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1. Roviditések

A375-X A375 sejtvonal eredetii xenograft

ABCG2 ATP-kot6 kazetta G2 (ATP-binding casette G2)

Akt Protein kinaz B

Asn aszparagin

Asp aszpartat

BCA bicinkoninsav (bicinchoninic acid)

B-Raf B-raf szerin/treonin-kinaz

CARS2 ciszteinil-tRNS-szintetaz 2

CBS cisztationin-béta-szintaz

CDO cisztein-dioxigenaz

CHAPS 3-[(3-kolamido-propil)-dimetil-ammonio]1-propanszulfonat
CSA cisztein-szulfinsav

CSAD cisztein-szulfinsav-dekarboxilaz

CSE cisztationin-gamma-liaz

0eCSE cisztationin-gamma-liazt tiltermel6 (overexpressing CSE)
CTAB cetil-trimetil-ammonium-bromid

Cth cisztationin

CYP citokrom P450

Cys cisztein

Cys-SSH cisztein-perszulfid

CySSCy cisztin

DLST dihidrolipoamid-szukcinil-transzferaz

DT dabrafenib-trametinib

DTR dabrafenib-trametinibre rezisztens

ECAR extracellularis savanyitasi rata (extracellular acidification rate)
ERK1/2 extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2

ETHE1 perszulfid dioxigenaz (ethylmalonic encephalopathy 1 protein)
FAD flavin-adenin-dinukleotid

G6PD gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GCLC glutamat-cisztein ligdz katalitikus egysége

vGluCys gamma-glutamil-cisztein



Gln
GLS
Glu
GLUL
GOT
GPX
GS
GSH
GSSG
GSSH
HBSS
HCys
HEPES
HIF-1-alfa
Hlant
HMW
HPE-IAM
IAB
Lant
LMW
MAPK
MEK1/2
Met
MPST
NAD
NADP
Nrf2
OCR
OGDH
PAG
PAR
PDH
PDTX

glutamin

glutaminéz

glutamat

glutamin-szintetaz

aszpartat-aminotranszferaz

glutation-peroxidaz

glutation-szintetaz

glutation

oxidalt glutation

glutation-perszulfid

Hank-féle pufferelt sooldat

homocisztein
4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-propanszulfonsav
hypoxia indukal¢ faktor 1-alfa

homolantionin

nagy molekulatomegi (high molecular weight)
B-(4-hidroxifenil)-etil-jodecetamid
jodacetil-PEG2-biotin

lantionin

kis molekulatomegi (low molecular weight)
mitogén-aktivalt protein kinaz

mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz 1/2 (mas néven MAPK2K 1/2)
metionin

merkaptopiruvat-szulfur-transzferaz
nikotinamid-adenin-dinukleotid

redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
nuclear factor erythroid 2-related factor 2
oxigénfogyasztas rataja (0xygen consumption rate)
2-oxoglutarat-dehidrogenaz
D,L-propargil-glicin

poli-ADP-riboz

piruvat-dehidrogenaz

human tumor-alapt xenograft (patient-derived tumor xenograrft)



PFKFB 6-foszfofrukto-2-kinaz /fruktdz-2, 6-biszfoszfataz

PGCl-a proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator-1 alfa
PLP piridoxal-5-foszfat

ProPerDP Protein Persulfide Detection Protocol

Prx2 peroxiredoxin 2

Pyr piruvat

Ras Ras GTPaz

RIPA Radioimmunoprecipitation assay

ROS reaktiv oxigén szarmazékok

SDHA szukcinat-dehidrogenaz A

Ser szerin

sgCSE CSE-hianyos (single guide CSE)

sgCitrl CRISPR kontroll (single guide control)

SSP4 szulfan kén mérdszonda 4 (Sulfane Sulfur Probe 4)
SUOX szulfit-oxidaz

SOD szuperoxid-diszmutaz

SQOR szulfid-kinon-oxidoreduktaz

TBST Tris-buffered saline with Tween20

TRP14 tioredoxin domént tartalmazé 14 kD-0s fehérje
Trx tioredoxin

TrxR1 tioredoxin-reduktaz 1

TST tioszulfat-szulfur-transzferaz

X¢ cisztin-glutamat antiporter

\ vemurafenib

VR vemurafenibre rezisztens



2. Bevezetés

A bérmelandma mai napig az egyik legagresszivabb daganattipus, mely egyre tobb embert,

koztiik a fiatalokat is érinti !

. Bar a korai diagnozis lehetové teszi a sebészi uton torténd
gyogyitast, a gyors daganatprogresszio és a tavoli attétek megjelenése jelentés mértékben rontja
a talélési esélyeket. A leggyakoribb onkogén mutaciok a BRAF, NRAS és NF1 génekben
jelentkeznek 2. A bdérmelanémédban szenvedd betegek mintegy 50%-a hordozza a B-Raf
illetve V60OK mutacid, tehat a valin aminosav cseréje glutamatra vagy lizinre. A BRAF V600
aktivald mutaciok a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) ttvonal fokozott aktivitasahoz, és
ezaltal kontrollalatlan sejtosztodashoz vezetnek. Mintegy 15 évvel ezel6tt keriilt forgalomba
Zelboraf markanév alatt a vemurafenib nevii kis molekulatomegii inhibitor, mely specifikusan
gatolja a mutans B-Raf fehérjét, és ezaltal megakadalyozza a BRAF V600 mutaciot hordozo
melanomasejtek burjdnzasat. Bar a rendkiviil hatékony terdpias valasznak kdszonhetéen a
vemurafenib terapia Oriasi sikert aratott, Sajnos a szerzett rezisztencia néhany honap leforgasa
alatt jelentkezik a legtobb beteg esetén. Korabbi kutatdsok azt mutattak, hogy a vemurafenibbel
kezelt melanomasejtekben a rezisztencia kialakuldsa sordan a MAPK jelatviteli Utvonal
kovetkezd komponense, a mitogén-aktivalt protein kindz kindz (MAPK2K1/2, vagy mas néven
MEK1/2) veszi at a szerepet. Ezt kovetden 1) terapids megkozelités keriilt bevezetésre: a
vemurafenib monoterapia helyett kombinalt terapiat kezdtek el alkalmazni, tehat a B-Raf
inhibitor mellé MEK1/2 gatlészert is adtak *°. Ezt kdvetden 1j fejlesztések indultak mind B-
Raf, mind MEK 1/2 gatloszerek tekintetében a lehetd legjobb terapias valasz és legoptimalisabb
mellékhatasspektrum elérése érdekében. A jelenleg elérhetd, széleskorben hasznalt B-Raf V600
gatloszerek napjainkban a vemurafenib, a dabrafenib és az encorafenib, mig a MEK1/2
gatloszerek koziil a cobimetinib, a trametinib és a binimetinib terjedtek el. Bar a vemurafenib-
cobimetinib, a dabrafenib-trametinib és az encorafenib-binimetinib kombinalt terapiak
elterjedése lényegesen megndvelte a progressziomentes talélést 5, a szerzett rezisztencia
kialakulasa legtobb esetben elkeriilhetetlen, a betegség kitijulasahoz vezet "°. Az utobbi évek
kutatdsai sordn a rezisztencia kialakuldsdhoz sziikséges metabolikus atrendezddések uj
tamadasi pontjait azonositottak. Az ezen utvonalak és a lehetséges tamadasi pontok feltarasa 1j
potencialis irdnyokat nyithat a meglévd terapia altal kiszolgaltatotta valt melanomasejtek

célzott elpusztitasara és a szerzett rezisztencia megakadalyozasara.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Jelatviteli valtozasok a rezisztencia kialakulasa soran

A B-Raf V600E-t és a MEK1/2-t célz6 kombinalt terapia a MAPK jelatviteli utvonal gatlasa
révén (1. dbra) megakadéalyozza a melandmasejtek osztodasat és programozott sejthalalhoz
vezet °. A terapia alatt allo sejtpopulacioban eléfordulnak olyan sejtek, melyek ellenallnak a
kezelésnek, nem pusztulnak el, de nem is osztodnak, hanem nyugvé allapotban vészelik at a
kezelést. Jellemzd rajuk tovabba, hogy fenotipusos valtozasaik atmenetiek és reverzibilisek,
illetve nem genetikai mechanizmusokon alapulnak. Ezeket a sejteket perziszter sejteknek
nevezziik 1°, melyek a kezelés folyaman végiil a teripids nyomas ellenére visszanyerhetik
osztodasi képességiiket és rezisztens statuszba léphetnek 1. A kitjult daganatok éltaldban
sokkal nagyobb malignitdst ¢és széleskorli terdpids rezisztenciat mutatnak, melyek

kikiiszobolése 1) megkozelitéseket igényel.

Receptor tirozin kinaz Extracellularis tér

N Intracellularis té

DABRAFENIB —|‘® |—— VEMURAFENIB

TRAMETINIB —T&@K
eRe)

.

ejtmag

1. dbra | A napjainkban széleskiorben hasznalt B-Raf V60OE gatloszerek (a dabrafenib
és a vemurafenib) és a MEKL/2 gatloszer (a trametinib) hataisa a MAPK-ERK utvonal

miikddésére. Az abran az altalunk vizsgalt inhibitorok keriiltek feltiintetésre.

Az elmult 10 év kutatdsai azt mutatjak, hogy a szerzett rezisztencia kialakuldsa soran a
melandmasejtek kiilonbozo jelatviteli utak fokozott miikodésével ellensulyozzak a MAPK
tvonal gatlasat 891213 Bz egyrészt létrejohet a MAPK ttvonal tjra aktivalasan keresztiil.
Szamos kozlemény jelent meg, melyek arr6l szdmolnak be, hogy a melandmsejtek a kiilonbdzo
receptor tirozin kindzok fokozott expresszidja altal szerzik vissza osztddasi képességiiket.
Ilyenek példaul az epidermalis novekedési faktor receptor, a vérlemezke eredetii novekedési

faktor receptor-béta vagy az AXL receptor tirozin kinaz 17, A MEK1 gén mutaciodja ritka



melanémaban, bizonyos esetekben azonban ez is hozzajarulhat a rezisztencia kialakulasahoz 8.
Tovabba a mutans BRAF gén amplifikécioja, illetve a kiilonboz6 splicing varidnsok 1étrehozasa
IS vezethetnek a szerzett rezisztencia kialakulasdhoz, ugyanis ezek kdvetkeztében
megemelkedik az aktiv MEK szintje, mely az utvonal egyéb komponenseinek aktivalasan
keresztiil jarul hozza a fokozott sejtosztodashoz %21, A MAP3KS szerin-treonin kinaz szintén
fontos szerepet jatszik a rezisztencia kialakuldsdban, ugyanis képes a MEK kozvetlen
aktivacidjara, és ezaltal a jelatviteli uton downstream iranyban elhelyezkedd jelatviteli

komponensek aktivalasara 2.

A MAPK fttvonaltdl fiiggetlen jelatviteli valtozasok koziil a legkiemelkedébbek a foszfatidil-
inozitol-3-kinaz / protein-kinaz B (PI3K/Akt) és a Wnt5-alfa/béta-katenin utvonalak. A
PI3K/Akt és a MAPK utvonal szoros kapcsolatban allnak egymadssal, ezért a mutaciot hordozé
B-Raf gatlasa kovetkeztében az Akt miikodése fokozodik, és képes a MAPK tutvonalban
downstream elhelyezkedé extracellularis szignal-regulalt kinaz (ERK) aktivalasara, és ezaltal a
sejtosztodas stimulalasara 2324, Emellett a Wnt5-alfa fehérje fokozott expresszidja is
hozzajarulhat a szerzett rezisztencia kialakulasahoz, szintén az Akt aktivalasan keresztiil . A
melanomasejtek tehat szamos kiilonboz6é jelatviteli valtozassal képesek a MAPK tutvonal

gatlasat ellensulyozni, és a sejtosztodast eldsegito jelatviteli utakat aktivalni.
3.2. Anyagcsere-valtozasok a rezisztencia kialakulasa soran

A jeléatviteli utakban bekdvetkezett valtozasok mellett az utdbbi években egyre nagyobb
hangsulyt kap a daganatos sejtekben bekdvetkezett anyagcsere-valtozasok jelentdsége a
rezisztencia kialakulasa szempontjabol "2, A daganatos sejtekre altalanossagban jellemzo,
hogy a bioszintetikus folyamatok tAmogatasa €s a kornyezeti tényez0khoz valod alkalmazkodas
érdekében rendkiviili flexibilitdssal birnak a sejtanyagcsere tekintetében 273, A
melandmasejtek az intenziv proliferacidt az aerob glikolizis fokozott mitkddésével biztositjak,
melyben a BRAF V600 génmuticionak kozponti szerep jut 3. A B-Raf fehérje ugyanis
kozvetleniil hat a hypoxia indukaléd faktor 1-alfa (HIF-1-alfa) és Myc miikkodésére. A Ras, a
Myc és a HIF-1-alfa szamos fehérje mikodését fokozzak, melyek a glikolizis aktivitasanak
novekedéséhez vezetnek, ilyenek példaul a glikolizishez sziikséges gliikoz felvételéért felelos
transzporterek, illetve a glikolizis egyik f6 enzimje, a laktat-dehidrogendz 3. Tekintettel arra,

hogy a B-Raf ilyen meghatarozo szerepet tolt be a sejtanyagcsere szabalyozasaban, nem

meglepd, hogy az utvonal gatlasa szertedgazd anyagcsere-valtozasokat valt ki. A MAPK



utvonal gatlasa kovetkeztében a melanomasejtekben a glikolizis mértéke lecsokken, és az

anyagcserefluxus a mitokondrialis sejtlégzés és oxidativ foszforilacié felé tolodik 3233,

A mitokondridlis 1égzés fokozott miikodése érdekében azonban a sejteknek elektron donorra,
példaul redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotidra (NADH), flavin-adenin-dinukleotidra
(FADHy) és redukalt koenzim Q-ra van sziiksége, melyet elsdsorban a citromsavciklus fokozott
milkodésével tudnak tamogatni. Ebben az esetben a glikolizis soran termelt piruvatot nem a
laktat-dehidrogenaz hasznositja, hanem a citromsavciklus €s a glikolizis kozotti 6sszekottetést
biztositd a piruvat-dehidrogenaz (PDH), mely a piruvatot acetil-koenzim-A-va alakitja. Az
acetil-koenzim-A a citromsavciklusba 1ép, és megkezdddik az elektrontranszportlanc
mikodéséhez sziikséges redukalt elektronszallitdo molekuldk eldallitasa. Emellett a
citromsavciklus a sejtben egy bioszintetikus csomopontként funkcional, ugyanis komponensei
kiindulasi vegytiletekként szolgalnak aminosavak, zsirsavak, nukleotidok, illetve a porfirinvaz
eldallitasahoz. A citromsavciklust azonban nem csupan a piruvat, hanem a glutamat is tudja
taplalni az alfa-ketoglutaraton keresztiil 2’2°. A sejtek a glutamatot glutaminolizisen keresztiil
glutaminbol allitjak eld a glutamindz 1 és 2 (GLS1,2) enzimeken keresztiil. A sejtek az adott
igényliknek megfelelden a glutamatot glutaminnd tudjak alakitani a glutamin-szintetaz (GLUL)
enzim segitségével. Korabbi megfigyelések alapjan a B-Raf V600 gatloszerekre rezisztens
melanomasejtekre jellemz0 a glutaminfliggdség, tehat ennek az aminosavnak kiilondsen fontos

szerep jut a melanomasejtek tilélése szempontjabol .

A citoszol és a mitokondrium kozotti NADH/NAD™ egyensuly fenntartdsaban az aszpartat és
malat egymasba torténd atalakulasa jatszik szerepet, mely a malat-aszpartat ingat miikodteti.
Mivel a membran atjarhatatlan a NADH szédmara, a citoszdlban a glikolizis éltal termelt NADH
mitokondriumba juttatdsat ez az inga miikodteti. Az inga miikddése soran a citoszolban az
aszpartat el0szor oxalecetsavva alakul, mikozben az alfa-ketoglutaratbol glutamat lesz, majd a
keletkezd oxalecetsav malattd redukalodik, mikozben a citoszolikus NADH NAD*-da
oxidalodik. A malat belép a mitokondriumba és az elektront leadja egy oxidalt NAD*
molekulanak, mikdzben oxélacetatta oxidalodik. Ezt kovetden az oxalacetat aszpartatta alakul,
mikozben a glutamat alfa-ketoglutaratta, és a keletkezett aszpartat a citoszolba jut, és igy a
ciklus bezarul. Tovabba az aszparagin €s az aszpartat oda-vissza tud egymasba alakulni
glutamin-glutamat atalakulas mellett. Osszegezve, a glutamin, glutamat, aszparagin és aszpartat
anyagcseréje szorosan kotddik a citromsavciklus €és a malat-aszpartat inga mitkodéséhez, és
ezaltal az elektrontranszportlanc miikddtetéséhez. Ezeket az aminosavakat relative flexibilisen

tudjak a sejtek egymasa alakitani az adott igényliknek megfelelden.
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A fokozott mitokondrialis miitkdés meghatarozo jelentéséggel bir melanomasejtekben a B-Raf
¢és MEKI1/2 inhibitorokkal szembeni szerzett rezisztencia kialakulasa soran, korabbi
tanulmanyok alapjan a mitokondridlis 1€gzési lanc gatlasa a rezisztens sejtek csokkent
életképességéhez vezet 3232, A fokozott sejtlégzéshez azonban sziikség van a redukalt
elektronszallitd molekuléakra, tehat a citromsavciklus fokozott mikodésére. Mivel utobbi szoros
Osszekottetésben all szamos anyagcesere-tutvonallal, a B-Raf és MEK 1/2 gatlasa kozvetleniil és
kozvetve széleskorli anyagcsere-valtozasokhoz vezet. A B-Raf gatlasa révén a glikolizis
mértéke lecsokken, a fokozott sejtlégzés azonban a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
emelkedett szintjéhez vezet, mely egy megvaltozott intracellularis redox kornyezet kialakulasat

vonja maga utan.
3.3. Az oxidativ stressz elleni védekezés jelentosége

A fokozott ROS termelés kovetkeztében kialakulo oxidativ stressz soran a fehérjék és a sejt
DNS éalloméanya kéarosul, mely mutaciok kialakuldsahoz vezethet. Az oxidativ stressz
kovetkeztében 1étrejové DNS torések kovetkeztében a poli-ADP-ribdz-polimeraz aktivalodik,
mely poli-ADP-rib6zzal (PAR) latja el a célfehérjéket, ez a PAR-ilacio. A PAR-ilacié szamos
sejtfunkciot befolyasol, €és az oxidativ stressz okozta sejtkarosodds mértékétdl fliggden
sejthalalt indukalhat. A daganatos sejtekre a normal sejtekhez képest altalanossagban a ROS
megemelkedett szintje jellemzd, mely elsdsorban a kiilonbozé onkogéneknek, a hipoxias
kornyezetnek, a mitokondrialis elektrontranszportlanc abnormalis miikodésének, illetve a

kemo- vagy sugarterapianak koszonhetd 3°3°,

A célzott terapidval szembeni szerzett
rezisztencia kialakuldsa szempontjabol a melanomasejtekben elsdésorban a fokozott
mitokondrialis 1égzés jarulhat hozza az emelkedett ROS szintekhez %233, Az oxidativ stressz
ellensulyozasahoz a sejtek antioxidans fehérjék és molekuldk arzenaljaval rendelkeznek,
melyek biztositjdk a ROS semlegesitését és ezaltal a redox homeosztazis fenntartasat a
megfeleld sejtmiikodés megdrzése érdekében. Tehat a daganatos sejtekre nem feltétleniil
jellemzd a ROS emelkedett egyensulyi szintje, hanem valdjaban a termelés és lebontas fluxusa
emelkedik. igy a daganatos sejtek kiszolgaltatotta valnak a tovabbi oxidativ stresszel szemben,
mert az adaptiv antioxiddns kapacitasukat elhasznaljak az alapesetben is fennallo6 magas

oxidativ terhelés k6zombositésére 3740,

Az antioxidans védelmi rendszernek szamos kompartment-specifikus komponense ismert,
melyek a kiilonb6z6 reaktiv szdrmazékok kdozombositésében vesznek részt. Ilyenek példaul a

peroxid semlegesitésében szerepet jatszo katalaz, a peroxiredoxinok (Prx-ek) vagy a glutation-
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peroxidazok (GPX-ek). Az oxidativ stressz elleni védekezés meghatarozo elemei a tioredoxin
fehérje és a GSH kismolekula a redukalo erét a tioredoxin-reduktazon (TrxR) és a glutation-
reduktazon (GR) keresztiil a redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfatb6l (NADPH)
nyerik 37384143 A NADPH elsédleges forrasa a gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PD) fehérje
mikodése révén a pentoz-foszfat ut, mely gyakorlatilag egy ,,elagazasa” a glikolizisnek. A sejt
a redox sziikségleteinek megfelelden a glikolizis és a pentdz-foszfat Gt kdzotti fluxust a 6-
foszfofrukto-2-kinaz 3 és 4 (PFKFB 3 és 4) fehérjéken keresztiil szabalyozza. Mig a PFKFB3
a bioszintézist és sejtproliferaciot eldsegitd glikolizist, ugy a PFKFB4 az oxidativ agensek
kozOmbositéséhez és a redox homeosztazis fenntartasahoz sziikséges pentoz-foszfat ut
miikddését fokozza 4. Amikor a daganatos sejtet stresszhatas éri, a fokozott sejtosztodas helyett
a tlélés valik meghatarozova, igy az oxidativ stressz mérséklése az elsddleges szempont 7.
Ehhez azonban sziikség van a redukald erét biztositd6 NADPH fokozott eldallitdsdhoz, és a
glikolizis mérsékléséhez. Ezen utakat szabalyoz6 fehérjék onkologiai jelentdsége az utobbi
é¢vekben egyre nagyobb hangsulyt kap a szakirodalomban. Példaul a PFKFB4 hianya
prosztatadaganat esetén a ROS tiltermeléséhez és ezaltal a tumor pusztulasahoz vezetett *°.
Emellett a bazalis emldkarcindbma esetén csoportunk megmutatta, hogy a CBS
transzszulfuracidés enzim csendesitése a PFKFB4 gén fokozott expresszidjahoz vezet, mely

szintén emelkedett oxidativ stresszre utal 6.
3.4. A cisztein aminosav és a transzszulfuracios ut
3.4.1. A cisztein felvétele és intracellularis hasznositasa

A cisztein (Cys) aminosav kiindulasi vegyiiletként szolgal a tiol-diszulfid homeosztazis
fenntartdsahoz sziikséges redox enzimek, kofaktorok (példaul koenzim-A ¢és vas-kén
klaszterek) és kéntartalmu védémolekulak, mint példaul a GSH, a hidrogén-szulfid (H2S) és a
perszulfidok eldallitasahoz /. A Cys intracelluléris szintje szigorian szabalyozott a cisztein-
dioxigenaz (CDO) altal katalizalt oxidativ lebont6 Gtvonal altal, melynek a végterméke a taurin
(2. 4bra) #4° A CDO expresszidja rendkiviil érzékeny az intracellularis Cys szintre, egyes

sejtekben a CDO szintje akar 45-szordsére tud emelkedni *°.

Mivel az extracellularis térben a Cys elsdsorban oxidalt formaban (cisztin, CySSCy) van jelen,
a Cys felvétele is elsdsorban CySSCy formajaban torténik, mégpedig az x¢ cisztin-glutamat
antiporter rendszer segitségével °1°2 (2. dbra). A korabbi fejezetben emlitésre keriilt a glutamat

aminosav fontos szerepe a citromsavciklus taplasasaban. Itt azonban fontos kiemelni, hogy a

12



sejtek a glutamatot az alfa-ketoglutarat szintézise mellett példaul a CySSCy felvételére, illetve
Cys és glicin felhasznalasaval a GSH szintézisére egyarant hasznaljak. A megemelkedett
oxidativ terhelés kovetkeztében a daganatos sejteknek nagy sziiksége van a Cys-re és a GSH-
ra a redox homeosztazis fenntartasa érdekében. A CySSCy megvonasa, illetve az antiporter
gatlasa ugyanis egy vasfiiggd sejthalaltipushoz, a ferroptozishoz vezet >3, Az x. antiporter
alegysége az xCT/SLC7AI11 szadmos daganattipusban taltermelddik, ezaltal alacsony talélési
ratahoz vezet, ezzel is jelezve a daganatok emelkedett ciszteinigényét °+°°, Az x.~ gatldszerek
daganatellenes szerként torténd alkalmazésa jelenleg egy fejlodoé 0j iranyzat az 1j terapias

szerek fejlesztése szempontjabol >,

Felvételét kovetden a CySSCy az intracelluléris térben a tioredoxin rendszer segitségével
redukalodik Cys-né, melyben a 14 kDa-o0s tioredoxin-szerii fehérje (TRP14, thioredoxin-
related protein 14) fontos szerepet jatszik °’. Ezt kovetden a Cys-t szamos atvonal hasznositja

a redox homeosztazis fenntartasa érdekében (2. abra).

Glu

Extracellularis

Intracellularis

Met

CSE,CBS
CARS2
CSAD, CDO
CSE /cBS

taurin

2. dbra | A cisztein felvétele, elddllitasa és intracelluldris hasznositdsi modjai. A ciszteint
(Cys) a sejt cisztin (CySSCy) formdajaban veszi fel az CD98 és xCT alegységekbol allo x¢
antiporter segitségével glutamat (Glu) cseréje kozben, majd a 14 kDa-os tioredoxin-szerii
fehérjén (TRP14) keresztiil a tioredoxin rendszer redukalja Cys-né. Emellett metioninbol (Met)
tobb lépésen keresztiil a transzszulfuracios uton keresztiil a cisztationin-béta-szintaz (CBS) és
a cisztationin-gamma-lidz (CSE) fehérjék is eld tudjdk allitani. A ciszteint a sejt tobbek kozott
hidrogén-szulfid (H.S), glutation (GSH), taurin, illetve cisztein-perszulfid (Cys-SSH)
szintézisére fordithatja. Cisztein-perszulfid szintézise torténhet a ciszteinbél a ciszteinil-tRNS-
szintetaz 2 (CARS?2) fehérjén keresztiil vagy kozvetleniil cisztinbol a CSE és CBS fehérjék altal

katalizalt reakcio soran.
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3.4.2. A transzszulfuracios ut mikodése

Bar a Cys-t a sejt nagyrészt az extracellularis térbol veszi fel, nem tekinthetd esszencialis
aminosavnak, ugyanis limitalt extracellularis elérhetdség esetén a sejt eld tudja allitani szerinbdl
és a metioninbol szarmaztathato homociszteinb6l a transzszulfuraciés uton keresztiil. A
transzszulfuraciés ut soran két piridoxal-5-foszfat (PLP)-fliggé enzim a cisztationin-béta-
szintaz (CBS) és a cisztationin-gamma-liaz (CSE) kanonikus miikodése a cisztationin (Cth)
koztiterméken keresztiil Cys elééllitasahoz vezet (3. abra, I-es és II-es reakciok) 8. Mindkét
fehérje szamos daganattipusban konstitutiv expressziot mutat, mely jelzi, hogy a
transzszulfuraciés ut aktivitdsa elengedhetetlen a tumorndvekedéshez 46%°%2, Ez sszhangban
all azzal, hogy a tumorsejtek megemelkedett ciszteinigénnyel rendelkeznek, melyet a

tumorkdzti tér limitalt cisztinellatottsaga miatt nem feltétleniil tudnak fedezni °2.

CSE, |
Pyr + Cys-SSH <e«—— CySSCy Cth <«—— HCys -«—— Met
+NH, IX a5 +Ser +H0
I
Il / #HCys | cse VI
Pyr+HS CSE a-KB + H,S
+NH, O Cys VII
+H H Hiant + H_S
L\ O Cth + HS
‘L Q ,
A =z,
Ser + HS

Lant + H,S

3. dbra | A transzszulfurdcios enzimek dltal katalizalt reakciok. A CSE és a CBS szdamos,
bizonyos esetekben egymdssal dtfedd funkcioval rendelkeznek. A kanonikus utvonal (I-11-es
reakciok) soran egymast kovetod reakciolépések vezetnek a cisztein (Cys) szintéziséhez. A
cisztein eléallitdsiahoz tehat mindkét enzim egyiittes mitkodésére sziikség van. Atfedd funkciéik
a HaS (I1-VIll-as reakciok) és a kis molekulatomegii cisztein-perszulfid (Cys-SSH) (1X-es
reakcio) termeléséhez vezetnek. Egyeb roviditések: metionin (Met), szerin (Ser), piruvat (Pyr),
homocisztein (HCys), cisztationin (Cth), lantionin (Lant), homolantionin (Hlant), alfa-
ketobutirat (a-KB).

