszttranszlacios
modositasok révén valtozhatnak a kiilonbozo jelatviteli utvonalak, példaul a PI3K/Akt
utvonal aktivitasa, mely fontos szerepet jatszik a szerzett rezisztencia kialakuldsaban,
azonban ennek feltarasa tovabbi kisérleteket igényel. Fontos kiemelni, hogy kisérleteink
soran a PAG-ot olyan koncentracidban hasznaltuk, mely nem gatolta a terapia-naiv

melanomasejtek osztodasat és a xenograft tumorok novekedését.

A dabrafenib-trametinib és PAG kombinaciot xenograft egérmodellben vizsgalva azt
talaltuk, hogy a CSE és a MAPK utvonal egyiittes gatlasa in vivo koriilmények kozott is
késleltette a szerzett rezisztencia kialakuldsat €s novelte az egerek progressziomentes
tulélését. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a CSE gatladsa, mint kiegészitd terapia
novelheti a jelenleg elérhetd terapias lehetdségek nyujtotta progresszidomentes tulélés

idStartamat, ezaltal 0 fejlesztéseket nyitva a jovoben elérhetd kezelési lehetdségek terén.
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1. abra | A dolgozat legfontosabb eredményeit roviden osszefoglalo szemlélteté abra. A B-
Raf V60OE és a MEK1/2 gatlasa kévetkeztében nd az oxidativ foszforildcio és a citokrom
P450 fehérjék expresszioja, melyek emelkedett a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
emelkedett termeléséhez vezetnek. Az oxidativ stressz ellensilyozasahoz a sejtek tobb
cisztint (CySSCy) vesznek fel, melybdl a cisztaionin-y-liaz (CSE) reaktiv kén szarmazékokat
termel, melyek tovabb fokozzdak a mitokondrialis sejtlégzés miikodeését. A reaktiv kén
szarmazékok emelkedett szintje fokozott fehérje perszulfidaciohoz vezet, mely védi a sejteket
az emelkedett oxidativ stressztol és megvaltoztatia a jelatviteli utak miikodését, ezaltal
hozzadjarulva a perziszter sejtek tuléléséhez és a szerzett rezisztencia kialakulasahoz. A CSE
gatlas egyiittes alkalmazdasa a MAPK utvonal gatloszereivel késlelteti a Szerzett rezisztencia

kialakulasat.
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12. Az 1j kisérleti eredmények tézispontokban 6sszefoglalva

e Az altalunk felallitott in vitro modell karakterizilasa soran azt talaltuk, hogy a
dabrafenib-trametinib kezelés alatt all6 sejtekben megemelkedett a rezisztencia
kialakulasaban szerepet jatsz6 az ABCG2 transzporter, a glutation-S-transzferaz pi és
a citokrom P450 expresszidja, melyek koziil az utobbi hozzajarulhat a dabrafenib-

trametinib kezelés hatasara kialakulo oxidativ stresszhez.

e Megmutattuk, hogy a BRAF V600E mutaciot hordozé melanémasejtek esetén a MAPK
utvonal gatladsa révén kialakult oxidativ stressz a fehérjék oxidativ modosulatainak

emelkedett szintj¢hez vezetett.

e Azt taldltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés kovetkeztében szamos antioxiddns
fehérje expresszioja megemelkedett, melyek koziil a tioredoxin-reduktdz 1 ¢és a

szuperoxid-diszmutaz 2 a rezisztens sejtekben is magasabbnak bizonyult.

e  Megmutattuk, hogy a glikolizis és a pentoz-foszfat ciklus szabalyozasaban szerepet
jatszo 6-foszfofrukto-2-kinaz (PFKFB) 3 dabrafenib-trametinib kezelés hatasara

lecsokkent, mig a PFKB 4 szintje megnott.

e Azt taldltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés alatt all6 sejtekben észlelt
emelkedett glutaminfelvétel a perziszter sejtekben magas glutaminaz expresszidval,

mig a rezisztens sejtekben alacsony glutamin-szintetaz szinttel parosult.

e Megmutattuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara bekovetkezett emelkedett
cisztinfelvétellel 6sszhangban a célzott terapiat a cisztin-glutamét antiportert gatlo

erastin vegyiilettel kombinalva a szerzett rezisztencia késleltethet6 volt.

e Azt talaltuk, hogy a B-Raf V600 gatlasara a cisztationin-gamma-liaz (CSE)
expresszioja megnott, mely a reaktiv kén szdrmazékok emelkedett szintjével parosult,
mikozben a cisztationin-béta-szintaz (CBS) szintje lecsokkent. A rezisztens sejtekben
a CSE, a CBS és a reaktiv kén szarmazékok szintje is helyreallt a terapia-naiv sejtekben

mért szintre, a glutation-perszulfid szintje magas maradt.

e Megmutattuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés alatt allo perziszter sejtekben
magasnak bizonyult a cisztin szintje, mig a cisztein szintje mind a perziszter, mind a
rezisztens sejtekben alacsonyabb volt, mely mindkét esetben a cisztein katabolikus 1t

fokozott mitkddésével parosult.
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Metabolomikai és fluxomikai mérésekkel megmutattuk, hogy a dabrafenib-trametinib
kezelés alatt allo perziszter sejtekben a CSE emelkedett szintje fokozott hidrogén-
szulfid termeléshez vezetett homocisztein szubsztratb6l homolantionin termelése

mellett.