A kanonikus szerepiikon kiviil a CBS és a CSE fontos szerepet toltenek be a H2S és a kis
molekulatomegii cisztein-perszulfid (Cys-SSH) termelésében (3. abra, I11-IX. reakciok) 6364,
Az emlitett reaktiv kén szdrmazékok élettani szerepe egyre nagyobb figyelmet kap az orvosi
biologiai és farmakologiai kutatasokban ©%. A CSE és/vagy a CBS megfeleld cisztinellatottsag
mellett a reaktiv kén szarmazékokat termel6 funkciojukkal segitik a daganatos sejtek talélését
67
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3.5. A hidrogén szulfid és a perszulfidacié szerepei az orvosi biolégiaban
3.5.1 A hidrogén-szulfid szerepe

A H2S onkoldgiai szerepe napjainkra széleskoriien tanulmanyozott és referalt -4, Korabban
karos vegytiletként tartottak szamon, az elmult husz év kutatasai azonban ravilagitottak, hogy
ez a gaz halmazallapotu jelatviteli molekula rendkiviil fontos szerepet jatszik a fiziologias
mukodés fenntartasaban. Szerteagazd biologiai hatdsat a metallofehérjék hem csoportjaval valo
reakcidjan, a fehérjefunkcid perszulfidacié altali szabalyozasan, illetve a nitrogén monoxiddal
torténd kolesonhatason keresztiil fejti ki ">’ Tumorsejtek esetén a fehérjék HoS altal vezérelt
perszulfidacidja (tehat a tiol csoportok modositasa R-SH-r6l R-SSH-ra) az egyes jelatviteli
folyamatok miikodésének valtozasahoz vezet, mely tumortipusra jellemzé mddon
sejtproliferacios, anyagcsere, sejthaldl, illetve érképzddési folyamatok valtozasat vonja maga
utan 0778 A H,S élettani szerepe tumortipustol, a betegség stadiumatol és kontextustol fiigg.
Melanomasejtek esetén HaS kezelés kovetkeztében az Akt és az ERK utvonal csokkent
miikodését tapasztaltdk, mely a sejtciklus elakaddsdhoz ¢és ezaltal sejthaldl utvonalak

aktivalasahoz vezetett 728286,

3.5.2. A kis molekulatomegii perszulfidok szerepe

A perszulfidok (R-SSH) szoros biokémiai Osszekottetésben allnak a HoS-dal kiilonboz6
reakcion keresztiil, melyek koziil szamos enzimkatalizalt 8, ezért gyakran nehéz pontosan
definidlni, hogy az adott biologiai reakcidoban melyikiik a tapasztalt hatasért felelés molekula.
A kémiai tulajdonsagait tekintve a perszulfidok jobb nukleofilek mint a tiolok, tovabba a
tiolokkal ellentétben elektrofilként is tudnak viselkedni, ezaltal széleskorben reagalnak mas
vegyiiletekkel %6888% A perszulfidok fiziologias szerepe a sejtek oxidativ stresszel szembeni
védelmében, a jelatviteli utvonalak szabdlyozésaban ¢és a sejtanyagcsere miikddésének
regulalasaban egyre szélesebb korben ismert 6. Mindharom folyamat a tumorbiologia és ezen

beliil a rezisztenciamechanizmusok szempontjabdl kulcsfontossagu.

A kis molekulatomegii perszulfidok koziil a legismertebbek a mar emlitett Cys-SSH, illetve az
intracellularis kérnyezetben magasabb koncentracioban jelenlévé glutation-perszulfid (GSSH)
6690 A Kkis molekulatomegii Cys-SSH keletkezhet Cys-bél a ciszteinil-tRNS-szintetaz 2
(CARS?2) fehérjén keresztiil °! vagy kozvetleniil CySSCy-bél a CSE és CBS fehérjék altal
katalizalt reakci6 soran ®3 (2. dbra). Intracellulris koriillmények kozott tehat a Cys és a CySSCy,

illetve CBS esetén a homocisztein, CSE esetén pedig a cisztationin szubsztratok ,,versengenek”
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a két enzimért. Bar fiziologias koriilmények kozott a Cys sokkal nagyobb koncentracidban van
jelen, a CySSCy lényegesen jobb szubsztratja a CSE-nek és a CBS-nek ®3. Oxidativ terhelés
esetén azonban az oxidalt CySSCy szintje megemelkedhet, emelkedett CySSCy/Cys arany

esetén pedig a Cys-SSH termeld funkcio jelentdsége elméletileg teret nyerhet *°.

A GSSH els6sorban a mitokondriumban H>S-bol képzdédik a szulfid-kinon-oxidoreduktaz
(SQOR) éltal, mely gyakorlatilag a szulfid lebonto6 utvonal elsé 1épésének tekinthetd. A szulfid
lebonto utvonal fontos feladata, hogy a H2S szintjét fizioldgids tartomanyban tartsa, ugyanis
magas koncentracioban a H>S gatolja az elektrontranszportlanc IV-es komplexét, a citokrom-

c-oxidézt, igy blokkolva a mitokondrilis sejtlégzést %

. Normal koriilmények kozott azonban a
H2S az SQOR fehérjén keresztiil elektronokat ad le az elektrontranszportlancnak, ezaltal
fokozva a 1égzési lanc mitkodését °. A GSSH termelése azonban nem csupan a HS lebontasa
¢s a 1égzési lanc miatt fontos, hiszen fontos szerepet tolt be a redox homeosztazis fenntartasaban
a karos lipid szabadgyokok semlegesitésén keresztiil is, ezaltal védve a sejteket a lipid

peroxidacio altal indukalt sejthalaltol, a ferroptozistol %39,
3.5.3. A fehérje perszulfidacio szerepe

A fehérje perszulfidacio egy reverzibilis poszttranszlacios modositasa a fehérjék Cys
oldallancainak, mely a tioredoxin és a GSH rendszerek altal redukalhat6 a nativ tiol formaba.
Bar a tudomanyteriileten nincs egyetértés a fehérje perszulfidacio intracellularis szabalyozoival
kapcsolatban, az elmult évek tanulményai azt mutatjék, hogy a CARS2 ! és a merkaptopiruvat-
szulfur-transzferaz (MPST) %% fehérjék kulcsszerepet jatszanak a folyamatban. Kozvetve, a
H2S és a Cys-SSH termelésén keresztil a CSE és a CBS is hozzajarulnak a fehérje
perszulfidaciohoz transzperszulfidacios folyamatokon keresztiil. Transzperszulfidaci6 alatt egy
reaktiv perszulfid (R-SSH) és egy tiol (R’-SH) oldallanc enzim altal nem katalizalt szulfid csere
reakciojat értjiik, mely az eredetileg tiol oldallancot tartalmazé vegyiileten (R’-SH) perszulfid
modosulatot eredményez (R’-SSH) ®3. A perszulfidacié biologiai szerepe kettds, egyrészt
dinamikusan képz6dd ¢és lebomld poszttranszlacios modosulat révén szabalyozza a
fehérjemiikddést, ezaltal fontos szabalyozoszerepet tolt be jelatviteli titvonalak és anyagcsere-
itvonalak mitkddésében 9193, Masrészt a perszulfidacié megvédi a fehérjéket az oxidativ
stressz okozta irreverzibilis oxidativ karosodastol, mely javarészt a fehérje funkciovesztéséhez
¢és lecseréléséhez vezet. Az oxidalt perszulfidok (R-SSO2.3H) ugyanis az SS-kotés mentén
redukalhatoak a tioredoxin €s a GSH rendszerek altal, ezzel visszanyerve a nativ tiol format (4.

ébra) 98,103.
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OX.
fehérje-SH stressz fghérje-SO23H — degradacio
—

fehérje-SSH fehérje-S:802-3H
|

redukcio

4. abra | A fehérje perszulfidacio védd szerepe. Oxidativ terhelés esetén a fehérje tiol
oldallancok oxidacidja szulfin- és szulfonsav (-SO2-3H) képzddéséhez, ezaltal funkciovesztéshez
és degraddaciohoz vezet. A perszulfid szarmazékok azonban az SS-kotés mentén (szaggatott

vonal) redukalhatoak a nativ tiol formava, ezaltal védo csoportként funkcionalnak.

3.6. A transzszulfuracios ut gatlasa

A transzszulfuracios utvonal két enzimjének a CBS-nek és a CSE-nek tobb kereskedelmi
forgalomban is kaphatd gatloszere ismert. A jelenleg elérhetd inhibitorokkal kapcsolatban
azonban az a probléma, hogy sok esetben nem specifikusak kizarolag az egyik fehérjére, hanem
egy bizonyos fokig mindkét fehérjét gatoljak. A CBS gatloszereként legszélesebb korben az
amino-oxi-ecetsavat (AOAA, aminooxyacetic acid) hasznaljak. Az AOAA azonban nem
tekinthetd szelektiv CBS inhibitornak, ugyanis a CBS mellett a tobbi PLP-fliggd enzimet,
koztiik a CSE-t, illetve szamos transzaminazt gatol, melyek fontos szerepet toltenek be a sejtek
aminosav-anyagcseréjében 1%, Ezért bar az AOAA hasznalata CBS inhibitor gyanant nem

szerencsés, egyeldre ez az elérhetd legspecifikusabb inhibitor a CBS gatlasara.

A CSE gatlasara két széleskorben hasznalt inhibitor elérheté a kereskedelmi forgalomban, az
egyik a béta-ciano-alanin (BCA), a masik a D,L-propargil-glicin (PAG). A BCA reverzibilis
CSE gatloszer, mely bar a PAG-hoz képest alacsonyabb 1C50-nel rendelkezik, 1 mM-o0s
koncentracidban a CBS-t, az aszpartat-béta-dekarboxilazt és az alanin-amino-transzferazt is
gatolja 1%, Ezzel szemben a PAG bar kisebb affinitassal rendelkezik, sokkal szelektivebb, és a
CSE-t irreverzibilisen gatolja 1%°. Magas koncentracioban azonban a PAG is gatolja egyes
transzaminazok mitkodését, igy a megfeleld koncentracié megvalasztasa ennél a gatloszernél is

kritikus 106,

Korabbi publikaciokban széleskorben alkalmaztak az emlitett inhibitorokat a H2S termelésének
gatlasara kiilonbozé betegségkontextusban, koztiik daganatos megbetegedésekben 87073107,
Ahogy azt a korabbiakban ismertettilk, a H2S valtozatos fiziologiai szerepei révén a
transzszulfuracidos enzimek gatldsa is betegségtipustol fiiggden valtozatos. A legtdbb

tumortipus esetén a CBS és/vagy a CSE gitlasa génmodositassal, vagy gatloszerek
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alkalmazaséaval a tumorndvekedés gatlasahoz vezet. Ez részben a CBS ¢és CSE kanonikus, tehat

ciszteintermelé funkciéjanak ®°°2 részben pedig a reaktiv kén szarmazékokat termeld

funkciojanak tulajdonithato "*"11%8199 Ezze] 5sszhangban a munkacsoportunk két kiilénbozé

daganattipus esetén megmutatta a transzszulfuracios ut fontos szerepét a tumorndvekedés és az

attétképzodés szempontjabol. Ezek a tanulmanyok arra mutattak ré, hogy transzszulfuracios ut

gatldsa a reaktiv kén szarmazékok termelésének gatldsa révén gatolja a tumorndvekedést
46

bazélis emldkarcindmaban , illetve az attétképzOdést hasnyalmirigy duktélis

adenokarcindomaban *°.

Ezen tanulmanyok mind arra mutatnak ra, hogy a CBS és a CSE nem csupan a Cys-t termeld
funkciojuk révén, hanem a reaktiv kén szarmazékokat termeld szerepiik altal is rendkiviili

jelent6séggel birnak a kiilonbozé daganatos sejtek talélése szempontjabol.
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4. Célkitizések

e Irodalmi adatok alapjan célul tiiztiik ki a B-Raf V600/MEK inhibitor terapiaval
szemben kialakuld szerzett rezisztencia hatterében allo anyagcsere-valtozasok és a

redox homeosztazis fenntartdsdban szerepet jatszo fehérjék szerepének felderitését.

e Tovabbi célunk az volt, hogy a rezisztencia kialakulasanak hatterében all6 anyagcsere-

valtozasokat stabil izotopos jeldlést alkalmazva specifikusan vizsgaljuk.

e Tovabba célul thztik ki, hogy in vitro kisérletek soran olyan célmolekulakat
azonositsunk, melyek szelektiv gatlasa jobb terapias valaszhoz és a célzott terapiaval

szembeni rezisztencia kialakulasanak késleltetéséhez vezet.

e Végs6 célunk az volt, hogy az in vitro kisérletek alapjan igéretesnek tiind

gyogyszerjelolt molekulakat in vivo koriilmények kozott teszteljik.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Anyagok

Amennyiben nincs kiilon feltiintetve, a reagenseket a Sigmatol szereztiik be, legalabb 97%-0s
tisztasagban. A kromatografidss modszerekhez gradiens mindségli szerves oldoszereket
(Supelco) hasznaltunk. Az oldatkészitéshez hasznalt viz desztillacidja és ultrasziirése az

Androna B30 rendszerrel tortént.
5.2. Miszerek

Trans-Blot Turbo System (BioRad), BioRad TransBlot Turbo blottolé rendszer, Syngene
géldokumentacios rendszer, Nanodrop (Thermo), LightCycler 96 (Roche), SeqStudio
(Agilent), Image XPress Pico (Molecular Devices), BioTek Epoch 2 spektrofotométer
(Agilent), Seahorse XF sejtanalizator (Agilent), Benchmark ULTRA IHC/ISH (Roche), Leica
HI1220 szdvetszaritd, Leica HI1210 vizflirdd, Leica HictoCore ARCADIA H szdvetfeldolgozo
késziilék, Leica HistoCore BIOCUT mikrotom, Olympus BX43 fénymikroszkop, Thermo
Vanquish UHPLC, Thermo Q Exactive Focus tomegspektrométer, Thermo Ultimate 3000
folydékkromatograf, Thermo LTQ-XL linearis ioncsapda tomegspektrométer, Thermo C-
Exactive Focus Orbitrap tomegspektrométer, Orbitrap Exploris 240 tomegspektrométer.

5.3. Szoftverek

Image J, Wave (Agilent), Graphpad Prism 8, Segstudio Genetic Analyzer (Applied Biosystem),
LightCycler (Roche), ImageXpress Pico analizator szoftver (Molecular Devices), Pannoramic
250 Flash 111, QuPath version 0.4.1., Thermo Scientific Xcalibur (Thermo Scientific), Mascot

Server 2.6.2 (Matrix Science).
5.4. Modszerek
5.4.1. Sejtvonalak tenyésztése

A dabrafenib-trametinibre rezisztens (DTR) sejtvonal eldallitisahoz a sejteket emelkedd
dozisban nagyjabol 3-5 honapig kezeltiik, mig elértiik a 100 nM dabrafenib (MedChemExpress)
és 10 nM trametinib (MedChemExpress) dozist. A vemurafenibre rezisztens (VR) sejtvonal
l1étrehozasahoz a sejteket emelkedé dozisban kezeltiik vemurafenibbel (MedChemExpress),
mig elértiik a 2 pM-os dozist. A rezisztens sejteket az inhibitorok jelenlétében tenyésztettiik. A

sejteket az inhibitorokkal vagy nélkiiliikk 5% CO2 inkubatorban 37 °C-on tenyésztettiik magas
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gliikoztartalma DMEM (A375 és HEK293T, Thermo) vagy RPMI (SK-MEL28, Thermo)
médiumban, melyet 100 U/mL penicillinnel, 100 pg/mL sztreptomicinnel (Lonza), 2 mM L-
glutaminnal (Lonza), 10% magzati szérummal (EuroClone) és amennyiben nincs kiilon

feltiintetve, 100 nM natrium-szelenittel egészitettiink ki.
5.4.2. Sejttulélés és proliferacié

A sejteket 12 vagy 24 lyuka sejttenyészté lemezekben tenyésztettiik. A kezeléseket kdvetden a
sejteket HBSS (Hank’s Balanced Sodium Salts, Lonza) pufferrel mostuk, majd 10%-0s
triklorecetsavban fixaltuk 4 °C-on legalabb 1 6ran at. Ezt kdvetden négyszer mostuk ultratiszta
vizzel, majd szulforodamin B festékkel (SRB, 0.4% 1%-0s ecetsavban, Santa Cruz) festettiik
szobahdmérsékleten 15 percen at. A megfestett sejteket 1%-os ecetsavval mostuk négyszer. A
fehérjékhez kotott SRB festéket 10 mM-0s Tris oldatban oldottuk vissza. Ezt kdvetden a
mintakat higitottuk, hogy a mért abszorbancia ne haladja meg az 1-es értéket. Az abszorbanciat

spektrofotométerrel mértiikk 570 nm-en, a kapott eredményeket a higitasi faktorral korrigaltuk.
5.4.3. Western blot

A sejteket HBSS-sel torténd mosast kovetden RIPA (Radioimmunoprecipitation assay)
lizispufferben (10 mM Tris/HCI pH 7.4, 1% Nonidet P-40, 0.1% natrium-deoxikolat, 0.1%
natrium-dodecil-szulfat, 25 mM NaCl) tartuk fel, melyet proteaz- és foszfatazinhibitorral
egészitettiink ki. 15 masodperces szonikalast kovetden a sejttdrmeléket centrifugalassal
valasztottuk el (14000g, 10 perc) 4 °C-on. A fehérjekoncentraciot BCA (bicinchoninic acid,
Thermo) modszerrel hataroztuk meg marha szérumalbumin standard sorozat hasznalataval. Az
egyforma toménységiire higitott fehérjemintakat denaturaltuk ¢és redukéltuk 100 mM
ditiotreitolt (DTT) tartalmazd Laemmli feltoltopuffer hasznalataval 95 °C-on 5 percig torténd
inkubacioval. A poliakrilamid gélre 15 pg fehérjemintat vittlink fel, majd az elvélasztas
natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforzézissel (SDS-PAGE) tortént. Az
elektroforézist kovetéen a fehérjéket nitrocelluloz membranra vittiik at Trans-Blot Turbo
System (BioRad) hasznalataval. Az atvitel hatékonysagat Ponceau festéssel ellendriztiik. A
membranokat 5% tejport és 0.5% marha szérumalbumint tartalmazé TBST (Tris-buffered
Saline with Tween, 0,05% Tween 20) pufferben blokkoltuk szobahémérsékleten egy Oran
keresztiil. Az elsddleges antitesteket 1:1000 aranyban higitottuk TBST pufferben, melyet egy
¢jszakan at 4 °C-on torténd inkubacié kovetett. Ezutan a membranokat haromszor 20 percig
mostuk TBST-vel, majd a masodlagos antitesttel torténd inkubacid kdvetkezett szobahdn, 2

oran keresztiil. Majd Gjabb haromszor 20 percig tart6 mosast kovetéen ECL (enhanced
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chemiluminescence, BioRad) reagenssel tortén6 2 perces inkubaciot kovetden a jelet a Syngene
géldokumentacios rendszerével detektaltuk. A mddszerhez az alabbi elsddleges antitesteket
hasznaltuk: az Akt (ab8805), a katalaz (ab52477), a CBS (ab140600), a CSE (ab189916), a
DLST (ab177934 ), az ETHE1 (ab174302), a G6PD (ab993), a GAPDH (ab181602), a GCLC
(ab53179), a GPX1 (ab108427), a GPX4 (ab125066), a GS (ab124811), a GST-pi (ab233112),
az OGDH (ab137773), a PFKFB3 (ab181861), a PFKFB4 (ab137785), a SUOX (ab129094), a
SOD1 (ab52950), a SOD2 (ab13533), a Trx (ab185329) és a TST (ab166625) antitesteket az
Abcamt6l; a CARS2 (HPA041776), az MPST (HPA001240) és az SQOR (HPA017079)
antitesteket a Sigma-tol, a béta-aktin (3700S), az ERK1/2 (4695T), a MEK1/2 (8727), a PDH
(3205), a foszfo-(Serd73)-Akt (9271S), a foszfo-(Thr202/Tyr204)-ERK1/2 (9101L), a foszfo-
(S217/221)-MEK1/2 (9121) és az SDHA (5839) antitesteket a Cell Signalingtél; a TRP14
(MAB3504) antitestet az R&D Systemstdl; a GOT1 (MA531527) és a GOT2 (PA527572)
antitesteket Invitrogentél és a TrxR1 (sc-28321) antitestet Santa Cruz Biotechnology-t6l
szereztiik be. A tormaperoxidazzal konjugalt anti-egér és anti-nyul mésodlagos antitesteket a
DAKO-tdl szereztiik be. A Western blot képeket az Image J szoftverrel értékeltiik. A Western
blot eredmények kvantifikdcidja minden abra esetén megtortént, a kiértékelések eredménye
megtalalhatd a Fiiggelékben elérhet6 Cell Metabolism publikacioban. Az ,,Eredmények”
fejezetben kizardlag azok az eredmények lettek részletezve, melyek statisztikailag

szignifikansnak bizonyultak.
5.4.4. RNS izolalas és kvantitativ polimeraz lancreakciéo (QPCR)

A sejteket T75-6s flaskaban novesztettiik, majd a sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagenssel
spektrofotometridsan a Nanodrop késziilékkel mértiik. Ezt kovetden 3 pg RNS minta emésztése
2 egység DNaz I (Thermo) enzimmel 30 percig 37 °C-on torténd inkubacioval tortént. A
reakciét 20 mM EDTA-val és 10 perces 70 °C-on torténd inkubdcioval allitottuk le, majd a
mintdkat azonnal jégre tettilk. Az RNS mintak atirasat nagy kapacitasu cDNS atird készlet
(Thermo) segitségével a gyartd utasitasai alapjan végeztilk. Az atirt terméket 10-Szeresére
higitva hasznaltuk templatként a valds idejii kvantitativ PCR-hoz. Az analizist Roche
Lightcycler 480 késziilékben (Roche) 2x qPCRBIO SyGreen Mix (PCRBIiosystems)
hasznalataval a gyart6 utasitasai szerint végeztilk. Az mRNS relativ mennyiségét a delta-CT
modszer segitségével, GAPDH, béta-2-mikroglobulin (B2M) és aktin kontrollok hasznalataval
szamoltuk ki. A B2M oligonukleotidot a Qiagentdl szereztiik be, mig a tobbi oligonukleotidot

mi terveztiik, ezek szekvencidjat a 2. tablazat tartalmazza.
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Gén Oligonukleotid szekvencia
ABCG2_fw GCCACAGAGATCATAGAGCCT
ABCG2_rv TCACCCCCGGAAAGTTGATG
aktin_fw CTCACCATGGATGATGATATCGC
aktin_rv AGGAATCCTTCTGACCCATGC
CDO1_fw CATCCTGCACCAGCTCTTTG
CDO1_rv CTGGTCGAACTTGGCGTACA
CSAD_fw GGAATCTTCTGCCCTGGTGG
CSAD_rv CAATCCGGGTAGCGCTGATA
CYP17Al_fw | TGGCTCTCTTGCTGCTTACC
CYP17Al_fw | GGTGGCCGACAATCACTGTA
CYP1B1_fw ACGCCTTTATCCTCTCTGCG
CYP1B1_rv GTGATAGTGGCCGGTACGTT
CYP2C19_fw | GACATCAACAACCCTCGGGAC
CYP2C19 rv | CTCTGTCCCAGCTCCAAGTA
CYP2F1_fw GGAGTTCAACCCCGAGCAT
CYP2F1_rv GGATGGCGGTGAGGTACAGA
GAPDH_fw CAAATTCCATGGCACCGTCAA
GAPDH_rv CAAATGAGCCCCAGCCTTCT
GLS_fw TGGGCAACAGTGTTAAGGGA
GLS_rv AAGGAATGCCTTTGATCACCAC
GLS2_fw CAGCAATGCCACATTCCAGTC
GLS2_rv TGACCTCCACAGAACACAGC
GLUL_fw TGGGAGCAGACAGAGCCTAT
GLUL_rv AGGCATGACCTCGGCATTAG

1. tablazat | A reverz transzkripcios kvantitativ PCR-hoz hasznalt forward (fw) és reverse

(rv) oligonukleotidok szekvencidja.
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5.4.5. Géncsendesités lentivirus hasznalataval

Az perszulfid-dioxigenaz (PDO/ETHEL) gén stabil csendesitése (shETHE1) a MISSION
shRNA Lentiviral Transduction viruspartikulak (Sigma, SHCLNV-NM_014297, ID:
TRCNO0000083454) hasznalataval tortént az RNS interferencia elve alapjan. Egy sejtre o6t
viruspartikula jutott. A géncsendesitett sejtekhez kontrollként a MISSION pLKO.1-puromicin
iires vektor kontrollt tartalmazdé viruspartikuldkat hasznaltunk (shCtrl). A fertdzott
sejtpopulaciobdl egyedi sejteket izolaltunk, melyekbdl uj sejtpopulacidkat novesztettiink fel.
Az ETHEI] szintjét Western blot méodszerrel ellendriztiik. Kisérleteinkhez azt a sejtpopulaciot

valasztottuk, melyben a legalacsonyabb volt az ETHE] szintje.

5.4.6. Génkiiités CRISPR/Cas9 rendszer hasznalataval

A CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) kisérletekhez
hasznalt plazmidokat, melyek a Cas9 és az sgRNS (single guide RNS) expresszidjahoz
hasznaltunk Dr. Mazhar Adli (Northwestern Egyetem, Amerikai Egyesiilt Allamok) szives
jovoltabol kaptuk. A 20 nukleotid hosszii sgRNS-t a Benchling online szoftver segitségével
terveztiik. A forward és reverz komplementer oligonukleotidokat 5°-CACC-3’ és 5’-AAAC-3’
talnyulo végekkel lattuk el. Az oligonukleotidokat NEBuffer 2 (New England Biolabs)
pufferben 95 °C-ra melegitettiik, majd fokozatosan hiitve végeztiik az anellaciot. Ezt kovetéen
az anellalt terméket BsmBI restrikcids endonukledz segitségével hasitottuk, majd a ligaciot
kovetden transzformaltuk. A szekvencidkat Sanger szekvenalassal ellendriztiik, melyhez a
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo) készletet hasznaltuk a gyartd utasitasai
szerint. Vektor kontrollként egy 20 nukleotid hosszi nem-targetald nukleotid kontroll (single
guide, sgCtrl) szekvenciat hasznaltuk. Ezt kovetéen HEK293T sejteket transzfektaltunk a
felszaporitott és kitisztitott plazmiddal, mely tartalmazza a célszekvenciat, illetve PSPAX2 ¢€s
Pmd2G segitdé plazmidokkal 5:4:1 aranyban FuGene6 (Promega) reagens hasznalataval
OptiMem (Gibco) médiumban. 24 és 48 oraval a transzfekciot kovetden a virust tartalmazo
feliiluszot 6sszegyljtottiik és a sejteknek friss médiumot adtunk. Az 6sszegytijtott feliiliszot
0,22 um-es fecskenddsziird segitségével leszlrtiik és felhasznaldsig — 80 °C-on taroltuk. A
vadtipust Cas9-t expresszaldo A375 és SK-MEL-28 melanomasejteket 40-60%-0s konfluencia
mellett fertéztiik a lentivirussal 8 pg/mL polibrén jelenlétében. 14-16 ordval késébb a médiumot
2 pg/mL puromicint tartalmazé médiumra cseréltiik €s kétszer 48 oran keresztiil szelektaltuk a
sejteket. A szelekcidt kdvetden a sejtpopulaciobol egyedi sejtekbdl novesztett populaciokat

hoztunk létre. A CSE szintjét Western blot segitségével ellendriztiik, és olyan klonokat
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valasztottunk, ahol a CSE-t még DT kezelés kovetkeztében sem tudtuk detektalni. A klonozasi
lépésekhez kompetens DHS5a Escherichia coli torzset hasznaltunk. A génkiiitéshez az alabbi

szekvenciakat hasznaltuk:
sgCtrl: GCCAGCGGGGATATGGTGAA, sgCSE: AGGCGCCCCTTGCTTGAACG.
A CSE génkiiitéshez sziikséges plazmidokat Dr. Czikora Agnes kolléganém allitotta eld.

A TRP14 hidnyos HEK-293 sejtvonalat Prof. Elias Arnér (Karolinska Institutet, Svédorszag)

laboratoriumabdl kaptuk a kisérletek elvégzéséhez.
5.4.7. Fehérje tultermelés Sleeping beauty transzpozon rendszer hasznalataval

Fehérjetaltermelést a Sleeping beauty transzpozon rendszer segitségével valositottuk meg 0.
A CSE gént a pNIC28-Bsa4/CSE plazmidbol amplifikaltuk
AATACCGGTATGCAGGAAAAAGACGCCTCC és
CGGTGATCACTAGCTGTGACTTCCACTTGGAGG oligonukleotidok, illetve az Agel és a
Bell restrikcios endonukleazok hasznalataval. A PCR reakciot QS5 High-Fidelity DNA
polimeraz (New England Biolabs) segitségével a gyartd utasitasai szerint végeztiik. A PCR
profil a kdvetkezd volt: 98 °C 30 mp, 98 °C 10 mp (denaturacio), 60 °C 30 mp (anellacio), 72
°C 45 mp (szintézis), melyet 35-szor ismételtiink, végiil inkubacié 72 °C-on 2 percig. A PCR
terméket 1%-os agardz gélen valasztottuk el, majd NucleoSpin gél és PCR tisztitd készlet
segitségével a gyartd utasitasai szerint tisztitottuk. SB-CAG-GFP-CAG-Puro plazmidot és a
CSE PCR terméket Agel és Bell (New England Biolabs) restrikcids emésztésnek vetettiik ala,
majd a ragados végekkel rendelkezd termékeket 3:1 vektor:inzert aranyban ligaltuk T4 DNS
ligaz (New England Biolabs) segitségével 16 °C-on egy éjszakan at. A ligalt plazmidot
JM109/K12 kompetens E. coli térzsben szaporitottuk fel, majd a plazmidot PlasmidMidi
készlet (Qiagen) segitségével izolaltuk. A CSE inzertet Sanger szekvenaldssal ellendriztiik,
melyhez a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing készletet (Thermo) hasznaltuk a gyarto
utasitasai szerint. A CSE-t kodolé SB-CAG-CSE-CAG-Puro és a transzpozazt kodolo
pCMV(CAT)T7-SB100 plazmiddal egyszerre transzfektaltuk az A375 sejteket lipofektamin
reagens (Thermo) segitségével a gyart6 utasitasai szerint. Ezt kdvetden a sejteket kétszer 48
orés puromicin szelekcionak (2 pg/mL) vetettiik ald. A CSE overexpresszidjat Western blottal

ellendriztiik. A CSE-t tultermeld A375 sejtvonalat Dr. Erdélyi Katalin hozta létre.
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5.4.8. A cisztin megvonasa

A cisztin- és metioninmentes DMEM médiumot (Thermo) 200 uM metioninnal, 10% dializalt
magzati marhaszérummal, 100 U/ml penicilinnel, 100 pg/ml sztreptomicinnel (Lonza), 2 mM
glutaminnal (Lonza), 1 mM natrium-piruvattal és 100 nM natrium-szelenittel egészitettiik ki. A

médiumot cisztinnel egészitettiik ki a feltiintetett mennyiségekben.

5.4.9. A sejtanyagcsere vizsgalata Seahorse sejtanalizatorral

Az oxigénfogyas ratajat (OCR, oxygen consumption rate) és az extracellularis savanyitas ratajat
(ECAR, extracellular acidification rate) extracellularis fluxus analizatorral mértiik (Seahorse
Instrument, Agilent). A mitokondrialis sejtlégzés vizsgalatat Mito Stress Test készlettel, mig a
glikolizis aktivitasat Glycolysis Stress Test készlet segitségével mértiik. A méréseket kdvetden
a sejteket 10%-os triklorsavban fixaltuk legalabb egy oran keresztiil 4 °C-on, majd ezt kovetden
a relativ fehérjemennyiséget SRB modszerrel vizsgaltuk. Az eredmények kiértékelése az
Agilent Wave szoftverével tortént. Az OCR és ECAR adatokat az SRB-moddszerrel mért

abszorbancia értékekkel normalizaltuk.
5.4.10. Az in vivo modellek felallitasa

A sejtvonal-alapti xenograft (A375-X) egérmodell felallitaisahoz 10° darab A375 sejtet
oltottunk 200 pl szérummentes DMEM médiumban 8-10 hetes NOD.CB17-Prkdcscid/NCrHsd
(NOD-SCID, Inotiv Inc, Lafayette, Indiana, USA) vagy NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wjl/SzJ
(NSG, Inotiv Inc, Lafayette, Indiana, USA) egérbe. A human tumor-alapti xenograft egérmodell
(PDTX, patient-derived tumor xenograft) a KINETO Lab Kft ajandéka volt. A modell
felallitasahoz sebészi ton frissen eltavolitott BRAF V600OE mutaciot hordozd terapia-naiv
melanoma betegmintat NSG egérbe oldottuk. A modell felallitasat egy korabbi publikacidoban
részletesen targyaltuk !, A PDTX kisérlethez 2*2*2 mm negyedik generaciés tumorkockat
NOD-SCID egerek bore ala oltottuk. A tumorok szélességét €s hosszat hetente kétszer digitalis
tolomérdvel mértiik. A tumortérfogatot az alabbi képlettel becsiiltiik: térfogat = (szélesség)? *
hosszisag / 2. Amikor a tumorok mérete elétre a 200 mm3-es csoportatlagot, az egereket
csoportokra osztottuk, és a kezelt csoportot négyszer 30 mg/testsuly kg dabrafenibbel (Tafinlar)
¢és 1 mg/testsuly kg trametinibbel (Mekinist) kezeltiik 6sszesen négy alkalommal per os. Az
A375-X esetén az egereket egymast kovetd négy napon (lasd 19. abra), mig a human tumor-
alapt xenograft egereket az elsd, negyedik, 6todik €s hatodik napon kezeltiik (1asd 20. abra).

24 oraval az utolso kezelést kovetden az egereket feldldoztuk, az eltavolitott tumorok tomegét
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digitalis mérlegen lemértiik, majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk. A fagyasztott

tumorszovetet homogenizaltuk Braun diszmembrator segitségével.

A hosszitavi DT és DT + PAG kisérlet esetén 1.5 * 10% A375 sejtet oltottunk NSG egerek bére
ald. Amikor a tumorok elérték a 100 mm?3-es becsiilt csoportitlagot, az egereket csoportokba
osztottuk és megkezdtiik a kezeléseket. Mindkét egércsoportot hetente 6tszor kezeltiink 30
mg/teststily kg dabrafenibbel (Tafinlar) és 1 mg/testsuly kg trametinibbel (Mekinist) per os,
Osszesen 37 alkalommal. A DT + PAG csoport egereit a DT kezelés mellett hetente haromszor
50 mg/teststily kg PAG-gal hetente haromszor intraperitonealisan kezeltiik, Osszesen 23
alkalommal. Miutan a DT csoport egereinél kialakult a szerzett rezisztencia, azaz a
tumortérfogatuk meghaladta a kezelés eldtti tumortérfogatot, az egereket felaldoztuk és a
tumorok tomegét lemértiik (1asd 30. dbra). Az egerek kezelését Dr. Garai Dorottya és Hidvégi
Anita kollégandim végezték, a tumorok eltavolitasat Dr. Garai Dorottya és Dr. Erdélyi Katalin,

mig a beagyazott szovetek metszését szintén Dr. Garai Dorottya kolléganém végezte.

Engedélyek:

A KINETO Lab Kft rendelkezik az allattartashoz (PEI/001/1715/2015), a PDTX modellhez
torténé mintagyijtéshez, a kezelésiilkhoz, a modellfelallitashoz és a modellek hasznalatahoz
sziikséges engedélyekkel (IV/10147-1/2020/EKU). A fagyasztva megbrzott PDTX mintak
szdrazjégen keriiltek az Orszagos Onkoldgiai Intézet allathazaba, mely rendelkezik az
allattartashoz (PEI1/001/1738-3/2015) és a tumor xenograft kisérletek kivitelezéséhez sziikséges
engedéllyel (PE/EA/1461-7/2020). Ezek az engedélyek a jelen dolgozatban részletezett
kisérletek lebonyolitasahoz sziikséges feltételeknek mind megfelelnek. A sziikséges etikai

engedélyek a Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag altal kertiltek kiéllitasra.
5.4.11. A tumorok erezettségének vizsgalata

Az PAG kezelés erezettségre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz formalinban fixalt, paraffinba
agyazott tumormintakbol 2 um-es metszeteket készitettiink. Deparaffinalast kovetéen az
antigénfeltarast pH 6,0-os citrat-pufferben (Vector Kft) végeztiik 20 percen keresztiil 95 °C-on.
A feltarast kovetden a metszetek inkubacidja 0,03%-os hidrogén-peroxidot tartalmaz6é TBS
(Tris buffered salts) pufferben 10 percet at szobahOmérsékleten tortént. A blokkolast
szobahdmérsékleten végeztiik kecske szérum hasznalataval egy oran at. Az anti-CD34 (Abcam)
elsddleges antitestet 1000-szeres higitasban 0,01%-o0s marha szérumalbumint tartalmaz6 TBS-
pufferben tettiik a metszetekre, majd az inkubécid egy éjszakat at 4 °C-on tortént magas

paratartalmat biztositdé kamraban. Haromszor 10 perces TBS pufferrel torténé mosast kovetden
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a metszetek inkubacioja a masodlagos antitesttel szobahdmérsékleten tortént egy oran at, majd
a metszetek festése ismételt mosasi 1épéseket kovetden a torma-peroxidaz szubsztratjaval, 3,3-
diaminobenzidinnel (DAB) tortént. Hattérfestésnek hematoxilin festést alkalmaztunk. A
megfestett metszeteket Pannoramic 250 Flash III program segitségével szkenneltiik
(3DHistech, Budapest), 20x-os objektivet hasznalva. Ezt kovetéen a képeket ,,.tiff”
kiterjesztésbe exportaltuk, majd a QuPath 0.4.1-es verziojii szoftverével dolgoztuk fel 112,
El6szor a tumorszdvet keriilt kijelolésre, a tobbi szovetrész és festési melléktermék kizarasra
keriilt. Ezt kovetden a pixelek keriiltek definialasra a DAB-csatornaban 0,25-6s intenzitas
hatarértékkel, hogy a pozitiv pixeleket meghatarozzuk, majd annotaltuk a legalabb 50
négyzetmikrométeres pozitiv teriileteket. Az annotalt teriileteket analizaltuk, meghataroztuk az
erezettséget szdzalékosan kifejezve (erezett teriilet/teljes tumorteriilet), illetve az erezettség

denzitasat (erek szama/teljes tumorteriilet). A megfestett metszetek szkennelését és a képek

analizisét Dr. Cserepes Mihaly kollégam végezte.
5.4.12. A betegmintak immunhisztokémias vizsgalata

A formalinban fixalt, paraffinba dgyazott tumormintdkat az Orszdgos Onkologiai Intézet
biobankjabdl Prof. Dr. Liszkay Gabriella és Dr. Toth Erika (Orszagos Onkologiai Intézet)
szives hozzéjarulasaval gylijtottiik. A vizsgalathoz sziikséges etikai engedély a Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsag altal keriilt kiallitasra (1\V/10441-1/2020/EKU). A 2 pm-es vastagsagi
metszetek deparaffinalast kovetden antigénfeltarast végeztiink pH 6,0-0s Roche ULTRA Cell
Conditioning (CC1) oldatban 20 percen at 95 °C-on. A metszeteket az anti-CSE (Abcam)
els6dleges antitesttel 20 percen at 37 °C-on inkubaltuk 250-szeres higitasban 0,01%-0s marha
szérumalbumint tartalmaz6 TBS pufferben. A deparaffinalas, antigénfeltaras és festés a
Benchmark ULTRA THC/ISH (Roche) rendszer segitségével kertilt kivitelezésre. A festés az
ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection készlet (Roche) segitségével a gyartod
utasitdsai szerint tortént. Hattérfestésnek hematoxilin festést alkalmaztunk. A képek DP74-es
kameraval ellatott Olympus BX43 mikroszkoppal keriiltek dokumentalasra. A beagyazott

tumorok metszését és festését Békné Kaplan Emese kollégandm végezte.
5.4.13. A szulfan kén vizsgalata élosejtes mikroszkopiaval

A letapadt sejteket szérummentes médiummal torténé moséasokat kovetéen 20 uM SSP4
festéket (Sulfane Sulfur Probe 4, Dojindo) és 0.5 mM cetil-trimetil-ammonium-bromidot
(CTAB) tartalmazo6 szérummentes DMEM médiumban inkubaltuk 15 percig 37 °C-on, 5%-0s

COgz-szintet biztositd inkubatorban. Ezt kdvetden a sejteket haromszor mostuk kalcium- és
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magnéziummentes DPBS (Dulbecco’s modified phosphate based saline) pufferrel, majd
kalcium-és magnéziummentes DPBS-ben vizualizaltuk ImageXpress Pico rendszer

segitségével 37 °C-on 5%-0s CO2-szintet biztositva.
5.4.14. Az anyagcserefluxus vizsgalata stabil izotopos jeloléssel

Az izotopos vizsgalatokhoz a cisztin megvonashoz hasznalt DMEM médiumot hasznaltuk (1d.
Modszerek 5.4.8-as pont), melyet nehéz metioninnal vagy nehéz cisztinnel egészitettiink ki. A
metionin jeldlése esetén a médiumba 200 uM L-[**S]-metionint (Cambridge Isotopes) és 200
uM jeldletlen cisztint, mig a cisztin jelolése esetén 200 uM jeldletlen metionint és L-[*3Cs,
N_]-cisztint (Cambridge Isotopes) tettiink. A letapadt sejteket HBSS pufferrel torténé mosast
kovetden a médium a jelolt metionint vagy cisztint tartalmazé médiumra cseréltiik. A CBS
aktivitasanak méréséhez szerin-mentes DMEM médiumot 400 uM L-[*3Cs, ®N]-szerinnel
(Cambridge Isotopes) egészitettiik ki. A sejteket 24 6ran at kezeltiik a nehéz szerint tartalmazo
médiummal. Minden jel6léses modszer esetén a sejteket a feltlintetett inkubacios idot kdvetden
kétszer mostuk HBSS pufferrel, majd a kis molekulatomegili metabolitok meghatarozasat az

5.4.15-0s és 5.4.16-0s pontban részletezett modszerek alapjan detektaltuk.

5.4.15. Az aminosavak mérése

A sejteket mosast kovetdéen 3-[(3-kolamido-propil)-dimetil-ammonio]l-propanszulfonat
(CHAPS) lizispufferben (0,1% CHAPS, 150 mM KCl, 50 mM 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-
etan-szulfonsav (HEPES), pH 7,4) tartuk fel 10 mésodperces szonikélassal. A centrifugalasi
1épést (14000g, 10 perc, 4 °C) kovetéen a feliiliszo fehérjetartalmat BCA modszerrel
készlet (Phenomenex) segitségével valasztottuk el a gyartd utasitdsai szerint, majd az
elvalasztas és detektalas Thermo Vanquish UHPLC rendszerhez kotott Thermo Q Exactive
Focus tomegspektrométerrel vagy Thermo Ultimate 3000 folyadékkromatograffal kapcsolt
Thermo LTQ-XL linearis ioncsapda tomegspektrométer segitségével tortént. A mérésekhez a
gyarto altal javasolt m/z értékeket hasznaltuk, kiegészitve az izotdppal jelolt verziokkal. A mért
atmeneteket a 3. tablazat tartalmazza. Az el6készitett mintakbol torténd analitikai méréseket

Dr. Ditr6i Tamaés kollégam végezte.
5.4.16. A Kis molekulatomegii kéntartalmu metabolitok mérése (LMW modszer)

Méréseink Akaike és munkatarsai % 4ltal publikalt modszer alapjan tortént. Roviden, a letapadt

sejteket kétszer mostuk HBSS pufferrel, majd 5 mM B-(4-hidroxi-fenil)-etil-jod-ecetamidot
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(HPE-IAM) tartalmaz6 jéghideg 75%-0s metanol oldatban lizaltuk. A tumormintakbol torténd
méréshez nagyjabol 10-40 mg fagyott szovetport hasznaltunk, melyet 5 mM HPE-IAM-ot
tartalmaz6 metanolban tartunk fel. A 10 mésodperces szonikalasi 1épést kovetden az alkilezési
1épés 37 °C-on 20 percig tortént, melyet a feliiliszo centrifugalasi 1épéssel torténd elvalasztasa
kovetett (14000g, 10 perc, 4 °C). A feliilluszét 10%-os hangyasavval savanyitottuk, majd
kétszeresére higitottuk 0,1%-0s hangyasavoldattal, mely tartalmazta az izotoppal jeldlt cisztein-
perszulfid belsé standardot 10 vagy 200 nM-os koncentracioban. A sejtpelletet 1% SDS-t
tartalmazé PBS (phosphate based saline) pufferben 10 perces szonikalasi 1épéssel feltartuk,
majd a centrifugélassal (14000g, 10 perc, 4 °C) elvalasztott feliiliszo fehérjetartalmat BCA-

modszerrel hataroztuk meg.

Az extracellularis metabolitok méréséhez 50 pl sejteken 1évé médiumot 5 mM HPE-IAM-mal
alkileztik 37 °C-on 20 percig. A mintakat 10% triklorsavoldattal savanyitottuk, majd a
feliiluszot centrifugalassal (14000g, 10 perc, 4 °C) valasztottuk el.

A folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrometrias mérésekhez Thermo C-Exactive
Focus Orbitrap tomegspektrométerrel kapcsolt Thermo Vanquish UHPLC-t hasznaltunk. A

derivatizalt mintakat az alabbi két modszer segitségével mértiik:

Az elsé modszer kivitelezése Phenomenex Kinetex C18 (50 * 2.1 mm, 2.6 um) oszlopon 0,1%-
0s hangyasav-viz-oldat (A) és 0,1%-0s hangyasav-metanol-oldat (B) eluensek hasznalataval
tortént. A kezdeti 5% B linearisan nétt el6szor 2 perc alatt 13%-ra, majd 4 perc alatt 95%-ra,
ahol fél percig tartottuk, majd 0,1 perc alatt visszacsokkentettiik 5% B-re és 3,4 percig tartottuk
ott a kovetkezd injektalasig. Az daramlasi sebesség 0,5 ml/perc volt 40 °C-on. A
tomegspektrometrias  detektdlds pozitiv ionizaciés moddban tortént. A fragmensek
létrehozasahoz magasabb energiaju C-csapda disszociaciot (HCD, higher-energy collisional

dissociation) hasznaltunk a 3. tablazatban szerepld értékek szerint.

A masodik médszerhez Thermo Scientific Hypercarb (100 * 2,1 mm, 3 um) oszlopot, 0,5%-0S
hangyasav-viz-oldatot (A) és 0,5%-os hangyasavat tartalmazo izopropanol:acetonitril 1:1
aranyu elegyét (B) hasznaltuk. E16szor a B-t linearisan emeltiik 0-rol 30%-ra 15 perc alatt, majd
1 perc alatt 100%-ra, ahol 5 percig tartottuk, majd 1 perc alatt 0%-ra csokkentettiik, ahol 8
percig tartottuk. A homérséklet 40 °C-os volt, az aramlasi sebesség pedig 0,2 ml/perc. A
detektalas HCD hasznalataval pozitiv ionizaciés mdodban tortént, a 3. tdblazatnak megfelelden.
A kiértékelés soran a teriiletet a mért fehérjekoncentracioval korrigaltuk. Az eldkészitett

mintakbdl torténd analitikai méréseket Juranyi Eszter Petra kollégandm végezte.
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Analit | Prekurzor (m/z) | Fragmentum (m/2)
EZ:Faast modszer

metionin 278 190
34S-metionin 280 192
cisztein 336 190
343_cisztein 338 192
homocisztein 350 204
34S-homocisztein 352 206
cisztationin 479 230
34S_cisztationin 481 230
nehéz cisztein * 340 192
nehéz cisztationin* 483 230
cisztin 497 248
nehéz cisztin* 501 248,252
nehéz cisztin** 505 252
lantionin 465 174
nehéz lantionin * 469 174,178
nehéz lantionin ** 473 178
LMW médszer (Kinetex C18)

cisztein 299 121
cisztein-perszulfid 331 121
glutation 485 356
glutation-perszulfid 517 388
szulfid 389 252
LMW moédszer (Hypercarb)

cisztin 241 152
lantionin 209 120
cisztationin 223 134
oxidalt glutation 307 130
HMW modszer (Kinetex C18)

cisztein 299 121
cisztein-perszulfid 331 121
Taurin-hipotaurin médszer (Kinetex HILIC)

taurin 126 108
hipotaurin 109 92

2. tablazat | A tomegspektrometrias mérésekhez haszndl detektdldsi paramétereket

tartalmazo tablazat. A jelolt metionininnal végzett kisérletek esetén a jelolt, nehéz ként

tartalmazé analitokat 3*S-sel jeloltiik. A nehéz nitrogént (°N) és nehéz szenet (*°C)

tartalmazo analitokat az egyszeriiség kedvéert ,,nehéz” jelzovel illettiik és a jelolés mértéket

egy vagy ket csillaggal jeleztiik. A jeloletlen analitok kénnyii szenet, nitrogént és ként

tartalmaztak (*>C, N és 32S). A hasznalt roviditések: LMW (low molecular weight — Kis

molekulatomegii) és HMW (high molecular weight — nagy molekulatémegii).
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5.4.17. A taurin és a hipotaurin mérése

A letapadt sejteket két HBSS pufferrel torténd mosasi 1épést kovetden jéghideg 75%-0s metanol
oldatban tartuk fel. A xenograft tumormintak méréséhez nagyjabol 10-40 mg fagyasztva
poritott szdvetet hasznaltunk, melyet jéghideg metanolban tartunk fel. A 10 masodperces
szonikalasi 1épést kovetden a feliiliszot centrifugalassal valasztottuk el (14000 g, 10 perc, 4
°C). A feliiluszot 10%-os hangyasavval savanyitottuk, majd kétszeresére higitottuk 0,1%-0s
hangyasav-acetonitril oldatban. A sejtpelletet 1% SDS-t tartalmazé PBS pufferben 10 perces
szonikalasi 1épéssel tartuk fel, majd a centrifugalassal (14000g, 10 perc, 4 °C) elvalasztott
feliliszod fehérjetartalmat BCA-modszerrel hataroztuk meg. A folyadékkromatograffal
kapcsolt tomegspektrometrids mérések korabban publikalt modszer 2 alapjan, Thermo
Scientific LTQ-XL tomegspektométerrel kapcsolt Thermo Vanquish UHPLC rendszerrel és
Phenomenex Kinetex HILIC oszlopon (100 * 2,1 mm, 2,6 pm) tortént. A kiértékelés soran a
terliletet a mért fehérjekoncentracioval korrigaltuk. Az elékészitett mintakbol torténd analitikai

méréseket Juranyi Eszter Petra kolléganém végezte.
5.4.18. A tiolok mérése mono-bromo-biman (MBB) alkilezdszer hasznalataval

A letapadt sejteket PBS pufferrel egyszer mostuk, majd 1 mM mono-bromo-bimant (MBB)
tartalmazo pH 8,0-as PBS pufferben gytjtottiik 6ssze. Egy oran at 37 °C-on torténd inkubacid
soran alkileztiik és fluoreszcensen jeloltiik a tiol csoportokat. A reakciot 10 pl 50%-os triklorsav
hozzaadésaval allitottuk le, majd kicsapodott fehérjepelletet centrifugalassal valasztottuk el
(4000g, 5 perc, szobahdmérséklet), majd 4% SDS-t tartalmaz6 0.1M-os natrium-hidroxid

oldatban visszaoldottuk BCA modszerhez.

A feliiluszobol a szdrmazékok detektalasa fluoreszcens detektorral Thermo Ultimate 3000
HPLC rendszerrel tortént. Phenomenex Kinetex XB-C180 oszlopra (150 * 3 mm, 2,6 um) 5 ul
derivatizalt mintat injektaltunk, majd az elacio 0,1%-o0s trifluorecetsav-viz-oldattal (A) és 0,1%
trifluorecetsav-acetonitril-oldattal (B) tortént az alabbiak szerint: az aramlasi sebességet
0.24ml/percre allitottuk, a kezdeti 15% B-t 3 perc alatt 35%-ra emeltiik. 8,5 perc utan tovabb
emeltiik a B-t, méghozza 2 perc alatt 90%-ra, majd 1 percig ott tartottuk. Ezt kovetden 1 perc
alatt 15%-ra csokkentettiik és tovabbi 2 percig ekvilibraltuk 15% B mellett a kovetkezd

injektalasig.

A fluoreszcensen jeldlt analitok detektalasa 390 nm-es gerjesztési hullamhosszon és 475 nm-es

emisszios hullamhosszon tortént. A kvantifikacidé standard oldatok segitségével felallitott
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kalibracids egyenes alapjan tortént. A mintaelokészités nagy részét és az analitikai méréseket

Dr. Ditr6i Tamas kollégam végezte.

5.4.19. A fehérje perszulfidacié mérése tomegspektrométer segitségével

%1 alapjan tortént. Roviden

A vizsgalatok Akaike ¢és munkatarsai korabbi kozleménye
Osszefoglalva, a letapadt sejteket HBSS pufferrel mostuk, majd 5mM HPE-IAM-ot tartalmazé
RIPA lizispufferben, modszertdl fiiggéen 5 mM dimedon jelenlétében vagy tavollétében, 10
masodperces szonikalassal feltartuk. Centrifugalasi 1€pést kovetden (14000g, 10 perc, 4 °C)
100 pl feliiluszot somentesitettiink Zepa spin-0szlopok (7 kDa, 0,5 ml) segitségével. Az atfolyd
frakcid fehérjetartalmat BCA modszerrel mértiik, majd a somentesitett fehérjemintakat 5 mM
HPE-IAM alkilezoszerrel és oxidalt fehérjemodosulatok mérése esetén 5 mM dimedonnal
egészitettiik ki. Az egyforma toménységlire higitott somentesitett fehérjemintakat pH 5,0-6s 35
mM natrium-acetadt pufferben 3 mg/ml pronazzal 37 °C-on 1 oran at emésztettiik. Az
emésztetlen fehérjéket 10% triklorsav hozzdadasaval kicsaptuk, majd a feliiluszot
centrifugdlassal (14000g, 10 perc, szobahOmérséklet) valasztottuk el. A feliiluszot
folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrométerre injektaltuk és a derivatizalt analitokat
Phenomenex Kinetex C18 oszlopon, Thermo C-Exactive Focus Orbitrap tomegspektrométerrel
kapcsolt Thermo Vanquish UHPLC segitségével tortént. A detektalas pozitiv ionizacios

modban HCD hasznalataval tortént. Az elokészitett mintakbol torténd analitikai méréseket

Juranyi Eszter Petra kollégandm végezte.
5.4.20. A fehérje perszulfidacié gél alapu vizsgalata

A mérések alapjaul Doka ¢és munkatarsai kordbbi publikacidjaban szerepld fehérje
perszulfidaciot vizsgalatara szolgaldé modszer, a ProPerDP (Protein Persulfide Detection
Protocol) szolgalt 4, melyet apr6 modositasokkal hasznaltunk. Réviden, a letapadt sejteket
HBSS pufferrel torténé mosast kovetéen 1% CHAPS-ot, proteazgatlot és 5 mM EZ-Link
iodoacetyl-PEG2-biotint (IAB) tartalmazo6 pufferben tartuk fel. 15 masodperces szonikalast,
alkilezést (90 min, 37 °C, 600 rpm) és centrifugalast (14000 g, 10 min, 4 °C) kdvetden 150 pl
feliiliszot Zeba spin oszloppal (7 kDa, 0,5 ml) somentesitettiink. Az atfolyd frakcid
fehérjetartalmat BCA modszerrel mértiik. Az egyforma koncentracidjura higitott
fehérjemintakbol az alkilezett frakcio elvalasztdsa Pierce Streptavidin magneses gyongyok
segitségével tortént. Az affinitas alapi dusitast kdvetden haromszor mostuk a gyongyoket

TBST pufferrel, majd a kiindulasi perszulfid-frakciot 30 pl 25 mM ditiotreitol hozzadadasaval

nyertlik ki 1 6rds szobahdmérsékleten torténd redukcios 1épéssel. A mintakat 10 pl négyszeres
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Laemmli pufferrel egészitettiik ki, majd 95 °C-on 5 perc alatt denaturaltuk. A perszulfid
frakciobol 30 pl-t vittlink fel poliakrilamid gélre. Az SDS-PAGE-t kovetéen a fehérje-
perszulfidok detektalasa eziistfestéssel tortént (Proteo-Silver Plus Silver Stain Kit). A
sejtlizatumok teljes fehérjetartalmanak meghatarozasara Coomassie-festést hasznaltunk a

gyarto utasitasai szerint. Ezen méréseket Szatmari Réka Zsuzsanna kollégandm végezte.
5.4.21. A fehérje perszulfidacio vizsgalata proteomikai megkozelitéssel

Az ezistfestést kovetden annal a molekulatomegnél, ahol kezelés hatasara kiilonbséget
talaltunk, kivagtuk a gélbdl az értintett teriiletet és festékmentesitettiik Proteo-Silver Plus Silver
Stain készlet segitségével. A géldarabokat ditiotreitollal redukaltuk, jodacetamiddal alkileztiik,
végiil tripszinnel emésztettiik a Kaliforniai Egyetem (San Francisco, Amerikai Egyesiilt
Allamok) Tomegspektrometriai Létesitményének ajanlasa szerint 5% Az emésztett
fehérjemintakat somentesitettiik C18-as spinoszlopok segitségével. A szdrazra parolt triptikus
peptideket 16 ul 0,1% hangyasavat €s 3% acetonitrilt tartalmazo vizes oldatban visszaoldottuk,
majd 8 pl mintdt injektaltunk UltiMate 3000 RSLCnano folyadékkromatograffal kapcsolt
Orbitrap Exploris 240 tomegspektrométerre. Az analitokat Acclaim PepMap 100 C18 (0,1 x
200 mm) oszlopon koncentraltuk 0,1% hangyasavat tartalmazo 1%-0s acetonitril oldatban 20
ul/perc aramlasi sebességgel 2 percen keresztiil, majd Thermo Scientific EASY-spray PepMap
RSLC C18 (0,075 x 500 mm, 2 um) oszlopon linearis gradiens elucidval vélasztottuk el. Az
,A” eluens 0,1%-o0s hangyasav vizes oldata, mig a ,,B” eluens 0,1%-0s hangyasav acetonitriles
oldata volt. Az dramlasi sebesség 250 nl/perc, az oszlop hémérséklete 40 °C volt. A kezdeti 3%
B eluenst linearisan emeltiik 40%-ra 120 perc alatt. Az ionizaci6 elektrospray ionizéacioval
tortént 2 kV energiaval pozitiv ionizdcios mdodban. A spektrumok felvételéhez adatfiiggd
adatgy(ijtési modszert alkalmaztunk, mely soran a prekurzor ionokat 350-2000 m/z
tartomdnyban monitoroztuk, 60000 felbontassal. A 20 legintenzivebb prekurzor ion
kivalasztasa utan ezek MS/MS fragmentacidja 30% HCD iitkdzési energidval, tortént, a
fragmenseket 1 m/z izolacios ablakkal, 15000 felbontassal monitoroztuk. A fragmentacié eldtt
a prekurzor ionokat intenzitasuk (1x10%) és toltésiik (2-4) alapjan sziirtiik, 60 s idétartamu

kizarasi listat alkalmazva.