CSE-hianyos ¢és a CSE-t stabilan tltermeld melandmasejtvonalakkal megmutattuk,
hogy a CSE emelkedett expresszioja felelds a kezelés alatt allo perziszter sejtekben a

cisztein-perszulfid fokozott termeléséért, méghozza a cisztint hasznalva szubsztratként.

Azt taldltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés hatdsara bekovetkezett oxidativ
vezetett. Emellett megmutattuk, hogy a perszulfidacié védi a fehérjéket az irreverzibilis

oxidativ modosulatok kialakulasatol.

Megmutattuk, hogy a perszulfidacio emelkedett szintje fontos a perziszter sejtek
védelmében, ugyanis a perszulfidok bontasaért felelés enzim csendesitésével a
perszulfidok szintje megemelkedett és a géncsendesitett sejtek hamarabb valtak

rezisztenssé a dabrafenib-trametinib kezeléssel szemben.

Azt talaltuk, hogy a hidrogén-szulfid mitokondrialis lebontasanak fluxusa

megemelkedett dabrafenib-trametinib kezelés hatasara.

A cisztein és a hidrogén-szulfid anyagcseréjében bekovetkezett valtozasokat
vemurafenib kezelés alatt all6 A375 sejtvonal, illetve dabrafenib-trametinib kezelés
alatt allo SK-MEL-28 sejtvonal, A375 sejtvonal-alapt és human tumor-alapu xenograft

egérmodellek esetén is igazoltuk.

Azt talaltuk, hogy a kezelés eldtti és utdni human melanéma mintaparokban a

dabrafenib-trametinib kezelés hatasara a CSE szintje megemelkedett.

A CSE-t taltermeld sejtvonal hasznalataval megmutattuk, hogy a magasabb CSE
szintek mellett a rezisztencia hamarabb kialakult.

In vitro kisérleteink alapjan a CSE genetikai vagy farmakologiai gatlasaval a szerzett

rezisztencia kialakuldsa késleltethetd volt.

Allatmodellben megmutattuk, hogy B-Raf V600E és a MEK inhibitorokat a CSE

gatloszerrel kombinalva az egerek progressziomentes tulélése novelheto.
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V. Koszonetnyilvanitas

Els6 sorban szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Nagy Péternek, hogy a
doktori munkamat, illetve azt megel6zden a mesterszakos munkdmat toretleniil segitette,
iranyt mutatatott €s tamogatott. Neki koszonhetem, hogy megismerkedtem a redox biologia

vildgaval és az ¢ Utmutatasa mellett mélyiiltem el a kutatasban.

Halaval tartozom Dr. Erdélyi Katalinnak, aki nem csupéan a kisérletek kivitelezésével
jérult hozza a dolgozathoz, hanem mint mentor segitette a munkdmat az évek soran, és

gyakorlatilag minden modszertani ismeretemet neki koszonhetem.

Ko6szondm az éaldozatos munkdjat Szanté Noéminek, a Molekularis Immunoldgia és
Toxikologia Osztaly vezetd asszisztensének, aki idejét nem sajnalva segitett a kisérletek

kivitelezésében, és a hosszlra nyult munkanapokon is odaadéssal segitett.

Halas vagyok Juranyi Eszter Petranak, aki az analitikai mérések jelentds részét végezte

¢s emellett a kdzleménylink revizidja soran rengeteget segitett nekem.

Koszondm a munkajat Dr. Ditréi Tamasnak, aki a mesterszakos munkam és a PhD-m

soran egyarant segitette munkamat az analitikai mérések kivitelezésével és tanacsaival.

Koszonom a segitségét Dr. Garai Dorottyanak az allatkisérletek kivitelezésében és hogy

a PhD képzés soran az adminisztrativ teenddkben segitett.

K6szonom Dr. Czikora Agnesnek ¢és Szatmari Réka Zsuzsannanak, akik kiemelkedd

modszertani ismeretiikkel hozzéjarultak a dolgozatban bemutatott eredményekhez.

Halaval tartozom Lénart Zsuzsannanak, a munkacsoportunk adminisztratoranak, hogy

odaadassal segiti a munkacsoportunk miikodését.

Szerencsés vagyok, hogy az elmult éveket olyan munkacsoportban tolthettem, ahol
bizalommal fordulhattam minden kollégamhoz, akik szakmailag és emberileg segitették a
mindennapokat. K3szoném Dr. Erdélyi Katalinnak, Dr. Czikora Agnesnek, Dr. Garai
Dorottyanak, Szanté Noéminek, Juranyi Eszter Petranak, Szatmari Réka
Zsuzsannanak, Lénart Zsuzsannanak, Ditréi Tamasnak, Dr. Ditréiné Doka Evanak,
Dr. Somodi Lauranak, Hakl Annamarianak, Dr. Doman Andreanak, Dr. Gyongy

Zsuzsannanak, Dr. Lopata Annanak és Dorgé Daniellanak.
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Koszonettel tartozom tovabba Dr. Tovari Jozsefnek ¢és Dr. Cserepes Mihaly Tamasnak

a szakmai segitségiiket az allatkisérletek kivitelezésében.

Koszonom Dr. Téth Erikanak és Prof. Dr. Liszkay Gabriellinak hozzajarulasukat a

human mintak vizsgélatdhoz.

Szeretném megkOszonni asszisztensi munkéjat Hidvégi Anitanak, Hakl Annamarianak

¢és Békné Kaplar Emesének.

Nagyon haldas vagyok a Richter Talentum Alapitvanynak, hogy tamogattdk a PhD

munkamat.

Végezetiil halasan koszondm a tdmogatast €s segitséget a csaladomnak, kiilonosen a

férjemnek, Borbényi Martonnak.
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