A peptidek és a fehérjék lekeresését a Swissprot adatbazisaban (hozzaférés datuma: 2024.
oktober) végeztiik egy hdzon beliili 2.6.2 verzidju Mascot szerver segitségével. A tomegek
hatarértékét 10 és 20 ppm-re allitottuk a prekurzor és a fragment ionokra nézve, egy tévesztést

engedélyezve. A karbamido-metilaciot kotottnek tekintettiik, mig a metionin-oxidaciot valtozo
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modosulatnak tekintettilk. A hamis taldlati ardnyt 1%-ra allitottuk decoy adatbazis alapjan.

Ezen méréseket €s a lekereséseket Szatmari Réka Zsuzsanna kollégandm végezte.
5.4.22. Statisztikai modszerek

A statisztikai analizist a Graphpad Prism 8 szoftverrel végeztiik. A hasznalt statisztikai teszteket
az abrafeliratokban tiintettiik fel. Normalitasvizsgalathoz a Shapiro-Wilk tesztet, a variancia
vizsgalatara pedig a Bartlett tesztet hasznaltuk. Két csoport esetén az Osszehasonlitas az
adatsorok eloszlasatol és a varianciatol fiiggden Student-féle t-teszttel és Mann-Whitney u-
teszttel tortént, kivéve a Western blotok vizsgalata esetén, ahol paros t-probat hasznaltunk.
Tobb csoport dsszehasonlitasa esetén eloszlastol €s varianciatol fliggden egyutas ANOVA-t €s
Dunnett-tesztet hasznaltunk. Az adatokat atlag + szoras formatumban tiintettiik fel, kivéve, ha
ezt az abrafelirat kiilon jelzi. A szignifikancia szintje az alabbi volt: *p < 0,05; **p <0,01; ***p

<0,001.
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6. Eredmények

6.1. Az in vitro modell felallitasa és karakterizalasa

A V600E mutaciot hordozé B-Raf és a MEK1/2 fehérjék dabrafenibbel és trametinibbel (a
tovabbiakban DT) torténd gatlasat kovetden a melandmasejtek egy része programozott
sejthalallal elpusztul, mig egy masik része nyugalmi allapotban atvészeli a kezelést. Ezeket a
terapiat talélé, de nem osztodd sejteket perziszter sejteknek nevezziik. A dabrafenib-
trametinibre rezisztens (a tovabbiakban DTR) sejtvonalat ugy hoztuk Ilétre, hogy a
gyogyszerdozist fokozatosan noveltiik, amig a sejtek osztodni nem kezdtek és végiil elérték a
terapia-naiv (a tovabbiakban kontroll) sejtekre jellemz6 proliferacios ratat (5/A abra). Munkank
soran egyrészt a DT kezelés akut hatdsat vizsgaltuk, tehat a perziszter sejtekben bekovetkezett
valtozdsokat, masrészt a szerzett rezisztencia kialakulasa sordn végbement véltozasokat. A

detektalt valtozasokat a terapia-naiv kontroll sejtekhez viszonyitottuk.

A B _ A375 Ctrl A375DTR
IB: 1 2 3 1 2 3 Kezelés/megvonas [nap]
- 4+ + + + - - - DT

= In vitro proliferacio p(S217/221)- P
3 40- MEK1/2 —
g a0l Ctrl MEK1/2 [(——— === |
[ o -
g ~ DTRw/o DT p(T202/204)- —
§ 204 © DTR+DT ERK1Z L= —
% - Ctrl+DT
= 104 ERK1I2 (=== |
S
50 e PSATIAKE [ e = = —|
x 2 4 6 -

Id8 [nap] At [ e e = e

béta-aktin | == = — e o o — |

5. dabra | A dabrafenib-trametinibre rezisztens (DTR) A375 sejtvonal létrehozdsa. (A) A
terdpia-naiv kezeletlen és DT-vel kezelt kontroll (Ctrl), illetve kezeletlen és DT-vel kezelt
rezisztens sejtvonalak osztoddasanak o6sszehasonlitasa SRB modszer segitségével. (B) A
MEKI1/2, az ERKI1/2 és az Akt foszforilaciojanak vizsgalata a DT kezelés hatasara és a
rezisztencia kialakulasa soran Western blot technikdval. A kontroll sejteket 1-3 napig kezeltiik
DT-vel, mig a rezisztens sejtektol ugyanennyi idore megvontuk a gyogyszereket. A gélre torténo
feltoltés ellendrzéséhez béta-aktin antitestet hasznaltunk. A Western blot eredmények

kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.

A terapia-naiv kontroll sejteket DT-vel kezelve a MEK1/2 foszforilacioja a 217-es és a 221-es
szerin oldallancokon (p-MEK1/2) és az ERK1/2 foszforilacidja a 202-es és a 204-es treonin
oldallancokon (p-ERK1/2) jelentds mértékben lecsokkent 72 6rés kezelést kdvetden (5/B dbra).
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Ezzel szemben a DTR vonal esetén a MEK1/2 és ERKI1/2 foszforilacidja DT kezelés
jelenlétében is detektalhatd volt, mig az Akt foszforildcidja a 473-as szerin oldallancon a
rezisztens sejtekben jelentds mértékben megnétt (5/B abra). Ez azt jelenti, hogy a rezisztencia
soran az PI3K/Akt utvonal aktivalodik, illetve a MAPK utvonal részlegesen visszanyeri

crcr

Osszhangban all korabbi kdzleményekkel, melyek a PI3K/Akt utvonal szerepérdl szamolnak be

MAPK inhibitorokra rezisztens melanoma esetén 82324,

6.2. Valtozasok a sejtek redox rendszereiben a MAPK gatlas
kovetkeztében

6.2.1. Oxidativ stressz a MAPK gatlas hatasara

Annak érdekében, hogy a DT kezelés €és a rezisztencia kialakulasa révén bekovetkezett
génexpresszios valtozasokat azonositsuk, reverz transzkripcios kvantitativ PCR-ral vizsgaltuk
a szerzett rezisztenciaban altalaban szerepet jatszo gének expresszidjat. Analizisiink sordn azt
talaltuk, hogy szamos citokrom 450 (CYP) fehérjecsaladba tartozo gén magasabb expressziot
mutat DT kezelés kovetkeztében. Koziilik a CYP1B1 és a CYP2F1 a DTR sejtekben is
magasabbnak bizonyult a kezeletlen kontroll sejtekhez képest (6/A abra). A CYP fehérjék
monooxigenazok, melyek a kiilonbozé gyodgyszermolekuldk semlegesitése mellett ROS-t
termelnek, igy novelve a sejtekben az oxidativ terhelést 7. A redox homeosztazis fenntartisa
érdekében az emelkedett termelés altaldban fokozott lebontdssal parosul, mely az oxidativ
agensek emelkedett fluxusat vonja maga utan és nem feltétleniil jelent magas egyenstlyi ROS

szinteket.

Korabbi publikaciok utaltak a MAPK utvonal gatlasa és az oxidativ stressz kozotti
Osszefiiggésre 323356118 Mivel a ROS mérésére hasznalt modszerek nagyon érzékenyek és a
kapott eredményeket kelld dvatossaggal kell kezelni, mi arra voltunk kivancsiak, hogy a DT
kezelés hatassal van-e a fehérjék oxidacidjara és az oxidativ stressz altal kivaltott DNS
kérosodasra. A Prx-ek a sejtek minden kompartmentjében nagy koncentracioban jelenlévd
fehérjék, melyek a hidrogén-peroxiddal reagalnak. A Prx-ek tulzott oxidacidja, tehat a Cys
oldallancokon a szulfin- és szulfonsav (Prx-SO2.3) modosulat megjelenése markans oxidativ
terhelést fémjelez, mely robusztusan mérhetd. A szulfonsav képzddése egy irreverzibilis

crer

eltiinteti. A markans oxidativ terhelés alatt all6 sejtekben azonban ez a forma felhalmozodik.
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Tovéabba az oxidativ stressz hatasara keletkezett DNS karosodas a fehérjék PAR-ilacidjahoz

vezet, melyet szintén megbizhatoan lehet mérni.
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6. dbra | A DT kezelés kovetkeztében kialakult oxidativ stressz vizsgdalata A375 sejtvonalban.
(A) 4 citokrom P450 (CYP) gének expressziojanak vizsgalata reverz transzkripcios kvantitativ
PCR segitségével terdapia-naiv kezeletlen és DT-Vel kezelt kontroll (Ctrl), illetve kezeletlen és
DT-vel kezelt rezisztens (DTR) sejtekben. (B) A peroxiredoxinok irreverzibilis oxidativ
modosulatat, a peroxiredoxin-szulfin- és szulfonsavat (Prx-SO2-3) Western blot technikaval
meértiik hidrogén-peroxid (H202) kezelést és/vagy DT kezelést kévetéen. (C) A poli-ADP-
ribozilaciot (PAR-ilacio) Western blot modszerrel mértiik H202 kezelést és/vagy DT kezelést

kovetoen. A Western blot eredmények kiértékelése megtaldlhato a Fiiggelékben.

Ezen vizsgalataink sordn a fenti gondolatmenettel 6sszhangban azt talaltuk, hogy bar a DT
kezelés onmagaban nem okozott emelkedést a Prx-SO2-3 szintjében (6/B abra) és az oxidativ
terhelés kovetkeztében kialakult PAR-ilacid mértékében (6/C abra), hidrogén-peroxid (H202)
kezeléssel kombinalva azt lattuk, hogy a DT-vel és H20-vel egylittesen kezelt sejtekben sokkal
magasabb a Prx-SO..3 és a PAR-ilaci6 mértéke, mint a kizarolag H202-vel kezelt sejtekben.

Ezen észleléseink 0j megkozelitéssel és modszerekkel tdmasztottak ald kordbbi tanulmanyok
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¢észleléseit, melyek a melanomasejtekben MAPK gatlasra bekovetkezett oxidativ stresszrol
irnak 32336 tovabba megmutattak, hogy a DT kezelés kihatdssal van a fehérjék oxidaciojara és

az oxidativ stressz okozta DNS karosodasra.
6.2.2. Enzimszintvaltozasok az antioxidans védelmi rendszerben

Az emelkedett oxidativ terhelés ellenstlyozasa érdekében a melanomasejtekben a DT kezelés
kovetkeztében szdmos védelmi kulcsenzim szintjében emelkedést tapasztaltunk. Ilyen példaul
a szuperoxid-diszmutaz 2 (SOD2) és a tioredoxin-reduktaz 1 (TrxR1), melyek mind a DT-vel
kezelt kontroll, mind a DTR sejtekben magasabb szintet mutattak. A katalaz, a 14 kDa-0s
tioredoxin-szerti fehérje (TRP14, thioredoxin-related protein 14), a GPX1 és 4 emelkedett
expressziot mutattak DT kezelés hatasara, mig a DTR sejtekben ezek szintje visszacsokkent a

kezeletlen kontroll szintjére (7/A é4bra).

A redukalderdt ezen redox rendszerek miikddtetéséhez a TrxR és a GR fehérjéken keresztiil a
NADPH szolgaltatja, melyet a sejtek elsdsorban a pentdz-foszfat uton keresztiil allitjak elé a
gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PD) fehérje révén. A megemelkedett antioxidans igénnyel
osszhangban DT kezelés kovetkeztében emelkedést talaltunk a G6PD fehérje szintjében is (7/A
abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DT kezelés alatt allo sejtek széleskorti valaszt
adnak az oxidativ stresszre. Ez 0sszhangban all azzal, hogy a sejteket dnmagaban DT-vel
kezelve nem tapasztaltunk emelkedést a Prx-SO23 és a PAR-ilacid szintjében, hiszen az
aktivalodott védelmi rendszerek ezeket kozOombositeni tudjak a perziszter sejtek tulélése

érdekében.

A pentdz-foszfat ut és a glikolizis kozotti anyagceserefluxus szigortian szabalyozott a sejtek
anyagcsereigényeinek megfeleléen, melyben a PFKFB 3 és 4 fehérjéknek fontos szerep jut. A
PFKFB3 kinaz aktivitasa révén a glikolizis, mig a PFKFB4 foszfataz aktivitasa révén a pentdz-
foszfat Gt mitkodését fokozza *. Jelen munkank sordan a PFKB3 és 4 szintjét vizsgalva azt
talaltuk, hogy a melanémasejteket DT-vel kezelve a PFKFB4 szintje megemelkedett, mig a
PFKFB3 szintje lecsokkent, ami arra utal, hogy a sejteknek sokkal nagyobb sziiksége van az
oxidativ stressz ellensulyozasahoz sziikséges NADPH-t termelé folyamatra, mint a
sejtosztddashoz sziikséges glikolizis aktivitasara. A rezisztens sejtekben a PFKFB3 és 4 szintek
gyakorlatilag ,,visszaalltak™ a terapia-naiv sejtekben mért szintekre, mely a DT-vel akut kezelt
sejtekhez képest egy sokkal kiegyensulyozottabb redox kornyezetet feltételez (7/B abra).
Tovabba a rezisztens sejtek mar visszanyerték osztodasi képességiiket (5/A abra), melyhez a

glikolizis helyreallt miikodése elengedhetetlen.
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7. abra | A DT kezelés hatdasanak vizsgalata a sejtek redox homeosztazisara és mitokondridlis
miikodésére. (A) Az oxidativ stresszel szembeni védelemben szerepet jatszo fehérjék szintjének
vizsgalata Western blot technikdaval a DT kezelés hatasara terdpia-naiv (Ctrl) és DT-re
rezisztens (DTR) A375 sejtekben. (B) 4 glikolizis és pentoz-foszfat ut kozotti fluxust szabalyozo
6-foszfofrukto-2-kindz 3 és 4 (PFKFB3,4) fehérjék vizsgalata a DT kezelés kovetkeztében
Western blot technikdaval. (C-D) A DT kezelés hatdisdanak vizsgdlata a sejtek glikolitikus
aktivitasdra (C) és a sejtlégzés miikodésére (D) Seahorse sejtanalizdtor segitségével. (E) A DT
kezelés hatasanak vizsgalata Western blot technikaval a citromsavciklus azon enzimjeinek
szintjében, melyek a NADH és FADH> termelésében jatszanak szerepet. Egyéb roviditések:
oxigenfogyas rataja (OCR), extracellularis savanyitasi rata (ECAR), szukcinat-dehidrogendz
A (SDHA), piruvat-dehidrogenaz (PDH), dihidrolipoamid-szukcinil-transzferaz (DLST), 2-
oxoglutarat-dehidrogendz (OGDH). A Western blot eredmények kiértékelése megtalalhato a

Fiiggelékben.
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6.3. Anyagcsere-valtozasok a melanomasejtekben DT kezelés hatasara
6.3.1. A DT Kkezelés hatasa a melanémasejtek energiatermelésére

A glikolizis és a pentdz-foszfat Gt szabalyozéasaban szerepet jatsz6 PFKFB3 és 4 fehérjék
szintjében mért valtozasokkal Osszhangban a sejtek glikolitikus aktivitasat vizsgalva azt
talaltuk, hogy a DT kezelés hataséara a glikolizis mértéke csokkent, mig a rezisztens sejtekben
helyredllt a terapia-naiv sejtekben mért szintre (7/C abra). Ez 6sszhangban all azzal, hogy a
DTR sejtek a DT jelenlétében is képesek a terapia-naiv melandmasejtekhez hasonlé mértékben

osztddni, melyhez az aerob glikolizis helyreallt miikodése elengedhetetlen.

Mas kutatocsoportokkal dsszhangban 3233

, @ sajat modellrendszerlinkben azt talaltuk, hogy a
DT kezelés hatasara megemelkedett a melanomasejtek mitokondrialis 1égzési kapacitasa (7/D
abra), és a citromsavciklusban résztvevo szadmos fehérje szintje (7/E abra). A fokozott
mitokondrialis 1égzés a fokozott CYP miikddés mellett (6/A abra) kivaltooka lehet a
megemelkedett oxidativ terhelésnek (6/B és C abrak). A rezisztens sejtekben emelkedett
sejtlégzést tapasztaltunk, illetve emelkedett a PDH ¢és a szukcinat-dehidrogenaz A (SDHA)
szintje (7/E abra), emellett azonban helyreallt a sejtek glikolitikus aktivitasa (7/C abra). Ezek
az eredményeink konzisztensek a PFKFB3 ¢€s 4 fehérjék szintjében bekdvetkezett valtozasokkal
(7/B ébra). A rezisztens sejtek az emelkedett sejtlégzés okozta megndvekedett ROS termelést

képesek ellensulyozni, és ebben a kiegyenstlyozottabb redox kornyezetben képesek

visszanyerni az osztddashoz sziikséges glikolitikus aktivitasukat.
6.3.2. A glutamin-anyagcserében bekovetkezett valtozasok

Ezt kovetden a modellrendszeriinket célzott aminosav-analizisnek vetettiik ald, mely soran
eltéréseket tapasztaltunk a glutamin, az aszparagin €s az aszpartat intracellularis szintj¢ben DT
kezelés hatésara, illetve a DTR sejtekben egyarant. Ezen aminosavak anyagcseréje szorosan
kapcsolddik a citromsavciklus miikddéséhez, illetve az elektrontranszportlanc mitkodtetéséhez
szilkséges NADH egyensuly fenntartasahoz, melyben a citoplazma és a mitokondrialis matrix

kozott miikodo malat-aszpartat inga elengedhetetlen (8/A abra).
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8. dbra | A DT kezelés glutamin-anyagcserére gyakorolt hatasanak vizsgalata. (A) A malat-
aszpartat inga miikodését bemutato egyszerisitett abra, illetve a szerepet jatszo
anyagcseretermékek (feketével) és enzimek (kékkel), kiegészitve az aszparat-aszparagin
dtalakulasban szerepet jatszé anyagcseretermékekkel (sziirkével) és enzimmel (zolddel). A
mitokondrium kettés membradnjat abrdn az egyszeriiség kedvéért egy membran jeloli. (B) A
glutamin, az aszparagin (Asn) és az aszpartat (Asp) intracellularis szintjének vizsgalata a DT
kezelés kovetkeztében EZ:faast aminosav-analizis készlet hasznalataval. (C) A glutamin
felvetelének meghatarozasa, illetve az aszparagin és az aszpartdt sejten kiviili térbol torténo
mérése EZ:faast aminosav-analizis készlet hasznalataval. (D) A glutamin (Gin) termelése és
hasznositasa a kiilonbozo anyagcsere-utvonalak altal. (E) A glutamin és a glutamat
atalakulasaban szerepet jatszo fehérjeket kodolo genek expressziojanak vizsgalata reverz
transzkripcios kvantitativ PCR segitségével. Egyéb roviditések: MDH (malat-dehidrogendz),
GOT (aszpartat-aminotranszferaz), ASNS (aszparagin-szintetdz), GLS (glutamindz), GLUL
(glutamin-szintetaz), aGK (alfa-ketoglutardt).

Aminosav-analizisiink soran azt talaltuk, hogy a DT kezelés hatasara megemelkedett a
sejtekben a glutamin, aszparagin és az aszpartat szintje, mig a rezisztens sejtekben az aszpartat
enyhén emelkedett szintjét tapasztaltuk (8/B abra). Emellett a sejtek tapoldatabdl torténd
méréssel azt talaltuk, hogy mind a DT-vel kezelt, mind a DTR sejtek tobb glutamint vettek fel
az extracellularis térb6l. A DT-vel kezelt kontroll sejtek esetén emelkedést tapasztaltunk az
aszparagin szintjében a sejtmédiumban, mig a rezisztens sejtekben az aszparagin és az aszpartat
szintje is megnétt a médiumban (8/C abra). Ez azért kiemelkedden fontos, mert az aszpartat és
a glutamat aminosavak fontos szerepet jatszanak malat-aszpartat inga mitkodésében, mely a
citoszol és a mitokondrium kozotti NADH egyensuly fenntartasahoz elengedhetetlen (8/A
abra).

A glutamat az alfa-ketoglutarat termelése mellett a CySSCy extracellularis térb6l torténd
felvételéhez sziikséges, illetve a GSH szintéziséhez elengedhetetlen, mely kulcsfontossagu a
redox egyensuly fenntartasaban (8/D abra). Az emelkedett glutaminfelvétel, a citromsavciklus
fokozott miikodése és az emelkedett oxidativ stressz megndvekedett glutamatigényre utaltak,
igy megvizsgaltuk a glutamin-glutamat atalakuldsban szerepet jatsz6 gének expresszidjat. A
glutamin-szintetaz (GLUL) a glutamatbdl glutamint, mig a glutaminaz 1 és 2 (GLS1,2) a
glutaminbol allitanak el glutamatot (8/D &bra). Azt taldltuk, hogy DT-vel torténd kezelés
hatasara megemelkedett a GLS1 és 2 expresszidja a kontroll sejtekhez képest, mig a DTR

sejtekben a GLUL expresszidja csokkent a kezeletlen kontroll sejtekhez képest (8/E abra). Ezek
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az ¢észlelések arra utalnak, hogy mind a DT kezelés alatt allo terapidra érzékeny sejteknek, mind
a terdpiara rezisztens sejteknek nagy sziiksége van a glutamatra, azonban az emelkedett
glutamatsziikségletiiket mashogy fedezik: a DT-vel kezelt sejtek fokozzdk a szintézist, mig a
DTR sejtek csokkentik a glutaminna torténé visszaalakulast (8/E abra). Korabbi
tanulmanyokban megmutattdk, hogy a glikéz ¢és a glutamin anyagcseréjének
34,119

atprogramozasanak fontos szerep jut a B-Raf inhibitorokra rezisztens melanomasejtekben

melyek Osszhangban éllnak jelen észleléseinkkel.
6.4. A cisztein-anyagcsere atprogramozasa
6.4.1. A megemelkedett cisztinsziikséglet

A B-Raf V600E inhibitorokra rezisztens melanémasejteknél korabban megfigyelték, hogy a
CySSCy felvételéért felelos xc antiporter xCT alegységének transzkripcios gatlasara
érzékenyek °°. Ezzel dsszhangban azt talaltuk, hogy a DTR sejtek valoban érzékenyebbek
voltak a CySSCy megvonasara (9/A abra), azonban csupan akkor, ha a sejtmédiumbol hianyzott
a natrium-szelenit (9/B abra). Ennek a hatterében az allhat, hogy a szelenit sziikséges a szeleno-
cisztein, és ezaltal a szelenofehérjék szintéziséhez, melyek koziil a TrxR, illetve a GPX 1 és 4
elengedhetetlenek a redox homeosztazis fenntartasahoz. Ahogy ezt a korabbiakban
megmutattuk, mindharom szelefonfehérje szintje megemelkedett DT kezelés hatasara, illetve a
rezisztens sejtekben a TrxR1 mutatott magas expressziot, jelezve, hogy a kezelés alatt allo
sejteknek sziiksége van ezek miikddésére (7/A abra). Tovabba a GPX4 egyike a ferroptotikus
sejthalal elleni védelem kulcsfehérjéinek, ezaltal aktivitasanak csokkenése tovabb fokozza a
ferroptozisra vald érzékenységet >3, Normdl koriilmények kozott az emberi szervezet
elegend6 szelenithez jut, igy a szelenofehérjék kiegyensulyozott miikodése adott a megfeleld
sejtmiikddés biztositdsahoz. A sejtkultirdk fenntartasahoz hasznalt médiumok azonban
altalaban nem tartalmaznak elegendé szelenitet a fiziologias miikkodéshez. Annak érdekében,
hogy a sejtek redox rendszerei megfelelden mikddjenek, mi kiegészitjilk a sejtmédiumot
natrium-szelenittel. Egy kovetkez6 kisérletben megvizsgaltuk, hogy mi torténik a TrxR1 és a
GPX1 és 4 fehérjék szintjével szelenit-megvonas hatasara és azt talaltuk, hogy mar 24 6ra
elteltével jelentdsen lecsokkent mindharom enzim szintje (9/C abra). Ez 6sszhangban all azzal,
hogy a rezisztens sejteknél az érzékenység CySSCy megvondssal szemben a szelenit-

megvonassal valik markanssa.
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9. dbra | A cisztin felvételének jelentisége a DT rezisztencia kialakuldsa sordn. (A) A cisztin
(CySSCy) megvonas hatasa a melanomasejtek tulélésére szelenit (Se) megvondasa esetén. (B) A
cisztin megvonds tulélésre gyakorolt hatdsa a terapia-naiv és a DT-vel kezelt kontroll (felsé két
diagram), illetve a DTR (also ket diagram) A375 sejtek esetén szelén jelenlétében és
tavolleteben. (C) A szelenofehérjék szintjéeben bekovetkezett valtozasok vizsgalata
szelénmegvonas kovetkeztében Western blot technikdaval terapia-naiv kontroll és DTR
sejtekben. (D) Az xc antiporter miikédésének vizsgalata EZ:faast aminosav-analizis készlet
segitsegevel a CySSCy sejtmédiumbol tortéené fogyasa és a glutamat (Glu) szintjének
emelkedése altal. (E-F) Az Xc antiportert gatlo erastin sejtosztodasra kifejtett hatdsa terdpia-
naiv kontroll (E) és DT-vel egyiittesen kezelt (F) A375 sejtek esetén. (G) A redox védelemben
szerepet jatszo intracellularis glutation (GSH) szintjének mérése folyadékkromatograffal
kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént. (H) A kiilonbozé gyogyszermolekulak
kozombdositéséért felelos GST-pi expresszidjanak vizsgalata Western blot technikaval. A

Western blot eredmények kiértékelése megtaldalhato a Fiiggelékben.

Hasonléan Wang és munkatarsai kozleményéhez *, a sejtek CySSCy felvételét vizsgalva azt
talaltuk, hogy mind a DT-vel kezelt, mind a DTR sejtek tobb CySSCy-t vettek fel az
extracellularis térbdl a terapia-naiv sejtekhez képest (9/D abra). Tovabba az x.” antiportert gatlo
erastint olyan koncentracioban alkalmazva, mely a terapia-naiv kontroll sejtek osztodasat nem
befolyasolta (9/E ébra) a DT terdpiaval egylittesen késleltetni tudtuk a rezisztencia kialakulasat
(9/F abra). Ez azt mutatja, hogy nem csupan a rezisztens sejteknek, hanem a DT-vel kezelt
perziszter sejteknek is nagy sziiksége van a CySSCy-re az €letben maradashoz és a szerzett

rezisztencia kialakulasahoz.

A rezisztens sejtekben tovabba emelkedett intracelluldris GSH szinteket mértiink (9/G ébra),
mely szintéziséhez a Cys elengedhetetlen szubsztrat. A GSH a GPX-ek ¢és egyéb redox-aktiv
enzimek mikodése mellett sziikséges a glutation-S-transzferaz (GST) fehérjék funkcidjahoz,
melyek a kiilonb6z6 xenobiotikumok koézombositésében jatszanak fontos szerepet, ezaltal
hozzjarulva az egyes daganattipusokban a kiilonbdzé rezisztenciamechanizmusokhoz 121122,
A GST-pi szintjét vizsgalva valoban azt talaltuk, hogy a DT kezelés hatasara megemelkedett és
a rezisztens sejtekben is magasabb maradt, mint a kontroll sejtekben (9/H dabra), tehat

valosziniisithetd, hogy a GSH-t a terdpia alatt 4ll6 melanémasejtek részben a

gyogyszermolekuldk semlegesitésére hasznaljak.
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6.4.2. A kéntartalmu metabolitok termelése

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy az emelkedett CySSCy felvétel mellett hogyan befolyasolja
a DT kezelés a melanomasejtekben a Cys anyagcseréjét. A felvételét kovetéen a CySSCy a
citoszolban a tioredoxin rendszer altal hamar Cys-né redukalodik %'. A GSH szintézise mellett
a Cys-t a sejtek szamos redox aktiv molekula szintézisére hasznaljak. Erdekes modon azonban
a megemelkedett CySSCy felvétel ellenére az intracellularis kéntartalm(i metabolitok szintjét
vizsgalva azt talaltuk, hogy a Cys szintje sokkal alacsonyabb volt a DT-vel kezelt kontroll és a
DTR sejtekben, mint a terapia-naiv sejtekben (10/A abra). Az alapjan, hogy a DT kezelés alatt
allo sejtek tobb CySSCy-t vesznek fel mégis a Cys intracellularis szintje alacsonyabb arra
kovetkeztettiink, hogy DT kezelés hatasara megemelkedik a Cys anyagcserefluxusa. Az
intracellularis CySSCy szinteket vizsgalva azt lattuk, hogy DT kezelés hatasara a CySSCy
szintje mintegy négyszeresére nott a kontroll sejtekhez képest (10/A éabra), és a CySSCy/Cys
arany is jelentésen magasabb volt, mint normal kortilmények kozott (10/B abra). Ezek az
észlelések Osszhangban allnak a koradbban ismertetett eredményeinkkel, hogy DT kezelésre
megn6 a CySSCy felvétele és fokozdodik az oxidativ terhelés, tehat eltolodik az oxidalt/redukalt

arany.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a Cys termelésében szerepet jatszd transzszulfurdcios ut két 6
enzimjének szintjét és meglepd modon azt talaltuk, hogy DT kezelés hatasara a CBS szintje
jelentdsen lecsokkent, mig a CSE szintje megndtt. A DTR sejtekben egy ellentétes mintazatot
figyeltiink meg, a CSE szintje lecsokkent, mig a CBS szintje megemelkedett a terapia-naiv
kontroll szintjére (10/C abra). Ez az észlelés azért volt érdekes, mert eddigi eredményeink
alapjan ugy tlnt, hogy a Cys sziikséges a DT kezelés alatt allo sejtek taléléséhez, azonban a
Cys termeléséhez (kanonikus funkcié) a CSE és CBS fehérjék egyiittes miikodésére lenne
szlikség, hiszen ezek egymast kovetd reakciolépéseket katalizalnak (3. abra, I-es és II-es

reakciok).
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10. dbra | A cisztein-anyagcserében bekivetkezett viltozdasok DT kezelés kivetkeztében. (A-
B) Az intracellularis cisztein (Cys), cisztin (CySSCy) és cisztein-perszulfid (Cys-SSH)
intracellularis szintjében (A) és oxidalt/redukalt aranyaban (B) bekovetkezett valtozdsok
folyadékkromatogrdffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént. (C) A Cys, HaS és Cys-
SSH termelésében szerepet jatszo fehérjék szintjének vizsgalata DT kezelés kovetkeztében és a
rezisztencia kialakuldsa Western blot modszerrel. (D) A sejtek szulfan kén tartalmdnak
vizsgalata DT kezelés hatdsara élosejtes fluoreszcens mikroszkopiaval SSP4  festék
hasznalataval. (E-F) A H2S, HxS: és GSSH szintjének vizsgalata folyadékkromatograffal
kapcsolt tandem tomegspektrométerrel (E) és fluoreszcens jeloléses kromatogrdfias modszerrel

(F) tortént. A Western blot eredmények kiértékelése megtaldlhato a Fiiggelékben.
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A CSE ¢és a CBS kanonikus funkciojuk mellett szerepet jatszanak a reaktiv kén szarmazékok
termelésében egymastol fliggetleniil, kiillonb6zd reakcidlépéseken keresztiil (3. abra, III-1X.
reakciok) %%, Valoban a DT-vel kezelt sejtekben megemelkedett a szulfan kén mennyisége
(10/D ébra), valamint a kis molekulatomegii Cys-SSH, a H2S és a H»S; szintjében emelkedést
talaltunk, mig a GSSH-nak mind a DT-vel kezelt, mind a DTR sejtekben magasabb szintjét
mértiik (10/A, F és G abrak). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DT kezelés okozta
valtozdsok a CSE ¢és CBS szintjében valdjaban a reaktiv kén szarmazékokat termeld

funkcidjukhoz kotheto.

A CSE ¢és CBS mellett a merkapto-piruvat-szulfur-transzferaz (MPST) fehérje is termel HoS-ot
63,123,124 e

hatasara a citoszolikus MPST szintje (fels sav) enyhén megemelkedett (10/C abra), ezaltal az
MPST hozzajarulhat DT-vel kezelt sejtekben mért emelkedett H2S szintekhez. Azonban a H2S
az MPST fehérjén keresztiili termeléséhez 3-merkaptopiruvatra van sziikség, melyet a sejtek az
aszpartat-amino-transzferaz (GOT) fehérjéken keresztiil termelnek. Tekintettel arra, hogy az

GOT-ok szamara az aszpartat a preferalt szubsztrat 912

, s ahogy korabban megmutattuk az
aszpartat szintje DT kezelés hatdsara jelentds mértékben megnovekedett (8/B ébra), azt
feltételezziik, hogy ilyen koriilmények kozott nem a 3-merkapto-piruvat GOT-ok altali
termelése lesz a meghatarozo, tehat az emelkedett HoS szint feltehetéen nem az MPST-nek

tulajdonithato.

Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy a CSE és CBS szintekben bekovetkezett valtozasok mogott
a reaktiv kén szarmazékok termelése all, és altaluk a melanomasejtek védelme és a

sejtanyagcsere szabalyozasa.
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6.4.3. A cisztein lebonto6 atvonal

A CDO a Cys-t cisztein-szulfinsavva (Cys-SO.H) alakitja, melyet vagy a GOT-ok alakitjak
tovabb szulfitta, vagy a cisztein-szulfinsav-dekarboxilaz (CSAD) alakitja hipotaurinna. A
hipotaurinb6l a hipotaurin-dehidrogendzon keresztiil taurin képzédik (11/A abra), mely egy
kéntartalmii aminosav kevéssé ismert onkologiai funkciokkal . A GOT 1 és 2 enzimek
szintjét vizsgalva nem talaltunk kiilonbséget DT kezelés hatdsara (11/B abra). A CDO és CSAD
expressziojat vizsgalva viszont azt talaltuk, hogy DT kezelés hatasara a CSAD expresszidja 7-
szeresére nott, mig DTR sejtekben a CSAD masfélszeresére, a CDO pedig mintegy 20-
szorosara emelkedett (11/C abra). Emellett mind a DT-vel kezelt, mind a DTR sejtekben a
taurin és a hipotaurin emelkedett szintjét mértiik (11/D abra), mely Gsszhangban all az
génexpresszios valtozasokkal. Ezen észlelések alatimasztjak az intracellularis Cys szintekben

bekovetkezett csokkenést a DT kezelés alatt 4116 melandmasejtekben.
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11. dabra | A cisztein lebonto utvonal vizsgdlata a DT kezelés hatdsdra. (A) Egyszeriisitett abra
a cisztein lebonto utvonal miikédésérdl. (B) Az aszpartat-amino-transzferdaz 1, 2 (GOTI, 2)
szintjének vizsgdlata DT kezelés kiovetkeztében Western blot modszer segitségével. (C) A
cisztein-dioxigendaz (CDO) és a cisztein-szulfinsav-dekarboxilaz (CSAD) fehérjéket kodolo
gének expressziojanak vizsgalata reverz transzkripcios kvantitativ PCR segitségével DT kezelés
hatdsara és a DTR sejtekben. (D) A DT kezelés és a szerzett rezisztencia kovetkeztében Cys
lebonto utvonal soran termelddo hipotaurin és taurin szintjében bekovetkezett valtozdsok
mérése folyadekkromatogrdaffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént. A Western blot

eredmeények kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.
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6.5. A transzszulfuraciés ut mikodésének mechanisztikus vizsgalata
6.5.1. A kéntartalmu metabolitok egyensilyi szintjének vizsgalata

A Cys-anyagcserében bekovetkezett valtozasok mélyebb megértése érdekében célzott
metabolomikai vizsgalatot folytattunk. A Cys-anyagcserében szerepet jatszo metabolitok koziil
a homocisztein (HCys), cisztationin (Cth) és lantionin (Lant) szintjében csokkenést
tapasztaltunk a DT kezelés kovetkeztében (12. abra). Ezek koziil a Cth-t alig tudtuk detektalni
a DT-vel kezelt kontroll sejtekben, mely a CSE és CBS kanonikus funkcidja szempontjabol
Osszhangban all az alacsony CBS (Cth-t termeld) és magas CSE (Cth-t fogyasztd) szintekkel
(3. abra, L. és Il. reakcid). Emellett ez azt is mutatja, hogy az emelkedett HoS szintek hatterében
nem a CSE Cys és HCys szubsztratokbol HzS és Cth termelését végzd reakcidja (3. abra, VI.
reakcio) all. Mas részr6l a homolantionint (Hlant) a sejt 2 HCys-b6l termeli (3. abra, VII.
reakcid), igy a DT kezelés hatasara a Hlant emelkedése és a HCys szint csokkenése azt mutatja
(12. abra), hogy a VIlI-es reakcioé hozzajarulhat az emelkedett H.S termeléshez. A Lant szintén
ad informaciot (3. dbra, V. reakcio). A DT kezelésre bekovetkezett csokkenés a Lant szintjében
arra utal, hogy nem ez a reakcio felel az emelkedett H2S termelésért. A DTR sejtekben a Cth és
a Lant egyensulyi szintje még mindig alacsonyabb volt, mint a kontroll sejtekben, viszont a
DT-vel kezelt kontroll sejtekhez képest magasabb (12. abra), mely a CBS részlegesen helyreallt
funkcidjara utal, a fehérjeszintekkel dsszhangban (10/C abra). Béar a rezisztens sejtekben
részlegesen helyredllt a CBS aktivitdsa, a Cth és Lant szintek alapjan a rezisztens sejtekben

megfigyelt emelkedett HzS szintek nem az V. és VI. reakcioknak koszonhetdek (3. abra).
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12. abra | A cisztein-anyagcserében szerepet jatszo anyagcseretermékek vizsgalata DT kezelés
kovetkeztében. A homocisztein (HCys), a cisztationin (Cth), a lantionin (Lant) és a
homolantionin (Hlant) intracellularis szintjében bekévetkezett valtozasok vizsgadlata
folyadékkromatogrdffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént a DT-vel kezelt és a
DTR A375 sejtekben.
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6.5.2. A transzszulfuracios at vizsgalata jelolt metioninnal

Ahogy errdl az eléz6ekben részletesen irtunk, a CSE és a CBS szamos reakciot katalizalnak
(13/A abra). Annak érdekében, hogy a CSE és a CBS altal katalizalt reakciokat szelektiven
vizsgalni tudjuk és ezéltal a DT kezelés kovetkeztében bekovetkezett valtozasokat a
transzszulfuracios at mikodésében mélyebben megértsiik, a sejtek médiumat kénizotoppal
(3*S) jelolt metionint tartalmazé médiumra cseréltiik és kovettik a nehéz kén beépiilését a
kiilonb6zé metabolitokba. A sejtekben 18 ora elteltével az Osszes jeloletlen Met és HCys
lecserélodott a jelolt valtozatokra. A Met-bol keletkez6 jelolt Cys-t egyik esetben sem tudtuk
detektalni (13/B abra), ami azt jelenti, hogy normal sejttenyésztési koriilmények kozott a Cys
HCys-en és Cth-on keresztiil Met-bol torténd szintézise elhanyagolhatd. Ennek hatterében
valdszintileg az all, hogy a sejtmédium nagy koncentracioban (200 pM) tartalmaz CySSCy-t,
igy a sejteknek célszeriibb felvenniiik, mint tobb reakcidlépésen keresztiil eldallitani. A
jelolt/teljes Cth arany a kontroll és a DTR sejtekben nagyjabol 60%-os volt, mig ez az arany a
DT-vel kezelt kontroll sejtekben csupan 30% volt (13/B abra). Ez 6sszhangban all azzal, hogy
a DT-vel kezelt sejtekben a CSE taltermelése mellett a CBS szintje lecsokkent, tehat nem
tudnak annyi Cth-t szintetizalni a HCys-b6l és Ser-bol a CBS-en keresztiil (13/A abra, 1-es
reakcio), mely megmutatkozik a jel6lt Cth alacsony szintjében (13/C abra). Azonban a HCys-
bol és a Cys-bdl tudnak Cth-t termelni, hiszen ezt a reakciot a CBS mellett a CSE tudja
katalizalni (13/A abra, 5-0s reakcio). Fontos kiemelni, hogy a Cth Cys-bdl torténd eldallitasa
H>S-ot is termel, ezaltal hozzajarulhat az emelkedett H.S szinthez. A rezisztens sejtek a
helyreallt CBS és az alacsony CSE szintek mellett képesek Cth-t szintetizalni HCys-bdl és Ser-
bdl a CBS-en keresztiil (13/A abra, 1-es reakciod), azonban azt nem tudjak tovabb alakitani Cys-
né (13/A abra, 2-es reakcio). Ezek az észlelések alatdmasztjak az egyenstlyi szintek alapjan

vont konkluzidkat.
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13. dbra | A transzszulfurdcios enzimek miikodésének vizsgdlata jelolt metioninnal. (A) A
CSE és a CBS altal katalizalt reakciolépéseket bemutato egyszeriisitett abra, mely a nehéz
kénizotop (piros csillag) egyes anyagcseretermékekbe torténd beépiilését koveti. (B-C) A jelolt
(*) és jeloletlen metionin (Met), homocisztein (HCys), cisztationin (Cth) és cisztein (Cys)
intracellularis szintjét folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrométerrel mértiik, majd a
jelolt analitok osszmennyiséghez vett aranyat (B) és az intracellularis egyensulyi szintjét (C)
abrazoltuk. (D) A TRP14 génkiiités hatékonysdganak ellendrzése a kontroll és a TRP14 hidanyos
(sgTRP14) HEK-293 sejtvonalakban Western blot segitségével. Az egyenletes feltiltés
ellendrzésére GAPDH antitestet haszndltunk. (E-F) A nehéz kénizotdp beépiilésének vizsgalata
a Cth-ba és a Cys-be a kontroll és a TRP14 hianyos (sgTRP14) HEK-293 sejtvonalakban
CySSCy csokkentett (4 uM a sejtmédiumban) koriilmények kozott. A méréseket
folyadékkromatograffal kapcsolt tandem tomegspektrométer segitségével végeztiik, az analitok

osszmennyiséghez vett aranyat (E) és az egyensulyi szinteket (F) abrazoltuk.

A sejtmédium valdban nagy koncentracioban tartalmaz CySSCy-t, ezért nem meglepd, hogy
normal tenyésztési koriilmények kozott a Cys Met-bol torténd szintézise nem jelentds. Ahhoz
azonban, hogy a sejtek a CySSCy-t Cys-né tudjak redukalni, sziikség van a Trx rendszerre,
illetve kozvetleniil a TRP14 fehérje miikodésére (2. dbra). Mint megmutattuk, a DT kezelés
hatasara a TRP14 szintje tobb redox enzimmel egyiitt jelentds mértékben megemelkedett (7/A
abra). Egy masik tanulmany keretein beliil HEK-293 embrionalis vese Sejtvonalon
megmutattuk, hogy amennyiben az in vivo koriilmények kozott elérheté mennyiséghez hasonlo
koncentracidban adunk CySSCy-t a sejteknek (200 uM helyett 4 uM-t), akkor a kanonikus
utvonal miikodése jelentds mértékben megemelkedik. Ezek a kisérletek elsésorban a TRP14
génkilités transzszulfuracids ut miikodésére kifejtett hatdsanak vizsgalatat céloztdk, melyhez
kontroll és TRP14 hidnyos (sgTRP14) sejtvonalakat haszndltunk (13/D 4bra). A
melanémasejtekkel ellentétben, melyeket normal médiumban tenyésztettiik, alacsonyabb
CySSCy elérhetoség mellett a HEK-293 sejtek teljes Cth készlete lecserélodott a jelolt
metabolitra (13/E 4bra). Tovabba jelolt kén Cys-be torténd beépiilése is megemelkedett mar 48
oraval a kezelést kovetden (13/E 4bra). Az egyenstlyi szinteket Osszehasonlitva azt talaltuk,
hogy a TRP14 hianyos (sgTRP14) sejtekben mind a jel6lt Cth mind a jel6lt Cys mennyisége
megemelkedett (13/F abra). Ez azt jelzi, hogy a TRP14-nek valoban fontos szerep jut a Cys-
sziikséglet fedezésében, hiszen hidnyaban a sejtek fokozott mértékben allitottak el a Cys-t a

kanonikus utvonal altal, hogy a megfeleld Cys-sziikségletiiket biztositani tudjak 1%.
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6.5.3. A transzszulfuracios at vizsgalata jelolt cisztin-izotoppal

A CBS ¢és a CSE reaktiv kén szarmazékokat termeld funkcidinak vizsgdlata érdekében a
kovetkezo6 kisérletekben a sejtmédiumot olyan valtozatra cseréltiik, melyben nehéz nitrogént és
nehéz szenet tartalmazo CySSCy izotop van, és vizsgaltuk a jellt szén- és nitrogénvaz
beépiilését a kiilonb6zo anyagceseretermékekbe (14/A abra). A vizsgalt idépontokban a sejtek
teljes CySSCy és Cys készlete lecserélddott a jelolt metabolitokra. Azt talaltuk, hogy normal
tenyésztési koriilmények kozott (tehat 200 uM CySSCy-t tartalmazo sejtmédiumban) a Lant és
a Cth Cys-bol torténd termelése jelentés volt, mig a szerin termelése clhanyagolhatonak
bizonyult (14/B ébra). A jelolt Lant és Cth egyensulyi szintjeit vizsgalva azt allapitottuk meg,
hogy a kontroll sejteknél ezen reakciok sokkal markansabban voltak jelen, minta DT-vel kezelt
kontroll és a rezisztens sejtekben (14/C ébra). Ez azonban azt jelenti, hogy nem ezek a reakciok
allnak a kezelés alatt allo perziszter és rezisztens sejtekben észlelt emelkedett HoS szintek
mogott. A jelolt Cth 6sszmennyiséghez vett aranyat vizsgalva a jelolt metioninos kisérlethez
hasonldan azt talaltuk, hogy a kontroll és a rezisztens sejtekben a Cth mintegy 60%-ban a HCys-
en Keresztiil metioninbdl termel6dott, mig csupan 40%-ban Cys-bél. A DT-vel kezelt sejtek
esetén ez az ardny megfordult, a kezelés alatt 4116 sejtekben 1évé Cth 60%-a Cys-bdl szarmazott.
Ez azzal is magyarazhato, hogy a Cth HCys-bdl torténd termeléséért kizarolag a CBS felel, mig
Cys-bol a CSE is el6 tudja allitani.
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14. abra | A transzszulfurdcios enzimek miikodésének vizsgdlata jelolt cisztinnel. (A) A CSE
és a CBS altal katalizalt reakciolépéseket bemutato egyszeriisitett abra, mely a nehéz szén- és
nitrogénizotop (piros csillag) egyes anyagcseretermékekbe torténd beépiilését koveti. (B-C) A
jelolt (*) es jeloletlen cisztin (CySSCy) cisztein (Cys), cisztationin (Cth), lantionin (Lant) és
szerin ~ (Ser)  intracellularis  szintjét  folyadékkromatograffal ~ kapcsolt  tandem
tomegspektrométerrel mértiik, majd a jelolt analitok 6sszmennyiséghez vett aranyat (B) és az

intracellularis egyensulyi szintjét (C) abrazoltuk.
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6.5.4. A Kkis molekulatomegii cisztein-perszulfid termelése

Ida és munkatarsai kordbban megmutattdk, hogy a CBS és a CSE CySSCy-bdl kozvetleniil
tudnak kis molekulatémegli Cys-SSH-t eldallitani (3. 4bra, IX-es reakcio) ®, mely
ezaltal emelve a HaS szintjét ®1%. Bar a CySSCy mintegy 100-szor jobb szubsztratja a CSE-
nek mint a Cys ®, kinetikai szimulaciok azt sugalltak, hogy fizioldgias koriilmények kozott ez
areakcio elhanyagolhato, ugyanis a CySSCly intracellularis koncentracidja alacsony, mig a CSE
masik két szubsztratja, a Cys és a Cth szintje magas. Olyan rendszerben azonban, ahol a
CySSCy/Cys arany megemelkedik, példaul oxidativ terhelés kovetkeztében, ez a reakcid

hozzajarulhat az emelkedett Cys-SSH termeléséhez *°.

Ehhez hasonléan DT kezelés hatasara azt talaltuk, hogy a CySSCy/Cys arany megemelkedett
(10/B ébra), mig a Cys és a Cth szintje jelentdsen lecsokkent (10/A és 12. abrak), igy a DT-vel
kezelt sejtek esetén ennek a reakcionak fontos szerep juthat. Ez a feltételezés megmagyarazna
azt a latszolagos ellentmondast, hogy bar a DT-vel kezelt sejtek tobb CySSCy-t vesznek fel
(9/D ébra) és érzékenyek a CySSCy felvételéért felelds transzporter gatlasara (9/F abra), mégis
bontjak az intracellularis Cys-t a CDO tutvonal altal (11/B-C abrak). Az X antiporter biztositja
a magas CySSCy ellatast, CDO tutvonal fokozott expresszioja biztositja az alacsony Cys
szinteket és ezaltal a magas CySSCy/Cys aranyt okoz (10/B abra), mig az alacsony CBS szint
(10/C abra) révén lecsokken a Cth szintje (12. dbra). Tehat a DT kezelés esetén a csokkent Cys
¢és Cth szintek és az emelkedett CySSCy szint kovetkeztében a Cys-SSH termelése a CSE enzim
altal a CySSCy-t hasznalva szubsztratként lehet az oka az emelkedett perszulfid szinteknek (3.

abra, [X-es rekacio).

Annak érdekében, hogy a CSE CySSCy-bdl Cys-SSH-ot termeld funkcidjanak jelentdségét a
DT kezelés soran megvizsgaljuk, létrehoztunk egy olyan génmodositott sejtvonalat, mely
tultermeli a CSE-t, illetve egy-egy olyan vonalat, melyb6l a CSE génjét kiiitottilk. A CSE-t
tultermeld A375 sejtvonalban (15/A abra) azt taldltuk, hogy a tultermelés hatdsara a CySSCy
(szubsztrat) szintje lecsokkent, mig a Cys-SSH (termék) szintje megemelkedett (15/B abra). A
CSE-hianyos A375 sejtekben (15/C abra) a CySSCy szintje a terapia-naiv CRISPR kontroll
(single-guide Ctrl, sgCtrl) sejtekhez képest megemelkedett, mig a Cys-SSH szintje lecsokkent.
Tovabba a DT kezelés hatasara torténé emelkedés a Cys-SSH szintben a CSE-hianyos sejtekben
nem tortént meg (15/E abra). Az SK-MEL-28 sejteknél (15/D abra) mind a DT-vel kezelt, mind
a terapia-naiv CSE-hianyos sejtekben megemelkedett a CySSCy szintje, mikozben a Cys-SSH
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szintje lecsokkent, és ezekben a sejtekben DT kezelés hatasara sem emelkedett meg (15/F abra).
Osszefoglalva ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a CSE tiltermelése ndveli, mig a CSE hianya
csokkenti a Cys-SSH termelését. Ezen eredmények egyértelmiien alatamasztjak, hogy a DT
kezelés hatasara emelkedett CSE szintek feleldsek a Cys-SSH emelkedett szintjéért a 3. abra

IX. reakcidja szerint.
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15. dbra | A CSE cisztein-perszulfidot termelé funkciojanak vizsgdlata génmddositott
melanoma sejtvonalak haszndlatdaval. (A) A CSE és a CBS szintjének ellenorzése a kontroll és
a CSE-t tultermelé (0eCSE, overexpressing CSE) A375 sejtvonalban terdpia-naiv és DT-vel
kezelt koriilmények kozott Western blot technikaval. (B) A Kis molekulatomegii cisztein-
perszulfid (Cys-SSH) és a cisztin (CySSCy) intracellularis szintjének mérése kontroll és 0eCSE
A375 sejtekben terdpia-naiv és DT-vel kezelt kériilmények kozétt folyadékkromatograffal
kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént. (C-D) A CSE és a CBS szintjének ellenérzése
CRISPR kontroll (sgCtrl, single guide Ctrl) és CSE-hianyos (sgCSE, single guide CSE) A375
(C) és SK-MEL-28 (D) sejtvonalakban kontroll és DT-vel kezelt koriilmények kozott Western
blot technikaval. (E-F) A Kis molekulatomegii Cys-SSH és CySSCy intracellularis szintjének
merése sgCtrl és sgCSE A375 (E) és SK-MEL-28 (F) sejtvonalakban kontroll és DT-vel kezelt
kortilmények kozott folyadékkromatograffal kapcsolt tandem t6megspektrométerrel tortént. A

Western blot eredmények kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.
6.6. A fehérje perszulfidacio védo szerepe

A DT-vel kezelt és a DTR sejtekben a H»S, a H2S2 és a GSSH emelkedett szintje védelmet
nyujthat a metallofehérjék altal indukalt oxidativ stresszel szemben " és az oxidativ stressz 4ltal
kivaltott ferroptozis ellen %94, Emellett a fehérjék Cys oldallancainak perszulfidacioja megvédi
miikddésiiket az oxidativ stressz sordn, hiszen perszulfidok oxidacidja reverzibilis, ezek
redukalhatok a nativ tiol formava (4. dbra) %%, Annak érdekében, hogy a fehérje perszulfidacio
szerepét a melanomasejtek DT kezeléssel szembeni védelmében megvizsgaljuk, eldszor
megnéztiik a fehérje perszulfidicid6 mértékét tomegspektrometriai modszer ' és a
kutatocsoportunk altal korabban fejlesztett ProPerDP (Protein Persulfide Detection Protocol)
modszer 14 hasznalataval. Azt taldltuk, hogy a kis molekulatémegii Cys-SSH szintekhez
hasonloan a fehérje perszulfidacio szintje is megemelkedett DT kezelés hatasara, azonban a
DTR sejtekben visszacsokkent a terapia-naiv kontroll sejtekben mért szintre (16/A és B abrak).
Tovabba a DT-vel kezelt sejtekben a fehérje-szulfénsav (fehérje-SOH) és a -per-tio-szulfénsav
(fehérje-SSOH) szintje is megemelkedett (16/A abra), melyek a tiolok és a perszulfidok
oxidacios termékei. Az emelkedett -SOH és -SSOH szintek 6sszhangban allnak a DT kezelésre

emelkedéséhez vezet, hogy megvédje a fehérjéket az oxidativ kdrosodas okozta degradaciotol.

A mért modosulatok szintjében bekdvetkezett valtozasok dsszhangban vannak ezzel a modellel.
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A DT kezelés kovetkeztében nem csak a teljes perszulfid frakcidoban lattunk emelkedést, hanem
az eziistfestés azt is megmutatta, hogy bizonyos molekulatomegli fehérjék esetén a
perszulfidacié mértéke még inkabb emelkedett. Ezért ezeknél a molekulatomegeknél izolaltuk
a fehérjéket a kivagott gélcsikokbol, és proteomikai megkozelitéssel azonositottuk dket. A
perszulfidalt fehérjefrakciot proteomikai megkozelitéssel vizsgalva azt taldltuk, hogy a
perszulfidalt fehérjék kozott szamos stresszvalaszban fontos fehérje szerepelt, példaul a katalaz,
fehérje-diszulfid-izomerazok, hdsokk-fehérjék és a Prx-ek. Ezek koziil immunoblot technikaval
sikeriilt megerdsiteniink a Prx2 emelkedett perszulfidacidjat DT kezelés hatasara (16/B éabra).
Mivel a perszulfidacié megvédi a Prx-ek tiol oldallancait az irreverzibilis oxidaciotol, a Prx-ek
kezelés onmagaban miért nem vezetett az irreverzibilisen oxidalt formak felhalmozodasahoz
(6/B abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az emelkedett Cys-SSH szintek a fehérje
perszulfidacié emelkedéséhez vezetnek, melyek megvédik a fehérje Cys oldallancokat a DT
kezelés okozta oxidativ stressztol, ezaltal eldsegitve a perziszter sejtek tilélését, €s hosszl tavon

a rezisztencia kialakuldsat.

A B
Sejttipus Ctl Ctrl DTR
Fehérje-SSH/SH  Fehérje-SOH/SH  Fehérje-SSOH/SH DT6napig - *+ *+
0.15 2.0 - 0154 - .
NI ok 1 5 ns 1 .
=0.10 s ' 0.10 Eziistfestés o =
= 1.0 ns e B
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' 0.5 ' -
= efestes [ T |
= Ctrl + DT 6 napig Coomassie festés
= DTR+DT

16. abra | A fehérje perszulfiddacio vizsgdlata a DT kezelés és a DT rezisztencia kialakuldsa
sordn. (A) A fehérjék perszulfid (-SSH), szulfénsav (-SOH) és per-tio-szulfénsav (-SSOH)
modosulatainak szintjét folyadékkromatogrdffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel
meértiik. A kapott értékeket az teljes tiol (-SH) mennyiséggel korrigaltuk. (B) A fehérje
perszulfidaciot a ProPerDP modszerrel mértiik. A teljes perszulfid frakciot eziistfestéssel, a
perszulfidalt peroxiredoxin 2 (Prx2) szintjéet Western blottal mértiik, mig a lizatum teljes
fehérjetartalmat Coomassie festéssel ellenoriztiik. A Western blot és az eziistfestés

eredményének kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.
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6.7. A MAPK utvonal gatlasanak vizsgalata mas modellrendszerekben
6.7.1. A vemurafenib kezelés hatasanak vizsgalata A375 sejtvonalban

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a DT kezelés hatdsara tapasztalt valtozasok
mennyire altalanosak, 1étrehoztunk egy vemurafenibre rezisztens (VR) A375 sejtvonalat (17/A
abra). Az A375 sejtvonalat vemurafenibbel kezelve hasonl6 eredményeket kaptunk, mint a DT-
vel valo kezelés esetén. Roviden dsszefoglalva, a V kezelés szintén a redox védelmi fehérjék,
a TrxR1, GPXI1 és 4 és G6PD emelkedett szintjé¢hez vezetett, tovabba emelte a CSE szintjét,
mikozben a CBS szintje lecsokkent (17/B ébra). A V kezelés kovetkeztében tovabba
emelkedést talaltunk a CySSCy, a HzS, a Hlant és a GSSH szintjében, illetve a Cys-SSH/Cys
aranyban, mig a Cys, HCys, Lant és Cth egyensilyi szintje lecsokkent (17/C abra). A VR sejtek
esetén azonban a DTR sejtekkel ellentétben emelkedést tapasztaltunk a Cth szintjében, mely
emelkedett CBS aktivitasra utal. Ettdl eltekintve a VR sejtek esetén a legtobb valtozas hasonld
volt a DTR sejtekhez.
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17. dbra | A vemurafenib kezelés redox rendszerekre kifejtett hatisanak vizsgalata A375
melanomasejtekben. (A) A vemurafenibre rezisztens (VR) sejtvonal és a V-vel kezelt, illetve a
kontroll 4375 sejtek osztodasanak dsszehasonlitasa SRB mdodszerrel. (B) A V-vel torténd
kezelés cisztein (Cys) és HaS anyagcserében, illetve a redox védelemben szerepet jatszo fehérjék
expressziojara kifejtett hatasanak vizsgalata Western blot modszerrel. (C-D) A Cys és H2S
anyagcseretermékeinek vizsgalata V-vel torténd kezelés hatasara és a VR sejtekben
folyadékkromatogrdaffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént. Az analitok egyensuilyi
szintjében bekdvetkezett relativ valtozdasok (C) és aranyok dbrdzolasa (D). A Western blot

eredmények kiértékelése megtaldlhato a Fiiggelékben.
6.7.2. A DT Kkezelés hatasanak vizsgalata az SK-MEL-28 sejtvonalban

Ahhoz, hogy a MAPK inhibitor terdpia melanomasejtekre gyakorolt hatdsat altalanositani
tudjuk, a legfontosabb kisérleteket elvégeztiik SK-MEL-28 sejtvonalon is. Az SK-MEL-28
sejtvonalat DT-vel kezelve DTR sejtvonalat hoztunk 1étre (18/A abra). Az A375 sejtvonalhoz
hasonldan azt talaltuk, hogy a DT kezelés az SK-MEL-28 sejtvonalban is a CBS szintek
csOkkenéséhez, és a CSE (18/B 4bra), illetve a reaktiv kén szarmazékok emelkedett szintjéhez
vezetett (18/C-D abra). Tovabba a korabbiakhoz hasonloan emelkedést talaltunk a taurin

szintjében, mig a Cth, a Lant és a Cys szintje lecsokkent.

A VR sejtekhez hasonléan a DTR SK-MEL-28 sejtekben is emelkedést tapasztaltunk a Cth
szintjében, viszont ebben az esetben a Cth szint emelkedése sokkal markansabb volt és
emelkedett Lant és CBS szintekkel parosult (18/C &bra). Ez arra utal, hogy az SK-MEL-28
sejtvonal esetén a MAPK inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakulasdhoz nem elegendd a
CBS aktivitasanak helyreéllitisa, hanem magasabb CBS aktivitds sziikséges. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a DTR SK-MEL-28 sejtvonalban az emelkedett CBS szint

hozzajarulhat az emelkedett HoS szinthez a 3. abra V. és VI. reakcidi szerint.
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18. dbra | A DT kezelés kénanyagcserére kifejtett hatdsdanak vizsgalata SK-MEL-28
sejtvonalban. (A) Az dltalunk létrehozott DTR SK-MEL-28 sejtvonal osztodasat a DT-vel kezelt
és terapia-naiv kontroll sejtekhez hasonlitottuk SRB modszerrel. (B-D) A DT kezelés cisztein
(Cys) és H2S anyagcseréjében szerepet jatszo fehérjék expressziojara kifejtett hatasat Western
blot modszerrel mértiik (B), mig a metabolitok egyensuilyi szintjében bekdvetkezett valtozasokat
folyadékkromatogrdffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel (C), illetve fluoreszcens

detektalassal (D) mértiik. A Western blot eredmények kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.
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6.7.3. A DT Kkezelés hatasanak vizsgalata in vivo

Azzal a céllal, hogy a DT kezelés altal kivaltott anyagcsere-valtozasokat in vivo koriilmények
kozott is vizsgalni tudjuk, 1étrehoztunk egy-egy xenograft egérmodellt immunhianyos egerek
hasznalataval. Ehhez A375 sejteket (A375-X, 19/A abra) vagy BRAF V600E mutans human
tumormintat (PDTX, patient-derived tumor xenograft, 20/A abra) oltottunk NOD.CB17-
Prkdcs“/NCrHsd (NOD-SCID) egerekbe.
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19. dabra | A DT kezelés kénanyagcserére kifejtett hatasanak vizsgalata az A375 sejtvonal
eredetii xenograft tumorokban. (A) Az A375 sejteket immuhianyos egerek bére ald oltva
xenograft egérmodellt hoztunk létre. (B) Az eltavolitott tumorok témegét lemertiik, és a DT
kezelés hatdsdra jelentbs csokkenést tapasztunk. (C-D) A DT kezelés kénanyagcserére kifejtett
hatisat a DT-vel kezelt és kontroll xenograft egerekbdl —szarmazé — tumorban
folyadékkromatograffal kapcsolt tandem témegspektrométerrel (C) és  fluoreszcens
detektalassal (D) mertiik. A kisérlet részletes leirasara, beleértve a kezelési idoket és

koriilmeényeket az ,, Anyagok és modszerek” fejezet 5.4.10. alfejezetében keriilt sor.
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A DT kezelés mindkét egérmodell esetén a tumorméret gyors csokkenéséhez vezetett (19/B és
20/B abrak). Az egereket 4 kezelés utan felaldoztuk és a tumorokbol megnéztiik a kiilonbozo
kéntartalmt metabolitok szintjét, hogy a DT kezelés akut hatasat vizsgalni tudjuk. Az A375-X
esetén azt talaltuk, hogy az in vitro kisérletekhez hasonloan lecsokkent a Cys és a Cth szintje,
mig a GSSH, illetve a Cys-SSH/Cys ¢és a CySSCy/Cys aranya megemelkedett (19/C abra).
Emellett a biologiailag hozzaférhetd H2S szintén emelkedett a DT kezelés hatasara (19/D édbra).
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20. abra | A DT kezelés kénanyagcserére kifejtett hatasanak vizsgdlata a human tumor
eredetii xenograft tumorokban. (A) Xenograft egérmodellt hoztunk létre azaltal, hogy BRAF
V600OE mutdciot hordozo betegbdl szarmazo tumormintat immuhianyos egerek bore ala
oltottunk. (B) Az eltdavolitott tumorok tomegét lemértiik, és a DT kezelés hatdsdara jelentds
csokkenést tapasztunk. (C-D) A DT kezelés kénanyagcserére kifejtett hatdasdat a DT-vel kezelt és
kontroll xenograft egerekbdl szarmazé tumorban folyadékkromatograffal kapcsolt tandem
tomegspektrométerrel (C) és fluoreszcens detektalassal (D) meértiik. A kisérlet részletes
leirasara, beleértve a kezelési idoket és koriilményeket az ,, Anyagok és modszerek” fejezet

5.4.10. alfejezetében keriilt sor.

A PDTX esetén DT kezelés hatasara a Cys, Cth és Lant csokkenését, mig a CySSCy, Hlant,
taurin, illetve a Cys-SSH/Cys, CySSCy/Cys ¢és GSSH/GSH aranyaban emelkedést
tapasztaltunk (20/C abra). Tovabba a PDTX modell esetén is emelkedést taldltunk a

biologiailag hozzaférhet6 HzS szintjében DT kezelés hatasara (20/D dbra).

Mindkét modell esetén a legnagyobb kiilonbséget a Cth szintjében talaltuk, mely tobb mint
90%-os csokkenést mutatott DT kezelés hatasara (19/C és 20/C abrak). Ez arra utal, hogy a DT
kezelés hatasara a CBS aktivitasa in vivo koriillmények kozott is lecsokkent. Az alacsony Cys
szintekkel egyiitt ez arra utal, hogy a DT-vel kezelt xenograft tumorokban a reaktiv kén
szarmazékok emelkedett szintje nem a CSE/CBS a Cys és HCys direkt felhasznalasaval H2S
termeld funkcidjanak tulajdonithato (3. abra, VI. reakcio), hanem a CySSCy-bél piruvatot és
Cys-SSH-ot termeld funkcionak (3. abra, IX. reakcio) és a 2 HCys-bol Hlant-t és HoS-t termeld
funkcionak (3. 4bra, VII. reakcio). Ez az anyagcsereprofil, kiilondsen a Hlant emelkedése,
melyet kizarolag a CSE termel 2 HCys-bdl (3. abra, VII-es reakcio) egyértelmiien a CSE
emelkedett aktivitasara utal. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DT kezelés altal okozott
valtozasok a Cys-anyagcseréjében nem csupan in vitro, hanem in vivo koriilmények kozott is

bekovetkeznek.
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6.8. A szulfid lebonto6 utvonal vizsgalata in vitro

A H.S ¢és a perszulfidok a sejtek védelme mellett fontos szerepet jatszanak az
elektrontranszportlanc mitkddésének szabalyozasaban 91129131 A H,S magas koncentracioban,
tehat példaul exogén HaS kezelés esetén, gatolja az elektrontranszportlanc IV-es komplexét, és
ezaltal a  mitokondridlis  sejtlégzést.  Alacsony  koncentracioban  viszont az
elektrontranszportlanc mikodésében elektron donorként funkciondl. A HxS szintjét a szulfid
lebonto utvonal szabalyozza, mely miikddése soran az SQOR fehérjén keresztiil elektronokat
ad le az elektrontranszportlancba, ezzel fokozva annak miikodését fiziologias HoS szintek
mellett 32133 Az SQOR a H,S-ot GSH felhasznalasaval GSSH-va oxidélja, mikozben a
koenzim Q-t redukalja. Ezt kovetden a perszulfid-dioxigenaz (PDO/ETHE1) a GSSH-t szulfitta
¢s GSH-na alakitja, a tioszulfat-szulfur-transzferaz (TST) pedig a GSSH-t szulfitta és

tioszulfatta (S203%), mig a szulfit-oxidaz a toxikus szulfitot tavolitja el (21/A 4bra).

A lebont6 Gtvonal enzimjeit megvizsgalva azt talaltuk, hogy a kontroll sejteket V-vel vagy DT-
vel kezelve mind a négy fehérje, illetve a S,03" szintje megemelkedett (21/B-F abrak), mely
arra utal, hogy a fokozott szulfid- és perszulfid-termelés mellett a lebontas sebessége is
emelkedett, tehat nott a reaktiv kén szarmazékok mitokondrialis fluxusa a DT kezelés hatasara.
A rezisztens A375 sejtekben a HzS lebonto fehérjék és a S203% szintje lecsdkkent a kontroll
sejtekben mért szintre, mig az SK-MEL-28 esetén a rezisztens sejtekben is magas maradt. Ez
arra utal, hogy az SK-MEL-28 sejtekben a reaktiv kénszarmazékok emelkedett fluxusa a

rezisztens sejtekben is detektalhato.
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21. abra | A szulfid lebonto utvonal miikodésében bekivetkezett valtozasok a MAPK utvonal
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gatldsa kovetkeztében. (A) A mitokondridlis szulfid lebonto utvonalat szemléltets egyszeriisitett
abra. A H3S, mely nagy dozisban a IV-es komplex gatldasdahoz vezet, fiziologias koncentracioban
taplalja az elektrontranszportlancot a szulfid-Kinon-oxidoreduktiz (SQOR) fehérjén keresztiil.
A keletkezett glutation-perszulfidot (GSSH) a perszulfid-dioxigendz (ETHE1) szulfittd (SO3%)
bontja, mikézben regenerdlja a glutationt (GSH), illetve a tioszulfat-szulfur-transzferaz (TST)
a GSSH-t és az ETHE dltal termelt szulfitot tioszulfatta (S203%) alakitja, mikozben regenerdlja
a GSH-1. Az ETHEI dltal termelt szulfitot a szulfit-oxiddz (SUOX) szulfitta (SO+%) alakitja. (B-
D) A4 szulfid lebonto utvonal négy enzimjének szintjét vemurafenib (V)-kezelésre (B), illetve
dabrafenib-trametinib (DT)-kezelésre (C-D) A375 (B-C) és SK-MEL-28 (D) sejtvonalban
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vizsgaltuk Western blot technikdval. (E-F) A DT kezelés tioszulfit termelésre gyakorolt hatdsdt
A375 (E) és SK-MEL-28 (F) sejtvonalban folyadékkromatografias modszerrel meértiik. A

Western blot eredmények kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.

A HS a IV-es komplex gatlasa mellett a koenzim Q talzott redukcidja altal is tudja gatolni a
mitokondrialis 1égzést, és reverz elektron transzporthoz vezethet, mely szintén emelkedett ROS
termelést von maga utan 13413 A DT kezelés azonban csupan alig masfélszeres emelkedéshez
vezetett a H.S egyensulyi szintjében (10/F és G abrak), mely valoszinlileg nem elég magas
ahhoz, hogy a IV-es komplex gatlasahoz vagy reverz elektron transzferhez vezessen. Tovabba
korabbi tanulmanyok azt mutattdk, hogy a MAPK inhibitorokra rezisztens melanémasejtek
érzékenyek a 1égzési lancot gatld szerekre *2, mely egyiittesen a sajat eredményeinkkel arra utal,
hogy a fokozott sejtlégzés fontos szerepet jatszik a perziszter sejtek tulélése és a rezisztencia
kialakulasa szempontjabol. A DTR A375 sejtek esetén a szulfid lebont6 ut enzimjei és a S203%"
szintje visszaalltak a terapia-naiv kontroll sejtekben mért szintre (21/B, C és E abrak), mely
szintén arra utal, hogy ezekben a sejtekben mar csokken az oxidativ foszforilacio, mellette
azonban helyreall a glikolizis miikddése (7/C-D abrak). Az SK-MEL-28 sejtek esetén a HoS
lebonté enzimek és S203* emelkedett szintje (21/D és F abrak) alapjan lebontd utvonal

hozzajarulasa a mitokondridlis sejtlégzéshez a rezisztencia kialakulasat kovetden is fontos.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a reaktiv kén szarmazékok emelkedett fluxusa fokozza
az elektrontranszportlanc mitkddését, mely hozzajarulhat a fokozott ATP termeléshez. A
gyogyszermolekuldk kozombositése €s extracelluldris térbe pumpdlasa ugyanis rendkiviil
energiaigényes. A gyogyszermolekuldk CYP fehérjéken keresztiili oxidativ semlegesitését,
illetve a GST-pi szerepét a fentiekben ismertettiik. Emellett génexpresszios vizsgalataink soran
azt talaltuk, hogy mindezek mellett megemelkedett az ABC transzporter csalddba tartozo
ABCG2 gén expresszidja DT kezelés hatasara, illetve a DTR sejtekben (22. abra), mely a
kiilonbozd gyogyszermolekuldk kipumpalasaban szerepet jatsz6 membranfehérjét kodol. Ezek
alapjan azt gondoljuk, hogy az elektrontranszportlanc fokozott miikodtetése mind az emelkedett
NADH termelés, mind a fokozott szulfid fluxus altal a sejtek emelkedett energiaigényét hivatott

fedezni.
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22. abra | Az ABCG?2 gén expressziojaban bekivetkezett viltozdsok DT kezelés és rezisztencia
kialakulasa soran. A gyogyszerek kipumpdldasaban szerepet jatszo ABCG2-t kodolo geén

expressziojat reverz transzkripcios kvantitativ PCR-ral mértiik.
6.9. A perszulfidok szerepének vizsgalata ETHE1 géncsendesités altal

Annak érdekében, hogy a perszulfidacio szerepét a DT kezelés alatt allo perziszter sejtek
tulélésében megvizsgaljuk, stabil géncsendesitést hoztunk 1étre az ETHEL génre nézve (23/A
abra). Az ETHEL1 fehérje fontos szerepet jatszik a perszulfidszint szabalyozasaban azok
bontdsan keresztiill (22/A é&bra). A kisérletekhez hasznalt géncsendesitett sejtvonalat a
tovabbiakban shETHE1-nek, mig a kontroll viruspartikulaval fert6zott sejtvonalat shCtrl-nak
nevezziik. Az ETHE1 géncsendesités onmagaban nem okozott jelentds valtozast a Cys és a HoS
anyagcseréjében szerepet jatszo fehérjék szintjében. DT Kezelés hatasara azonban a DT-vel
kezelt ShETHEL sejtekben magasabb volt a TrxR1 szintje, mint a szintén kezelés alatt allo
shCtrl sejtekben (23/A abra). Ennek hatterében az allhat, hogy a TrxR1 a redox homeosztazis
fenntartasa mellett képes a perszulfidok redukciojara 4. Az ETHE1 miikodésének hianyéban
a perszulfidok szintje megemelkedett, igy a perszulfidok redukald szerepét valdsziniileg
részben a TrxR1 vette at. Az shCtrl sejtekhez képest az ShETHE1 sejtekben megemelkedett a
GSH, a GSSH ¢és a GSSG szintje, illetve a GSH szintézisének prekurzora, a gamma-glutamil-
cisztein szintje. A DT-vel kezelt shCtrl sejtekhez képest a kezelt shETHE1 sejtekben szintén
magasabb volt az egyes GSH szarmazékok szintje (23/B abra).

Tovabb4 a sejtmédiumbdl mérve haromszoros emelkedést tapasztaltunk a GSSH extracellularis
szintjében ETHE1 csendesités hatasara, mely a felesleges GSSH sejten kiviili térbe juttatasat
jelzi (23/C abra). A gamma-glutamil-cisztein és GSH szintekben bekovetkezett emelkedés
ETHEI csendesités hatasara arra utal, hogy mivel a sejtek nem tudjak regeneralni a GSH-t a
GSSH-bol, ezért fokozzak a GSH szintézisét. Mint megmutattuk, a GSH-ra sziiksége van a DT
kezelés alatt allo sejteknek a talélés érdekében, ugyanis a GSH sziikséges a GPX1 és 4, illetve
a GST-pi enzimek mikodéséhez, ¢s ezek altal a redox homeosztazis fenntartdsdhoz és a

gyogyszerek semlegesitéséhez.
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23. dbra | A perszulfiddcio szerepének vizsgalata ETHE géncsendesités dltal. (A) Az ETHEL
géncsendesités hatdasat a H>S anyagcserében szerepet jatszo fehérjék szintjében kontroll és DT-
vel kezelt koriilmények kozott Western blot technikaval vizsgaltuk. (B) Az ETHEL
géncsendesités hatasat a Cys anyagcseretermékeiben folyadékkromatogrdffal kapcsolt tandem
tomegspektrométerrel mértiik. (C) A GSSH szintjének vizsgadlata a sejteken 1évé médiumbol
folyadékkromatogrdffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel tortént. (D) Az ETHE1L
géncsendesités tioszulfat-termelésre gyakorolt hatasat folyadékkromatogrdfias modszerrel
mertiik. (E) Az ETHEI csendesités fehérje perszulfidaciora gyakorolt  hatdsat
folyadékkromatograffal kapcsolt tandem témegspektrométerrel mértiik. (F) Az ETHEL
csendesités sejtproliferaciora gyakorolt hatdsdat kontroll (balra) és DT-vel kezelt (jobbra)
koriilmények kozott SRB modszerrel vizsgaltuk. A Western blot eredmények kiértékelése

megtalalhato a Fiiggelékben.

A DT kezelés alatt 4116 shETHE1 sejteket a szintén kezelés alatt 4116 shCtrl-hoz hasonlitva nem
tapasztaltunk eltérést a So03% szintjében (23/D 4bra), mely arra utal, hogy a szulfid lebonto titon
keresztiili fluxus nem csdkken az ETHE1 csendesitésének kovetkeztében. Ez azért lehetséges,
mert a TST reakcidjdhoz sziikséges szulfitot a GOT fehérjék is eld tudjék allitani (11/A é&bra),
igy a TST az ETHE]1 csendesitéstdl fliggetleniil is el tudja latni a funkciojat.

Ezt kdvetden megvizsgaltuk az ETHE] géncsendesités hatasat a fehérje perszulfidaciora és azt
talaltuk, hogy az shETHE1 sejtekben megemelkedik a fehérje perszulfidacio, mind a DT
kezelés soran, mind terapia-naiv koriilmények kozott (23/E abra). Mint azt a korabbiakban
ismertettiik, feltételezziik, hogy a perszulfidacié emelkedése fontos a DT kezelés alatt allo
perziszter sejtek tulélése szempontjabodl, ezért a kovetkezd kisérletben megvizsgaltuk ezen
sejtek osztddasat. Azt talaltuk, hogy normal koriilmények kozott az ETHE1 géncsendesités nem
befolyasolta az A375 sejtek osztodasat (23/F abra, balra), mig DT kezelés soran az ShETHE1
sejtek, melyekben a GSSH és fehérje perszulfidok szintje megemelkedett, hamarabb kezdtek el
osztddni, mint a kezelés alatt all6 shCtrl sejtek (23/F dbra, jobbra). Ez az eredmény megerdsiti
korabbi felvetésiinket, hogy a perszulfidacionak valdban fontos szerepe van a perziszter sejtek

tulélésében ¢€s a terapiaval szembeni szerzett rezisztencia kialakuldsaban.
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6.10. A CSE szintjének vizsgalata betegmintakban

Annak érdekében, hogy a DT kezelés altal indukalt CSE tultermelés fiziologias jelentOségét
megvizsgaljuk, betegmintakat gytjtottiink és mértilk a CSE fehérje szintjében bekdvetkezett
valtozasokat a DT kezelés kovetkeztében. Az ilyen klinikai mintak gytijtése azonban rendkiviil
nehéz, ugyanis a melandmak sebészi Gton torténd eltavolitasa a kezelés soran, amikor még a
kezelés valojaban hatékony, csak ritka esetekben fordul el6. Bar orszagos szinten az Orszagos
Onkologiai Intézet Biobankja rendelkezik a legnagyobb elemszamua mintaval, csupan egy olyan
beteget tudtunk a vizsgalatba bevonni, akibdl rendelkezésre allt a kezelést megeldzden, illetve
a kezelés id6tartama alatt vett minta. A mintak immunhisztokémiai vizsgalata azt mutatta, hogy
a CSE szintje a DT kezelés hatasara 1ényegesen magasabb volt, mint a kezelést megel6z6en
(24/A 4abra). Fontos azonban megjegyezniink, hogy a vizsgélataink sordn azt észleltiik, hogy a
CSE expresszidja a metasztatikus melanomabol szdrmazd mintadkban altalanossagban is
magasabb volt. A kutatdbmunka soran talaltunk egy olyan minta part, mely egyazon beteg két
melandomabol szarmazé nyirokcsomoattétbdl kertilt eltavolitasra a kezelést megeldzden, illetve
a kezelés kozben. Ennél a betegnél is a CSE emelkedett szintjét lattuk a nyirokcsomoattétben,
azonban a DT kezelés hatasara a CSE szintje a kezelés el6tti mintahoz képest emelkedett (24/B

abra).

A tovabbiakban olyan metasztatikus melandmabdl szarmazo nyirokcsomoattéteket vizsgaltunk,
melyek nem egyazon betegbOl szdrmaztak. Az 6t minta esetén négynél alacsonyabb CSE
szinteket mértlink, mint a DT kezel¢s alatt 116 betegek esetén, az 6todik azonban kezelés nélkiil

is rendkiviil magas CSE szinteket mutatott (24/C abra).

Osszefoglalva az egyazon betegbdl kezelés eldtti és utani minték alapjan ugy tiinik, hogy a DT
kezelés valoban emeli a CSE fehérje szintjét betegek esetén is, mely 6sszhangban all a sejt- és
egérmodell eredményekkel. A vizsgalatokat azonban neheziti, hogy a CSE expressziojara
valdsziniileg nem csak a kezelés, hanem a betegség stddiuma is kihatassal van, igy ezek
vizsgélata a jovoben egy atfogdbb analizist igényel. Tovabba fontos hangsulyozni, hogy a
vizsgélatba bevonhaté minték rendkiviil alacsony szdma miatt ezen vizsgalatokbol nem tudunk

messzemend kovetkeztetéseket levonni.
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24. abra | A CSE expressziojanak vizsgalata melanoma betegmintakban DT terdapia hatdsdra.
(A) CSE (magenta) szintjét immunfestéssel mértiik egyazon betegbdl kezelés eldtt (balra) és
kezelés utan (jobbra). (B) A CSE szintjét immunfestéssel egy masik beteg kezelés elotti (balra)
és DT terdpia utan (jobbra) mértiik melanoma nyirokcsomo attétébél. (C) A DT kezelés
vizsgalata kiilonbozo kezelés elott (balra) és DT kezelés utan (jobbra) allo betegekbdl szarmazo

melanoma nyirokcsomaodattétekben.

6.11. A CSE szerepének vizsgalata a perziszter sejtek tulélésében in
vitro

Az eddigiekben részletezett in vitro és in vivo eredményeink arra utaltak, hogy a DT kezelés
kovetkeztében a CSE expresszioja fokozodik és altala a perszulfidok szintje megemelkedik.
ETHEI csendesités altal sikeriilt azt is igazolnunk, hogy az emelkedett perszulfidacionak a
perziszter melanomasejtek talélésében fontos szerep jut. A tovabbiakban vizsgélataink arra
iranyultak, hogy a CSE fokozott expresszidja adaptiv-e a perziszter sejtek talélése
szempontjabol, és szolgalhat-e esetleges célmolekulaként a szerzett rezisztencia kialakuldsanak

elkeriilése érdekében.

Ehhez a korabbiakban ismertetett CSE-t tultermeld 0oeCSE sejtvonalat (15/A é4bra), és a CSE-
hianyos sgCSE sejtvonalakat hasznaltuk (15/C-D abrak). A 0eCSE sejtvonal esetén azt talaltuk,
hogy a CSE-t taltermeld, emelkedett perszulfid szintekkel rendelkez6 A375 sejtvonal (15/B
abra) hamarabb valt rezisztenssé DT kezeléssel szemben, mint a normal A375 sejtvonal (25/A
abra). Ez azt mutatja, hogy a DT kezelés hatasara a CSE és ezaltal a perszulfidacio emelkedése
valoban adaptiv a kezelés alatt all0 melanomasejtekre nézve, szintjikket tovabb emelve
rezisztencia kialakuldsa a célzott terapiaval szemben gyorsabban megy végbe. Ezzel szemben
terapia-naiv koriilmények k6zott nem talaltunk kiilonbséget az A375 sejtek osztédasaban (25/B

abra).

A kovetkez0 ,.ellentétes” kisérletben a CSE-hidnyos sejtvonalakat hasznalva azt talaltuk, hogy
a CSE hiadnyaban a melandmasejtek lassabban valtak rezisztenssé a DT kezeléssel szemben,
mint a kontroll tarsaik (25/C és E abrak), mig terapia-naiv koriilmények kozott a CSE génkilités
nem befolyésolta a melandmasejtek osztodasat (25/D ¢és F abrak). Ez 6sszhangban az eldbbi
kisérlettel azt mutatja, hogy DT kezelés soran a CSE emelkedett szintje védi a perziszter
sejteket a kezelés okozta stresszel szemben, és ezaltal fontos szerepet jatszik a szerzett

rezisztencia kialakulasaban.
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25. dbra | A CSE génmddositis hatisa a perziszter melanomasejtek tilélésére. (A-B)
Sejtosztodas vizsgalata a CSE-t tultermeld (0oeCSE, overexpressing CSE) melanomasejtekben
DT-vel kezelt (balra) és terdpia-naiv koriilmények kozott (jobbra) SRB modszerrel. (C-F) A
CSE génkiiités sejtosztodasra kifejtett hatasdanak vizsgadlata A375 (C-D) és SK-MEL-28 (E-F)
sejtvonalakban DT kezelés alatt (C, E) és kontroll (D, F) koriilmények kézétt SRB modszerrel.
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6.12. A CSE gatlas célzott terapiaval egyiittesen torténé alkalmazasa
6.12.1. A CSE és MAPK gatlas hatasanak vizsgalata in vitro

A CSE-hidnyos sejteken végzett kisérleteink arra utaltak, hogy a CSE gatlasa elony0s lehet a
célzott terapiaval szembeni szerzett rezisztencia késleltetése szempontjabol, ezért a kdvetkezd
kisérletekben a megvizsgaltuk, hogy a CSE szelektiv gatlasa hatékonyabb terapias valaszhoz
vezet-e in vitro. Ehhez a kisérlethez a kereskedelmi forgalomban elérhet6 leghatékonyabb CSE
inhibitort, a PAG-ot hasznaltuk. A sejteket a DT és a V célzott terapiak mellett PAG-gal egyiitt
kezdtiik el kezelni, és kéthetente ellendriztiik a sejtek osztddasat. Korabbi kisérleteinkkel
Osszhangban a V-vel kezelt sejtek két honap utdn rezisztenssé valtak, mig a V + PAG
kombindciot kapott sejtek sokkal kisebb mértékben osztddtak ugyanennyi idé utan (26/A abra).
A DT-vel kezelt sejtek két honap utdn még nem nyerték vissza teljes mértékben az osztodasi
képességiiket, azonban a DT + PAG kombinaciot kapott sejtek még naluk is kisebb mértékben
osztodtak (26/B-C abrak). Ezen kisérletek arra utalnak, hogy a MAPK fttvonal és a CSE

egylittes gatlasa valoban késlelteti a szerzett rezisztencia kialakulasat in vitro.

Ahogy azt a korabbiakban ismertettiik, a szerzett rezisztencia kialakulasdhoz sziikséges a
MEK1/2 foszforilacidjanak helyreallasa a kiilonb6zd upstream jelatviteli utak fokozott
miikddése altal. Ezért a kovetkez0 kisérletben 0sszehasonlitottuk a p-MEK1/2 szintjét a MAPK
inhibitorokkal kezelt és a MAPK inhibitorokkal és PAG-gal egyiittesen kezelt sejtekben és azt
talaltuk, hogy p-MEKI szintje (also sav) alacsonyabb a V+PAG kombindcidt kapott sejtekben
mint a kizarélag V-vel kezelt sejtekben, mely arra utal, hogy a CSE altal termelt reaktiv kén
szarmazékok a MEKI1 foszforilaciojat fokozzdk a MAPK inhibitorok jelenlétében, mely
hozzajarulhat a rezisztencia kialakulasahoz, azonban a sejteket PAG-gal egyiitt kezelve ez nem
valosul meg. Erdekes modon azonban a MEK2 (felsd sav) esetén pont ellenkezdé hatast
talaltunk, a V+PAG és a DT+PAG kombinaciot kapott sejtekben a p-MEK2 szintje magasabb
volt, mint a kizarolag V-t vagy DT-t kapott sejtekben (26/D-E abrak). Ezt az ellentmondast
egyeldre nem tudjuk megmagyarazni, de azt gondoljuk, hogy a hattérben sokkal komplexebb
jelatviteli események allnak, ugyanis ahogy azt a korabbi eredményeink mutatjak, a fehérjék

révén, ami szamos jelatviteli it miikodésére kihathat.

A MAPK inhibitorokkal szembeni szerzett rezisztencia kialakuldsaban a kiillonbozd jelatviteli
utaknak, koztiik a PI3K/Akt utvonal megvaltozott mitkodésének fontos szerep jut 8. Ezzel

Osszhangban mi is azt talaltuk, hogy a p-Akt szintje megemelkedett a rezisztens sejtekben (5/B
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abra). Erdekes modon azt talaltuk, hogy a PAG-gal egyiittesen kezelt sejtekben az Akt
foszforilacigja szignifikansan csokkent (26/D-E abrak), mely hozzajarulhat ahhoz, hogy a

MAPK utvonal és a CSE egyiittes gatlasa késlelteti a szerzett rezisztencia kialakulasat.
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26. abra | A CSE gdtlas hatisa a MAPK inhibitorokkal szembeni szerzett rezisgtencia
kialakulasdra. (A-C) Az A375 (A-B) és az SK-MEL-28 (C) melanomasejteket vemurafenibbel
(V) (A) vagy dabrafenib-trametinib (DT) kombindcioval (B-C) kezeltiik a CSE inhibitor PAG
jelenlétében vagy tavollétében. A sejteket két honapig az inhibitorokat tartalmazo
sejtmédiumban tenyésztettiik, majd a sejtosztodast SRB modszerrel mértiik. (D-E) A MEK1/2
és az Akt foszforilacidjat a V-vel és V+PAG-gal (D), illetve a DT-vel és DT+PAG-gal (E)
tenyésztett melanomasejtekben Western blot technikaval mértiik. A Western blot eredmények

kiértékelése megtalalhato a Fiiggelékben.

78



Annak érdekében, hogy igazoljuk a PAG gatlo hatisit a CSE fehérjén keresztiili
perszulfidtermelésre, a kdvetkezo kisérletekben PAG-gal kezeltiik a sejteket és mértiik a kis
molekulatomegli Cys-SSH szintjét. Azt taldltuk, hogy a PAG valdoban gatolta a
perszulfidtermelést a kontroll €s a DT-vel kezelt sejtek esetén egyarant, mely alatamasztja
hipotézisiinket, hogy a CSE a reaktiv kén szarmazékokat termelé funkcidja altal védi a
perziszter sejteket, ami hozzajarul a szerzett rezisztencia kialakulasahoz (27/A abra). Tovabba
a PAG nem csupan a DT kezelés hatdsdra emelkedett Cys-SSH termelést, hanem a CSE
tultermelés altal kivaltott Cys-SSH termelést egyarant gatolta (27/B abra).
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27. abra | A CSE gatlas cisztein-perszulfid termelésre gyakorolt hatdsa. (A) A kontroll sejteket
két napig kezeltiik DT-vel és/vagy PAG-gal. Az intracellularis cisztein-perszulfid (Cys-SSH)
szinteket folyadékkromatograffal kapcsolt tandem tomegspektrométerrel mértiik. (B) A Cys-
SSH termelés vizsgalata CSE tultermelés (0eCSE, overexpressing CSE) és PAG kezelés
hatdsara folyadékkromatograffal kapcsolt tandem témegspektrométerrel tortént.

Mivel a PAG magas koncentracioban gatolhatja mas PLP-fiigg6 enzim miikodését, a kovetkezo
kisérletben megvizsgaltuk a PAG szelektivitasat. Ehhez megnéztiik a szintén PLP-fliggd CBS
enzim aktivitasat izotoppal jeldlt szerin alkalmazasaval, ugyanis Cth Ser-bdl és HCys-bol
torténd szintézisét (3. abra, 1. reakcid) kizarolag a CBS enzim katalizalja, igy ezzel a modszerrel
a CBS kanonikus aktivitasat sejten beliili kornyezetben szelektiven tudjuk mérni. Azt talaltuk,
hogy a PAG kezelés nem befolyasolta a jelolt Cth (Cth*) szintjét, illetve aranyat a teljes Cth
mennyiséghez képest (28. dbra), mely arra utal, hogy a PAG az altalunk hasznalt dézisban a
CSE-re nézve szelektivnek tekinthetd. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PAG kezelés
a CSE szelektiv gatlasan keresztiil késlelteti a szerzett rezisztencia kialakulasat, ezaltal

hatékonyabb terapias valaszhoz vezet.
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28. dbra | A CSE-gatlas hatisa a CBS kanonikus aktivitasara. A CBS intracellularis
aktivitasat nehéz szén-és nitrogénizotopot tartalmazo szerin (*) hasznalataval mértiik. A nehéz
szén- és nitrogénvaz cisztationinba (Cth) torténé beépiilését (Cth*) folyadékkromatograffal

kapcsolt tandem tomegspektrométerrel mértiik.
6.12.2. A CSE gatlas hatasanak vizsgalata terapia-naiv melanémaban

Mivel a HzS szerteagazo fiziologiai funkciodi révén fontos szerepet jatszik a tumornovekedésben
a sejtes jelatvitel és anyagcsereutak szabalyozasa altal, illetve a tumor erezettségére kifejtett
hatasa révén, korabbi tanulmanyok alapjan a H»S termelésében fészerepet jatszo enzimek
gatlasa szdmos tumortipusban befolyasolta a tumorndvekedést 073107109137 A k&vetkezd
kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy a PAG kezelés befolyasolja-e a terapia-naiv
melanoma novekedését. In vitro és in vivo vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a PAG kezelés
nem befolyasolta a melanomasejtek osztodasat és a tumorndvekedést (29/A-C abrak). Mivel a
HoS szerepet jatszik a tumor erezettségének szabdlyozasdban, CD34 markerrel torténd
immunfestés segitségével megvizsgaltuk a xenograft tumorok erezettségét. A PAG hatasara
azonban nem taldltunk kiilonbséget az érdenzitasban és a teljes érteriiletben (29/D dbra). Ez arra
utal, hogy az altalunk hasznalt dézisban a PAG nem gatolja a melandmasejtek osztodasat, a

tumorndvekedést €s a tumorok erezettségét terapia-naiv koriilmények kozott.
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29. dbra | A CSE gdtlas hatdsa a terdpia-naiv melanoma névekedésére. (A-B) A PAG
sejtosztodadsra kifejtett hatasat terapia-naiv az A375 (A) és az SK-MEL-28 (B) melanémasejtek
osztodasdara SRB modszerrel mertiik. (C-D) Az A375 sejtvonal eredetii xenograft egereket PAG-
gal kezeltiik. A tumorméretet digitalis tolomérével torténé mérés alapjan becsiiltiik (C, balra),
majd az eltavolitott tumorok tomegét megmeértiik (C, jobbra). Az erek szazalékos teriiletét (D,

balra) és denzitasat (D, jobbra) CD34 markerrel torténo immunfestés alapjan mértiik.
6.12.3. A CSE és a MAPK 1tvonal egyiittes gatlasa in vivo

Az in vitro kisérleteink arra utaltak, hogy a MAPK utvonal és a CSE egyiittes gatlasa a szerzett
rezisztencia kialakuldsanak késleltetéséhez vezet, ezért a kdvetkezo kisérletben megvizsgaltuk
ennek a kombinacionak a hatasat in vivo koriilmények k6zott. Ehhez sejtvonal-eredetii tumor
xenograft egereket kezeltlink DT-vel és a DT+PAG kombinacidval tobb mint két hénapon
keresztiil és a tumorok méretét hetente kétszer digitalis tolomérdvel mértiik. A kezelés kezdetét
kovetéen a tumorok mérete mindkét csoportban drasztikusan csokkent, a kezelés eldtti
tumorméret mintegy 10-20%-ara és az els6 néhany hét soran a tumorok nem mutattak

novekedést, tehat ebben az iddszakban a terdpia hatékonynak bizonyult (30/A éabra).

A DT csoportban a kezelés kezdetétdl szamitott 24. napon érte el az elsé tumor a kezelés eldtti
tumortérfogatot, mig a DT+PAG csoportban ez a 38. napon tortént meg (30/B abra). A
csoportot egyiittesen vizsgalva a DT-vel kezelt egereknél a tumorndvekedés nagyjabol a

kezeléstdl szamitott 25. napon (tehat az inokuléciotol szamitott 44. napon) indult meg, mig a
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DT+PAG csoportban ez 20 nappal késébb tortént (30/A abra). A terapiat addig tekintettiik
hatékonynak, amig a tumorméret el nem érte a kezelés eldtti tumorméretet, tehat ezt az
iddszakot nevezziik progressziomentes talélésnek. A kisérlet soran a DT+PAG csoportba
tartozo6 egerek progressziomentes tilélése szignifikansan magasabb volt, mint a kizarélag DT-
t kapott egereké (30/B abra). A kezelést6l szamitott 50. napon a DT csoportban a 12 egérbdl 11
rezisztenssé valt, mig a DT+PAG csoportban a 11 egér koziil minddssze 2 valt rezisztenssé.
Ekkor a kisérletet leallitottuk, az egereket felaldoztuk és az eltavolitott tumorok tomegét
lemértiik. A DT+PAG csoportban a tumorok tdmege szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
kizarolag DT-vel kezelt egereknél (30/C éabra). A tumorokat CD34 markerrel vizsgéalva a
terapia-naiv kisérlethez hasonléan nem talaltunk kiilonbséget a tumorok erezettségében (30/D
abra), mely arra utal, hogy a tumorok méretbeli kiilonbségének hatterében nem a CSE altal

termelt H,S vaszkularizaciora gyakorolt hatasa all.

Erdekes modon a korabbi in vitro kisérletben a PAG kezelés kovetkeztében a CBS enyhén
emelkedett aktivitasat tapasztaltuk (28. dbra). A CSE és a CBS hasonld reakcidi altal egy
bizonyos mértékig képesek egymas funkcidjat kompenzalni, melyet korabbi tanulmanyunk
soran bazalis emlékarcindmaban megmutattunk “°. Ezen észlelések alapjan feltételeztiik, hogy
a DT+PAG csoportban a tumorndvekedés hatterében allhat a CBS fokozott aktivitasa. Ahogy
korabban megmutattuk, a DT kezelés hatdsara a CBS ¢és a Cth szintje jelentds mértékben
lecsokkent, azonban a rezisztencia kialakuldsa soran ezek helyrealltak a terapia-naiv
kontrollhoz hasonl6 szintre, illetve egyes modelljeink esetén még magasabb szintre. A
DT+PAG csoport esetén azt talaltuk, hogy a tumorokban a Cth szintje és a tumorméret
korrelaciot mutattak (30/E abra), mely arra utal, hogy a DT+PAG csoportban azok a tumorok
tudtak elkezdeni néni, melyekben a CBS aktivitasa emelkedett. Ez az eredmény azt mutatja,
hogy a CBS aktivitdsanak fokozodéasa fontos a tumorndvekedésben, amennyiben a CSE

aktivitasa gatolt.
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30. dbra | A MAPK utvonal és a CSE egyiittes gdtldsa in vivo. (A-B) Az A375 sejtvonal eredetii
xenograft egereket DT-vel és DT+PAG kombindcioval kezeltiik. A tumorok méretét digitdlis
tolomérovel kéthetente mértiik, a tumortérfogatot ez alapjan becsiiltiik (A). Amikor az adott
tumor meérete elérte a kezelés elotti tumortérfogatot, a terapiat hatastalannak tekintettiik. Ez
alapjan kalkulaltuk az egerek progressziomentes tulélését (B). (C) Amikor a kezelés a DT

csoportban szinte teljesen hatdastalanna valt, az egereket felaldoztuk és a tumorok tomegét
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megmeértiik. (D) A tumorok vaszkularizaciojat CD34 markerrel torténd immunfestéssel
ellendriztiik. (E) A cisztationin (Cth) szint és a tumorok méretbeli névekedése kozotti
osszefiiggest Pearson korrelacios koefficienssel szamoltuk. A kisérlet részletes leirdsara,
beleertve a kezelési idoket és koriilményeket az ,, Anyagok és modszerek” fejezet 5.4.10.

alfejezeteben keriilt sor.
6.13. Egyéni hozzajarulas a dolgozatban bemutatott eredményekhez

A dolgozatban bemutatott kisérletek esetén daltalanossdgban elmondhatd, hogy minden
kisérletben részt vettem szakmai ismereteimnek megfeleléen. A kisérletek tervezését, az
eredmények kiértékelését €s dabrazoldsat, illetve a sejtvonalak fenntartasat, kezelését és
tulélésiik vizsgalatat minden esetben én végeztem. Emellett az ¢16sejtes mikroszkopiat, a reverz
transzkripcids kvantitativ PCR-t és a Western blot vizsgélatokat, illetve az utdbbi két méréshez
szlikséges mintaelokészitést én végeztem. A szovetek bedgyazasat, az immunohisztokémiai
vizsgalatokat és a Seahorse méréseket tobbnyire én végeztem. A géncsendesitett és génkilitott
sejtvonalak létrehozédsat kollégaimmal kozosen folytattuk, mikézben én tanultam az adott
modszert. A miiszeres analitikai méréseket, a ProPerDP mérést, a CSE-t taltermeld sejtvonal
létrehozasat, a vaszkularizacio-analizist, a tumormetszetek készitését, illetve az egerek
kezelését és boncolasat kollégaim végezték, nevilk az ,,Anyagok és modszerek™ fejezetben
minden esetben kiilon kiemelésre keriilt. A miiszeres analitikai mérések esetén a
mintaelOkészitést részben vagy egészében én végeztem, az egerek boncoldsanal pedig
segitettem kollégaim munkéjat. Emellett azonban fontosnak érzem itt is kiemelni, hogy
rengeteg segitséget kaptam kollégdimtél a teljes doktori munkdm sordn, melyet a

,,K0szOnetnyilvanitas” fejezetben részletesen kifejtek.
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7. Megbeszélés

Bar a jelenleg elérhetd terapids agensek nagy hatékonysaggal géatoljdk a BRAF mutaciot
hordozé melanoma novekedését, a szerzett rezisztencia kialakuldsa legtobb esetben
elkeriilhetetlen, amely a tumor kitjulasdhoz és agressziv progresszidjahoz vezet *°. Az els6
gatloszerek megjelenése ota mintegy 15 év telt el, amely idGészak soran szamos, a szerzett
rezisztencia hatterében 4ll0 mechanizmus azonositasra Kkeriilt, azonban a rezisztencia
kialakuldsanak megakadalyozidsa még mindig nem megoldott 121316 Korabbi tanulméanyok
azt mutattak, hogy a MAPK gatloszerekre rezisztens melanomasejtekre az oxidativ stressz
magasabb szintje jellemzd 32%3%, Doktori munkam elsédleges célja az volt, hogy a szerzett
rezisztencia kialakuldsdban szerepet jatszé molekuléris bioldgiai folyamatokat azonositsuk,
kiilonos tekintettel az oxidativ stresszt ellenstulyozé redox rendszerek miikodésére és a
kiilonb6z6 anyagcsere-utvonalaira. Ezzel hossztavi célunk az volt, hogy olyan potencialis
tdmadasi pontokat azonositsunk, amelyek célzésa a jelenleg elérhetd terapiak hatékonysagat, és

ezaltal a progressziomentes tulélést novelni tudjak.

Ahhoz, hogy a DT terapidval szembeni szerzett rezisztencia kialakuldsat megvizsgaljuk,
létrehoztunk egy DT terapiara rezisztens melanoma sejtvonalat, amelyet el@szor in vitro
karakterizaltunk. Emellett a DT terapia akut hatasat is vizsgaltuk, hogy a kezelés alatt allo
perziszter sejtekben végbemend vaéltozasokat feltdrjuk. A perziszter sejtek esetén fontos
kiemelni, hogy ezek vizsgalata bizonyos korlatokba iitkozik, amelyeket az eredmények
értelmezésénél fontos szem eldtt tartani. Mint azt az ,,Irodalmi attekintés” fejezetben kiemeltiik,
a perziszter sejtek a terapidt nyugalmi allapotban atvészeld, nem vagy csupan minimalisan
0sztodo sejtek, amelyek fenotipusos valtozasai atmenetiek és reverzibilisek, illetve ezek a
valtozasok nem genetikai mechanizmuson alapulnak °. Vizsgalataink soran a kezelést talélé
sejtpopulaciot vizsgaltuk, amelyben azonban a perziszter sejtek mellett eldfordulhatnak
alapesetben rezisztens sejtek is. A kezelési idoket minden kisérlet esetén ugy valasztottuk meg
(3-6 napos kezelések), hogy a vizsgalt sejtpopulacid tulnyoméd része nyugvod stadiumban
legyen, igy feltételeztiik, hogy az alapesetben rezisztens sejtek ardnya elhanyagolhat6. A
kezelés hatasara a melanémasejtek egy része elpusztult, amelyeket mosasi 1épésekkel minden
mérésiink eldtt eltavolitottuk, hogy kizardlag a kezelést tuléld sejtpopulaciot tudjuk vizsgélni.
Munkénk soran azt tapasztaltuk, hogy a kezelés alatt allo sejtek nagyjabol egy hénap utan
kezdtek el osztodni, tehat innentdl a sejtpopulacid mar az alapesetben rezisztens sejtekbdl és a
perziszterbdl rezisztenssé valt sejtekbol allt. Ahhoz azonban, hogy ezek a rezisztens sejtek

elérjék a terapia-naiv kontrollhoz hasonl6d osztodasi ratat, mintegy 3-4 honap kezelésre volt
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sziikség. A rezisztens sejtek vizsgalatahoz azt a vonalat hasznaltuk, amelyek mar a terapia-naiv
sejtekhez hasonld osztodasi ratat mutattak (5/A abra). Kisérleteink soran kivancsiak voltunk
arra, hogy a terapiat tuléld, nagyrészt perziszter sejtekb6l allé populacioban milyen
stresszvalaszok aktivalodnak és vizsgaltuk, hogy ezek koziil melyek adaptivok, tovabba, hogy

ehhez képest a rezisztens sejtekben mely tulajdonsagok maradnak meg.

A rezisztens sejtekben az Akt fehérje fokozott foszforilacigjat mértiik, mely arra utal, hogy a
MAPK gatlas kovetkeztében a PI3K-Akt jelatviteli ut veszi at a szerepet, ezzel hozzjarulva a
a MAPK utvonal kinazai, a MEK1/2 ¢és az ERKI1/2 a terapia-naiv sejtekhez hasonld

foszforilacios mintazatot mutattak, amelyek szintén hozzajarulnak a helyreallt sejtosztodashoz.

A DT kezelés hatasdra a jelatviteli valtozdsok mellett szdmos rezisztenciagén fokozott
expressziojat talaltuk, koztiik a GST-pi fehérjét, az ABC transzporter csaladba tartoz6 ABCG2-
t, illetve az egyes CYP fehérjék kiilonb6zd izoformait kodold géneket. A CYP fehérjék és a
GST-pi a kiilonbozd gydgyszermolekuldk kozombdsitése, mig az ABCG2 a xenobiotikumok
sejten kiviili térbe juttatasa altal jarulnak hozza a perziszter sejtek tGléléséhez és a Szerzett
rezisztencia kialakulasahoz. A CYP fehérjék monooxigenazok, amelyek miikodésiik soran

ROS-t termelnek, fokozva az oxidativ terhelést.

Az oxidativ stressz Iin vitro vizsgalata szamos nehézségbe iitkozik. A sejtkultirakat magas
oxigénkoncentraci6 mellett tenyésztjiik, amely nem felel meg a hipoxias tumor
mikrokdrnyezetben mérhetd alacsony oxigénellatottsagnak. Részben emiatt, részben pedig az
in vitro modellek és a tumor mikrokdrnyezet tapanyagellatottsagabol adodo kiilonbségek miatt
(kiilonos tekintettel a CySSCy elérhetdségére) tartottuk nagyon fontosnak, hogy a DT kezelés
akut hatasat in vivo koriilmények kozott is tanulmanyozzuk, amelyet a késébbiekben részletesen
kifejtiink. Tovabbi problémat jelent, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphaté ,,ROS”
mérésére hasznalt szondak eltérden reagdlnak a kiilonbozd specieszekkel, amelyek kémiai
tulajdonsagaikban, életidejiikben €s reaktivitasukban is kiilonbozhetnek egymastol. Emellett a
kiilonféle oxidativ szarmazékok intracellularis lokalizacidjukban kiilonbozhetnek, illetve az
egyes kompartmentekben eltéré koncentracioban lehetnek jelen, amelyet szintén figyelembe
kell venni 1%, Kisérleteink soran elészor arra voltunk kivancsiak, hogy a feltételezett oxidativ
stressz milyen hatdssal van a kezelés alatt 4llo perziszter és rezisztens melandmasejtek
miukodésére. Mivel a ROS semlegesitésében szerepet jatszé rendszerek nagyon dinamikusan

képesek alkalmazkodni a sejtek redox éllapotahoz 39118

, sok esetben a ROS egyensulyi
szintjében nehéz kiilonbséget detektalni, valojaban a ROS fluxusa az, ami megvaltozik.
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Azonban azok a sejtek, amelyek nagyobb oxidativ terhelés alatt allnak, sokkal inkabb

védtelenek a tovabbi oxidativ stressz ellen 2740

, ezért a kisérleteinket H»O2 kezeléssel
kiegészitve végeztikk, hogy ezaltal kibillentsiik a sejteket az egyensulybol. Ezzel az
elgondolassal Osszhangban azt talaltuk, hogy a DT kezelés onmagaban nem emelte az
irreverzibilisen oxidalodott Prx-ek szintjét és az oxidativ stressz hatasara bekovetkezett DNS
karosodast jelz6 PAR-ilaciot, azonban H2O> kezeléssel kombinalva mind a Prx-SO».3, mind a
PAR-ilacio mértéke jelentés mértékben emelkedett a DT kezelés alatt allo sejtekben. Ez azt
jelenti, hogy nem csupan a rezisztens, hanem a kezelés alatt all6 perziszter sejtek is nagyobb
oxidativ terhelésnek vannak kitéve a MAPK gatlas hatasara, amelyet ellenstulyoznak a talélés
érdekében. Azonban ebbdl a redox egyensulybol konnyebb Oket kibillenteni, mint a terapia-
naiv tarsaikat, mely a fehérjék tulzott oxidacidjahoz és az oxidativ stressz hatasara bekovetkezo
DNS karosodashoz vezet. A kisérleti kondiciok kivéalasztasanal azt kellett mérlegelniink, hogy
mig a Prx-SO,.3 egy irreverzibilis modosulat, amely erés oxidativ stressz esetén bizonyos
szintig halmozodni tud a sejtekben, addig a PAR-ilacio egy reverzibilis modosulat, amelynek
szintje dinamikusan valtozik, a poli-ADP-glikohidrolaz végzi a lebontdsat. Emiatt a kisérleti
koriilményeket ugy valasztottuk meg, hogy a DT kezelés mindkét kisérlet esetén azonosan 4
ora volt, a H202 kezelés a PAR-ilacid vizsgéalatdhoz annak dinamikus szabalyozdsa miatt
szigoruan 10 perc, a Prx-SO,.3 esetén pedig a modosulat halmozodasa és az optimalis

detektalhatosag érdekében 4 ora volt.

A sejtek redox védelmi rendszereit vizsgalva a fenti eredményekkel dsszhangban azt talaltuk,
hogy a kezelés alatt allo perziszter sejtekben valdban megnétt az oxidativ agensek
kozombositésében szerepet jatszo fehérjék expresszidja, amelyek fenntartjdk a redox
homeosztazist, ezaltal hozzajarulva a sejtek tuléléséhez és hosszutavon a szerzett rezisztencia
kialakulasdhoz. A kezelés alatt allo perziszter sejtekhez képest a rezisztens sejtekben
mérséklodott ezen fehérjék expresszidja, amely egy kiegyensulyozottabb redox kornyezetre
utal. Azonban a rezisztens sejtekre is jellemz6 példaul a TrxR1 és a SOD2 fehérjék fokozott
expresszioja a terapia-naiv kontroll sejtekhez képest, amely azt mutatja, hogy a rezisztens

sejtekben is fokozott a ROS termelés a normal koriilményekhez képest.

Annak érdekében, hogy a sejtek fenn tudjak tartani az oxidativ agensek kozombositésért felelds
rendszerek miikddését, a redukald erdt biztosité NADPH fokozott eldallitasara van sziikségiik,
amely els6sorban a pentdz-foszfat Giton, a G6PD fehérjén keresztiil torténik. Ezzel 6sszhangban
a DT kezelés kovetkeztében a G6PD fokozott expressziojat talaltuk. Ezen eredmények azt

mutatjadk, hogy a DT kezelés altal kivaltott oxidativ stresszre a melanémasejtek széleskorii
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valaszt adnak és szamos védelmi fehérjét aktivalva biztositjak a tulélést. Ez 6sszhangban all
azzal, hogy a sejteket csupan DT-vel kezelve nem tapasztaltunk emelkedést a Prx-SO2.3
szintjében ¢és a PAR-ilacioban, hiszen az aktivalodott védelmi rendszerek ezeket kozombositeni

tudjak 1,

Osszhangban a redox rendszerekben detektalt kiilonbségekkel, a glikolizis és a pentdz-foszfat
ut szabalyozasaban szerepet jatszo PFKFB 3 és 4 szintjében mért valtozasok is arra utalnak,
hogy a MAPK utvonal gatlasanak kovetkeztében a két itvonal kozaotti fluxus eltolodik a pentdz-
foszfat at fel¢ annak érdekében, hogy az oxidativ agensek kozombositéséhez sziikséges
NADPH igénytiket fedezzék, hiszen a perziszter sejtek szempontjabol a stressz tulélése az
elsddleges szempont. A rezisztens sejtekben azonban a kiegyensulyozottabb redox kdrnyezet
mar lehetévé teszi az aerob glikolizis helyreallt miikodését, amely elengedhetetlen a fokozott

sejtproliferacio biztositdsahoz.

A sejtek energiatermeld folyamatait vizsgalva azt talaltuk, hogy a glikolizis aktivitasa és a
sejtek glikolitikus kapacitasa a DT kezelés hatasara lecsokkent. Ennek hatterében részben allhat
kozvetleniil a mutans B-Raf gatlasa, ugyanis a mutacié révén bekovetkezé fokozott B-Raf
mikodés kozvetve aktivalja szamos glikolitikus fehérje mikodését, igy a B-Raf és a
downstream MEK1/2 gatlasaval ,,megfosztjuk™ a sejteket az egyik aktivalé mechanizmustol.
Egy masik kivaltd ok lehet a korabban bemutatott csokkenés a PFKFB3 szintjében és
emelkedés a PFKFB4 szintjében, amelyek az anyagcserefluxus eltolodasat eredményezik
glikolizistél a pentoz-foszfat ut felé. Ezzel szemben a rezisztens sejtek glikolitikus aktivitasa
helyreallt a terapia-naiv kontroll sejtekhez hasonl6 szintre, ezzel aldtdmasztva a PFKFB 3 és 4

fehérjék szintjében mért mennyiségeket.

A DT kezelés alatt 4116 sejtek mitokondriélis 1égzését vizsgalva azt talaltuk, hogy mind a DT-
vel kezelt sejteknek, mind a terapiara mar rezisztens sejteknek magasabb volt a 1égzési
kapacitasa, a rezisztens sejteknek azonban a bazalis 1égzése is magasabbnak bizonyult, mint a
terapia-naiv kontroll sejteknek. Ez a CYP fehérjék magas expresszidjaval egyiittesen okozhatja

az emelkedett ROS termelést a kezelés alatt all6 melanomasejtekben.

Mivel a sejtek redox homeosztazisaért felelds ttvonalak a kiilonb6z6 anyagcsere-titvonalakkal
szoros Osszekottetésben miikddnek, nem meglepd, hogy a MAPK utvonal gatldsa soran
megemelkedett oxidativ terhelés széleskorli valtozasokat generdl a melandmasejtek kiilonbozo
anyagcsere-titvonalaiban 9, Feltételeztiik, hogy az emelkedett sejtlégzés biztositasa érdekében

a sejteknek megné az igénye a kiilonb6z6 elektrondonor molekuldkra, hogy az
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elektrontranszportlanc mikodéséhez sziikséges elektronsziikségletet fedezze. Valdban, a DT
kezelés kovetkeztében tobb, a NADH ¢s a FADH> termeléséért felelds fehérje expresszidjaban
emelkedést tapasztaltunk, amelyek a citromsavciklus fokozott miikodésére utalnak. A
citromsavciklus a sejtek egyik fo anyagcserekozpontja, hiszen 6sszekdttetésben all szamos
folyamattal, igy példaul az aminosav-, a zsirsav- és a nukleotid-anyagcserével. A tovabbiakban
kivancsiak voltunk arra, hogy az aminosav-anyagcserét hogyan befolyasolja a MAPK utvonal
gatlasa. Aminosav-analizislink azt mutatta, hogy a DT kezelés emelte a glutamin, az aszparagin
¢€s az aszpartat intracellularis szintjét, fokozta a glutamin felvételét, illetve az aszparagin €s az
aszpartat sejten kiviili térbe juttatasat. Az emlitett hdrom aminosav szintjében bekodvetkezett
valtozdsok nem meglepdek, ugyanis mindharom anyagcseréje szorosan kotodik a
citromsavciklus mikodéséhez. Az aszpartat-oxalacetat atalakulas a malat-aszpartat inga
miikodtetésében jatszik szerepet, ezaltal a redukalé erd mitokondriumba juttatdsdhoz
szlikséges. Az aszparagin aszpartatbol keletkezik a glutamin glutamatta torténd atalakulasa
kozben. A glutamint a melandmasejtek nagy mennyiségben veszik fel az extracellularis térbdl,
szerepét a rezisztencia kialakulasaban mar korabbi tanulmanyban ismertették 3. A glutamin és
glutamat oda-vissza alakulasat a GLUL (glutamint termeld) és GLS (glutamin bontd) fehérjék
szigoruan szabalyozzak. A melanomasejtek megnovekedett glutaminigénye iranyulhat részben
a citromsavciklus taplalasara, méghozza a glutamaton keresztiil az alfa-ketoglutarat termelése
altal. A glutamat emellett szubsztratként szolgadl a GSH szintézisé¢hez, illetve a CySSCy

extracellularis térbdl torténd felvételéhez.

A Cys aminosav redox egyensulyban betoltott szerepe révén elengedhetetlen az oxidativ
stresszel szembeni védelemben, hiszen szamos kofaktor, kéntartalmu antioxidans vegyiilet és
redox egyensulyban szerepet jatszo fehérje termeléséhez szolgal szubsztratként. A rezisztens
sejtek CySSCy megvondasra vald érzékenysége, illetve a CySSCy felvételét gatld erastin
rezisztenciat késlelteté hatasa azt mutatja, hogy a DT kezelés alatt all6 melandmasejteknek
valoban nagy mennyiségli CySSCy-re van sziiksége a redox homeosztazis fenntartasdhoz. A
sejtekben nagy mennyiségben jelenlévo, redox pufferként szolgalé GSH szintéziséhez a glicin
mellett a Cys és glutamat aminosavak sziikségesek. A rezisztens sejtekben a GSH emelkedett
szintjét tapasztaltuk, amely emelkedett GSH termelésre €s ezaltal nagyobb Cys és glutamat
igényre utal. Mind a sejtek megemelkedett Cys igénye, mind az emelkedett GSH szintézis
Osszhangban all az emelkedett glutamat igénnyel, amelyet a sejtek a glutamat glutaminbol
torténd emelkedett termelése (DT kezelés alatt allo sejtek esetén) vagy a glutamin glutamatbol

torténd csokkent termelése altal (rezisztens sejtek esetén) fedeznek.
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Mint emlitettiik, a sejtek a GSH-t az oxidativ agensek k6zombositése mellett a kiilonbozo
gyogyszermolekuldk semlegesitésére is hasznaljak a GST fehérjék altal. Tekintettel arra, hogy
a DT kezelés hatasara a GST-pi magasabb expressziojat talaltuk, feltételezziik, hogy a célzott
terapiaval szembeni rezisztencia kialakulasdban a GSH-nak kettds szerep jut, egyrészt a
melanomasejtek védelmét szolgalja az oxidativ stresszel szembeni talélés céljabol, masrészt a

gyogyszermolekuldk kozombositését a GST-pi fehérjén at.

A CySSCy a sejtekbe jutva redukalodik a TRP14 fehérjén keresztiil a tioredoxin rendszer altal,
majd hasznositasra kertl a kiilonb6z6 ttvonalakon keresztiil. A DT kezelés hatasara azonban a
Cys egyensulyi szintjében csokkenést tapasztaltunk a terapia-naiv sejtekhez képest, amely a
CySSCy emelkedett intracellularis szintjével parosult, ami a DT kezelés kovetkeztében
megfigyelt oxidativ stresszel dsszhangban all (31. abra). A Cys intracellularis elérhetdsége
azonban nem csupdn a felvételén keresztiil szabalyozott, ugyanis szemiesszencialis aminosav
révén a sejtek tobb reakcidlépésen keresztiil metioninbol szarmazd homociszteinbdl és
szerinbdl is eld tudjak allitani a CBS és CSE fehérjéken keresztiil. Azonban a DT kezelés
hatasara mért emelkedés a CSE és ezzel egyiitt csokkenés a CBS szintjében nem arra utal, hogy
a Cys termelése fokozodna a kezelés kovetkeztében, ugyanis a Cys termeléséhez mindkét
fehérje egyiittes miikddésére van sziikség, hiszen ezek egymast kovetd reakcidlépéseket
katalizalnak. Ezzel szemben a rezisztens sejtekben a terapia-naiv sejtekhez hasonloan ellentétes
mintazatot lattunk, a CSE szintje alacsony, mig a CBS szintje relative magas volt a perziszter

sejtekhez képest.

A kanonikus, Cys-t termel6 funkcidjuk mellett mindkét fehérjének szamos egyéb funkcioja
ismert, ugyanis a reaktiv kén szarmazékok termelésén keresztiil szabalyozzak a kiilonb6z6
jelatviteli- és sejtanyagcsere-folyamatok mitkodését. A reaktiv kén szarmazékok kozé tartozo
szulfid és perszulfid szarmazékok szintjét mérve azt talaltuk, hogy a DT kezelés hatasara
megemelkedett a kis molekulatomegii Cys-SSH, a H2S és a H2S2, mig a GSSH mind a DT-vel
kezelt, mind a rezisztens sejtekben egyarant magasabb szintet mutatott. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a DT kezelés hatdsara emelkedett CSE szint nem a sejtek emelkedett Cys
igényét hivatott fedezni, hanem a reaktiv kén szarmazékok termelése altal jatszik fontos

szerepet (31. abra).

A CSE és a CBS, illetve a funkcidjukhoz kothetd kéntartalmi metabolitok szintjét mas

modellrendszerekben vizsgalva azt talaltuk, hogy a MAPK tutvonal gatlasa vemurafenibbel,

illetve mas melanéma sejtvonalban DT-vel nagyon hasonlo valtozasokat indukal. A DTR A375

sejtekkel ellentétben a DTR SK-MEL-28 sejtvonal és a VR A375 sejtvonal esetén a CBS
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magasabb aktivitdsat tapasztaltuk, amely arra utal, hogy bizonyos koriilmények kozott a
rezisztencia kialakulasahoz nem elég a CBS funkcidjanak helyreéllt miikkdése, hanem fokozott
aktivitdsa sziikséges. A Cys-anyagcserében bekovetkezett valtozasokat sejtvonal-eredetil,
illetve human tumor-alapt xenograft egerek segitségével in vivo koriilmények kozott vizsgalva
ugy tint, hogy a DT kezelés altal kivaltott emelkedés a reaktiv kén szarmazékok szintjében,
illetve csokkenés a Cys, Cth és Lant szintjében in vivo korilmények kozott is végbemegy.
Tovabba a Cth alacsony szintje a DT-vel kezelt xenograft tumorokban arra utal, hogy a CBS
aktivitasa DT kezelés hatasara in vivo koriilmények kozott is lecsokken. A DT kezelés hatasara
emelkedett CySSCy/Cys arany in vivo koriilmények kozott tovabba erdsiti azt az in vitro
¢észlelésiinket, hogy a terapia hatasara az oxidativ terhelés valdoban megemelkedik a tumor
mikrokornyezet limitalt oxigénellatottsaga mellett is. Bar ezeknél a méréseknél a tumorok
eltéré feliilet/térfogat aranya magdban hordozza az esetleges mérési hiba lehetdségét,
vizsgalataink soran ennek mértékét ugy igyekeztiink csdkkenteni, hogy a tumorok egészében
fagyasztasra keriiltek és a tumor homogenizatumokbdl azonos mennyiséget hasznaltunk, majd

a mérések kiértékelésénél az analitok szintjét a mintak dsszfehérje-tartalmara normalizaltuk.

A reaktiv kén szdrmazékoknak szdmos fizioldgias szerepe ismert: védelmet nyljtanak az
oxidativ stresszel és a ferroptozissal szemben 9398193  t4plaljak az elektrontranszportlinc

t 1991140 j]letve szabélyozzak a glikolizis aktivitasat 8!, Ezek

mitkodését és az ATP-termelés
alapjan azt feltételeztiik, hogy a DT kezelés hatdsara a CSE és CBS szintekben bekovetkezett
valtozasok mogott a melanomasejtek védelme, illetve a sejtanyagcsere és a jelatviteli utak
szabalyozasa allhatnak. A CSE valojaban egy erdsen indukélhato fehérje, amely kiilonb6zo
stimulaciora, koztiik az oxidativ stresszre, reagal °®. A CSE gyors indukcidja a DT-vel kezelt
nyugalmi allapotban 1év0, nem o0sztddo perziszter sejtekben tehat egy adaptiv tulélési stratégia

lehet.

A DT kezelés hatdsara fokoz6do CySSCy felvétel és a kéntartalmu kismolekuldk emelkedett
termelése magasabb Cys igényre utalnak, amely a Cys oxidativ katabolizmusanak
fokozodasaval egyiitt elsdre ellentmondasosnak tlinik. Erre az ellentmondésra egy lehetséges
magyarazat, hogy a Cys lebonto ut végterméke, a taurin, hasznos a kezelés alatt all6 perziszter
sejtek talélése szempontjabol. A taurin onkoldgiai szerepe egyeldre kevéssé ismert, szerepének
feltardsa melanomasejtekben a célzott terdpiaval szembeni rezisztencia kialakulasa soran egy

potencialis uj kutatasi irany lehet a jovében.

Tekintettel arra, hogy a CSE ¢és a CBS fehérjék szamos kiilonbozd reakciolépésen keresztiil
termelnek reaktiv kén szarmazékokat, megvizsgaltuk a Cys anyagcseretermékeinek egyensulyi
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szintjét, tovabba jelolt metioninnal és CySSCy-nel végeztiink kisérleteket, hogy az egyes
enzimaktivitasokat specifikusan vizsgalni tudjuk. Ezek a kisérletek megerdsitették a
fehérjeszintekben mért kiilonbségeket, ugyanis azt talaltuk, hogy normal tenyésztési
koriilmények kozott, tehat elegenddé CySSCy ellatottsag mellett a CBS és CSE Cys-t termeld
(kanonikus) funkcidja elhanyagolhatd (3. abra, I-es és II-es reakciok). Tovabba azt talaltuk,
hogy a DT kezelés hatasara bekovetkezett emelkedés a CSE szintjében a 2 HCys-bdl Hlant és
H2S termelésén keresztiil hozzajarulhat a kezelés alatt allo sejtekben mért emelkedett H,S
szinthez. Ezek a kisérletek tovabba arra is ramutattak, hogy a DT kezelés alatt all6 sejtekben az
emelkedett H2S termelés nem a 3. abra IV., V. és VI. reakcioin keresztiil torténik. Fontos
megemliteni, hogy a III. és IX. reakciot ezzel a megkozelitéssel nem tudjuk elvalasztani
egymastol, ugyanis mindkét reakcid esetén jelolt piruvat keletkezik a HoS vagy a Cys-SSH

termelése mellett.

Bar normal tenyésztési koriilmények kozott a CSE ¢és CBS kanonikus funkcidja
elhanyagolhatonak bizonyult in vitro, egy masik projekt keretein beliil HEK-293 sejtvonalon
megmutattuk, hogy az in vivo koriilményekhez hasonld CySSCy koncentracié mellett a
kanonikus 1t aktivitasa fokozodik. Tovabba TRP 14 génkiiités hatasara azt lattuk, hogy a TRP14
hianyaban a sejtek a Cys igényliket emelkedett transzszulfuracids aktivitassal igyekeznek

potolni.

Ida és munkatarsai korabban megmutattak, hogy a CySSCy jobb szubsztratja a CSE-nek (3.
dbra, IX. reakcio), mint a Cys %, azonban fiziologias koriilmények kozott az alacsony
CySSCy/Cys arany kdvetkeztében ez a IX. reakci6 alacsony mértékben megy végbe . A mi
rendszerlinkben azonban, ahol a DT kezelés a fokozott CSE expresszié mellett emelkedett
CySSCy szintekhez és magasabb CySSCy/Cys aranyhoz, illetve csokkent egyenstlyi Cys és
Cth szintekhez vezetett, a IX. reakcio relevans lehet a kezelés alatt alld perziszter sejtekben a
Cys-SSH emelkedett termelésében a tlélés biztositasa érdekében. Azzal a céllal, hogy a CSE
Cys-SSH-ot termeld funkcidjat a melandmasejtekben igazoljuk, a CSE-t tultermel6 és CSE-
hianyos melanoma sejtvonalakat vizsgaltunk. Ezek a kisérletek ramutattak arra, hogy a CSE
szintjét tovabb emelve a Cys-SSH termelése tovabb fokozodott, mig a CSE-hidnyos sejtekben
a Cys-SSH még DT kezelés hatasara sem emelkedett meg. Ezek a kisérletek egyértelmiien azt
mutatjak, hogy melanomasejtekben a DT kezelés hatasara emelkedett CSE expresszi6 fokozott
Cys-SSH termeléshez vezet a 3. abra IX. reakcidjan keresztiil, hiszen a CSE tultermelése a
CySSCy szintjét (szubsztrat) csokkentette, mig a génkilités hatasara a CySSCy szintje
megemelkedett. Tovabba ezek a kisérletek bizonyitjak, hogy a DT kezelés hatasara emelkedett
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CSE aktivitas felelos a Cys-SSH emelkedett termeléséért, hiszen a CSE-hidnyos sejtekben a
Cys-SSH szintje DT kezelés hatdsara sem emelkedett meg. Ezek az eredmények alapkutatasi
szempontbdl is nagy jelentdséggel birnak, ugyanis ravilagitanak, hogy a transzszulfuracios
enzimeknek a kanonikus szerepiik mellett reaktiv kén szdrmazékokat termeld funkcidjuk altal

is rendkiviil fontos daganatbioldgiai szerep jut 7.

Az emelkedett perszulfid szintek védelmet nytjthatnak a metallofehérjék altal indukalt oxidativ
stresszel " és a lipid peroxidacio altal kivaltott ferroptozissal szemben %% Emellett a fehérjék
tiol csoportjainak perszulfidaciéja mint poszttranszlacios modosulat fontos jelatviteli szerepet

tolt be a fehérjefunkciok szabalyozasan keresztiil 90:99-101

, illetve védi a fehérjéket az
irreverzibilis oxidativ médosulatok kialakulasatol 98193128 Az emelkedett kis molekulatomegii
perszulfid szintekkel 6sszhangban, a DT kezelés kovetkeztében két kiilonb6zé modszerrel is
szulfénsav szarmazékok emelkedett szintje a DT kezelés kovetkeztében igazolja a kezelés
hatasara keletkezett oxidativ stressz fehérjék oxidaciojara kifejtett hatasat, tovabba kdzvetleniil
mutatja, hogy a perszulfidacio védi a fehérjéket az oxidativ karosodas okozta degradaciotol (31.

abra).

A perszulfidalt fehérje frakciobdl torténd azonositds ravilagitott arra, hogy a DT kezelés
hatasara szamos stresszvalaszban fontos fehérje perszulfidacioja megemelkedett, koztik a
katalaz, a fehérje-diszulfid-izomerazok, a hésokk fehérjék és a Prx-ek. A Prx2 esetén sikeriilt
onmagaban a DT kezelés soran miért nem talaltunk emelkedést a Prx-SO2-3 forma szintjében,
hiszen a perszulfidalt Prx-ek oxidacioja révén olyan modosulatok keletkeznek, amelyet a sejtek
redox védelmi rendszere még vissza tud alakitani nativ tiol formava (4. dbra), igy az oxidalt,
degradaciora itélt modosulat nem halmozodik fel. A perszulfidalt fehérjék azonositasa a
kiilonbozé kezelések alatt all6 daganatos sejtekbdl 1) mechanisztikus informécidkat
szolgaltathat a jovOben és ezéltal mélyebben megérthetjiik a perszulfidacid tumorbiologiai

szerepét.

Annak érdekében, hogy a perszulfidacid szerepét a perziszter melandmasejtek védelmében

megvizsgaljuk, stabil géncsendesitést hoztunk 1étre a perszulfidok lebontésaért felelés ETHEL-

re nézve. Az ETHE1 géncsendesitett sejtekben valoban emelkedett a perszulfidok szintje,

amelyet DT kezeléssel még tovabb tudtunk emelni. A DT kezelés esetén az sShETHEI sejtekben

mért emelkedett gamma-glutamil-cisztein szint arra utal, hogy az ETHE1 géncsendesités

fokozta a GSH termelését, ami azért is fontos, mert az shETHEI sejtek nem tudjak a GSSH-t
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visszaredukalni GSH-na, igy feltehetben a GSH termelése altal probaljak ezt a hidnyukat
kompenzalni. Tovabba a DT kezelés alatt all6 shEHTEl melanémasejtekben a TrxR1
magasabb szintje arra utal, hogy az ETHE1 hidnydban a DT kezelés hatdsara emelkedett
perszulfidszinteket a TrxR1 tartja kordaban. Ez azért is fontos, mert a TrxR1 egyike azoknak a
fehérjéknek, amelyek szintje a rezisztens sejtekben is magas expressziot mutat, tehat az ETHE
géncsendesités a TrxR1 szintek emelése altal is hozzajarulhat a szerzett rezisztencia
kialakulasdhoz. Az észleléslink, miszerint az ETHE1 hidnya el6nyt jelent a DT kezelés alatt
allo  melanomasejteknek a szerzett rezisztencia kialakulasa soran azt mutatja, hogy a
perszulfidok emelkedett szintje valoban védi a kezelés alatt 4ll6 perziszter sejteket a MAPK
utvonal gatlasa révén keletkezd stresszt6l, igy hozzajarulva a szerzett rezisztencia

kialakulasdhoz.

A reaktiv kén szadrmazékok intracelluldris szintje nem csupan a termelésiikon keresztiil
szabalyozott. A szulfid és perszulfid szintek kordéban tartasa elengedhetetlen, ugyanis a H2S
nagy koncentracidban gatolja az elektrontranszportlanc IV-es komplexét, ezaltal blokkolva a
mitokondrialis sejtlégzést. A szulfid/perszulfid szintek egyik legfébb szabalyozoja a
mitokondrialis lebonté tutvonal, amely milkddése nélkiilozhetetlen a fiziologids H2S
koncentracié fenntartdsahoz. Fontos azonban kiemelni, hogy H2S toxicitas leginkabb exogén
H>S hatasara kovetkezik be, fiziologias koriilmények kozott a H.S fokozza az
elektrontranszportlanc miikodését, ugyanis lebontasa révén elektronokat ad le az SQOR-en
keresztiil a koenzim Q-nak. Mindharom in vitro modellrendszeriinkben azt talaltuk, hogy a
fokozott szulfid/perszulfid termelés mellett a MAPK utvonal gatlasa a szulfid lebont6 utvonalat
IS aktivalta, ezaltal a reaktiv kén szarmazékok fokozott fluxusahoz vezetett. Ez azért is nagyon
fontos, mert mint azt a fentiekben ismertettiik, a MAPK gatlas alatt all6 melanomasejtekben
fokozodott a mitokondrialis sejtlégzés, amelyhez az emelkedett szulfid fluxus is hozzajarulhat
(31. abra), ehhez pedig a citromsavciklus NADH-t és FADH2-t termeld 1épései is segitséget
nyujtanak. Az emelkedett sejtlégzés az oxidativ foszforilacion keresztiil fokozott ATP termelést
eredményez, amely sziikséges a gyogyszerek kipumpalasaért felelds az energiaigényes ABCG2
transzporter miukodtetéséhez. Az ABCG2 fehérje egy tumorsejtekben széleskorben
expresszalodd transzporter, amely egyarant képes a modositatlan és a maoddositott

141

xenobiotikumok eltavolitasara a sejten kiviili térbe ***. Szerepe elsésorban az emlitett

folyamatban ismert, bar vannak arra utal6 irodalmi adatok, hogy az ABC transzporter csaladba
tartozo egyes izoformak képesek a terapia indukalta oxidativ stressz kozvetett vagy kozvetlen
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ellensulyozasara ***, és ezaltal példaul a lipid peroxidacid kozombositésében is szerepet
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jatszanak 3. Bar ezt jelen munkank soran egyeldre nem teszteltiik, elképzelhetének tartjuk,
hogy az ABCG2-nek a dolgozatban bemutatott folyamatok esetén is hasonld szerep juthat,

hiszen a terapia indukalta oxidativ terhelést rajtunk kiviil mas publikacidkban is alatdmasztottak

33,56 144

, illetve a lipid peroxidacio jelentdségét egy masik munkacsoport kordbban igazolta
Ehhez hasonléan a GSH esetén a jelen dolgozatban megmutattuk, hogy a redox védelemben ¢és

a gyogyszer-k6zombositésben egyarant fontos jelentéséggel bir.

Tovébbi terveink kozott szerepel, hogy az ABCG2 szerepét a B-Raf és MEK inhibitorokra
rezisztens melanomaban a jovében kisérletesen is alatimasszuk. Elképzelhetonek tartjuk, hogy
az ABCG2 kozponti szerepet jatszik a rezisztencia kialakulasaban, bar ettdl fiiggetlentil azt
gondoljuk, hogy a dolgozatban emlitett redox rendszerek a rezisztens allapot eléréséhez a
kezelés hatasara kialakul6 oxidativ stressz kozombositésének és a kezelés talélésének 1ényeges
elemei. Irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan a rezisztens sejtek érzékenyek a
sejtlégzést gatlo szerekre, az oxidativ agensek kozombdsitésében részt vevo fehérjék gatlasara,
illetve a PI3K/Akt tutvonal gatldszereire. Tehat kordbbi publikaciok és sajat kisérleti
eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy a melanomasejtekben bekdvetkezett anyagcsere-
atrendezddések a jelatviteli valtozasokkal és a gyodgyszersemlegesitési mechanizmusokkal
egylittesen sziikségesek a rezisztencia kialakuldsahoz, részben azért, hogy az emlitett
energiaigényes pumpa (vagy adott esetben pumpak) mitkddtetése meg tudjon valosulni. A jelen
dolgozat egyik célja az volt, hogy a rezisztencia kialakulasat vezérld sejtbiologiai folyamatok

komplexitasara ravilagitson és az egyes utvonalakat 6sszefiiggéseiben targyalja.

Az itt bemutatott munka egy fontos célkitizése az volt, hogy olyan célpontot azonositsunk,
amelynek gatlasa a rezisztencia kialakulasanak késleltetéséhez vezet. Ahogy azt a dolgozat
soran ismertettiik, a MAPK utvonal gatlasanak kovetkeztében szdmos fehérje expresszidja
megemelkedett, amelyek a sejtek védelmét célozzak és ezaltal potencialis célpontként
szolgalhatnak. Ezek koziil a CSE azért is lehet egy kivalo valasztas, mert viszonylag szelektiv
gatloszere, a PAG kereskedelmi forgalomban is kaphat6. Emellett megmutattuk, hogy a masik
enzim, a CBS, amely a H>S és a perszulfidok termelésében szintén fontos, lecsokken a MAPK
utvonal gatlasa kovetkeztében, igy feltételeztiilk, hogy a kezelés alatt allo perziszter sejtek
érzékenyebbek a CSE gatlasara. Az in vitro és in vivo eredményeinkkel 6sszhangban a CSE
emelkedett szintet mutatott a DT kezelés alatt allo paciensek szovetmintadiban. Bar ez az
eredmény, amely az ilyen mintdk limitalt elérhetésége révén rendelkezésre allo alacsony
elemszam miatt Gvatosaggal kezelendd, arra utal, hogy a CSE-nek a kezelés alatt allé6 human

tumorok esetén is fontos szerep juthat.
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31. dbra | A dolgozat legfontosabb eredményeit réviden osszefoglalo szemlélteté abra. A B-
Raf V600E és a MEK1/2 gatlas kdvetkeztében né az oxidativ foszforilacio és a citokrom P450
fehérjék expresszioja, amelyek emelkedett ROS termeléshez vezetnek. Az oxidativ stressz
ellensulyozasahoz a sejtek tébb CySSCy-t vesznek fel, amelybsl a CSE reaktiv kén
szarmazékokat termel, amelyek tovabb fokozzak az oxidativ foszforilaciot. A reaktiv kén
szarmazékok emelkedett szintje fokozott fehérje perszulfidaciohoz vezet, amely védi a sejteket
az emelkedett ROS szintektol és megvaltoztatia a jelatviteli utak miikodését, ezaltal
hozzajarulva a perziszter sejtek tuléléséhez és a szerzett rezisztencia kialakulasdhoz. A CSE

gatlas egyiittes alkalmazasa a MAPK utvonal gatlasaval késlelteti a rezisztencia kialakuldsat.

Ezzel 6sszhangban a CSE aktivitasanak modositasaval a rezisztencia kialakulésat befolyasolni
tudtuk in vitro: a kezelés alatt allo sejtek esetén a CSE tultermelése proliferativ elonyt jelentett,
ameddig hianya, illetve aktivitdsanak farmakologiai gatlasa késleltette a rezisztencia
kialakulasat (31. abra). Tovabba a terapia-naiv sejtekkel végzett in vitro és in vivo kisérletek
arra utaltak, hogy a CSE a kezelés alatt allo melanémasejtekben lesz meghatéroz() jelentc’iségﬁ,
tumorok novekedését, illetve azok vaszkularizaciojat. Bar a MAPK inhibitorok és a PAG

hatékonysaga mogott alld molekuldris mechanizmusok egyeldre csak részlegesen feltartak, a
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detektalt valtozasok alapjan azt feltételezziik, hogy a CSE altal termelt kis molekulatomegii
Cys-SSH a perszulfidacio emelkedett szintjéhez, és ezaltal a célzott terapia alatt allo
melandmasejtek védelméhez vezet. Tovabba az emelkedett perszulfidacio kovetkeztében a
poszttranszlaciés modositasok révén valtozik a kiilonbozé jelatviteli utvonalak, példaul a
PI3K/Akt 1tvonal aktivitisa, amely fontos szerepet jatszik a szerzett rezisztencia
kialakulasaban. Ezaltal a PAG kezelés esetén mért csokkenés az Akt foszforilacidjaban azt jelzi,
hogy a hosszatavi PAG kezelés gatolja a PI3K-Akt utvonal miikodését, amely részben
hozzajarulhat a szerzett rezisztencia kialakuldsanak gatlasdhoz. A hattérben all6 molekularis
mechanizmusok még nem keriiltek egészében feltarasra, késobbi terveink kozott szerepel, hogy
modszertani fejlesztéseket kovetden a perszulfidacio szerepét a B-Raf és MEK inhibitor kezelés

alatt all6 melanomasejtek jelatviteli folyamatainak szabalyozasdban mélyebben megértsiik.

A célzott terapia és a PAG kombinacio hatékonysaga in vivo koriilmények kozott azt mutatja,
hogy a CSE gatlasa, mint kiegészitd terapia novelheti a jelenleg elérhetd terapias lehetéségek
nyUjtotta progressziomentes tulélés idotartamat, ezaltal uj fejlesztéseket nyitva a jovoben

elérhetd kezelési lehetdségek terén.
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. Uj Kisérleti eredmények tézispontokban osszefoglalva

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

trametinib kezelés hatasara kialakuld oxidativ stresszhez.

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

emelkedett szintjéhez vezetett.

e Azt taldltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés kovetkeztében szamos antioxidans
fehérje expresszidja megemelkedett, melyek koziil a tioredoxin-reduktaz 1 és a

szuperoxid-diszmutaz 2 a rezisztens sejtekben is magasabbnak bizonyult.

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

lecsokkent, mig a PFKB 4 szintje megnott.

e Arzttalaltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés alatt 4116 sejtekben észlelt emelkedett
glutaminfelvétel a perziszter sejtekben magas glutamindz expresszioval, mig a

rezisztens sejtekben alacsony glutamin-szintetaz szinttel parosult.

e Megmutattuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés hatasara bekovetkezett emelkedett
cisztinfelvétellel 0sszhangban a célzott terdpiat a cisztin-glutamat antiportert gatlo

erastin vegyiilettel kombinalva a szerzett rezisztencia késleltethetd volt.

e Azt talaltuk, hogy a B-Raf V600E gatlasanak kovetkeztében a cisztationin-gamma-liaz
(CSE) expresszidja megndtt, mely a reaktiv kén szdrmazékok emelkedett szintjével
parosult, mikdzben a cisztationin-béta-szintdz (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 azonban 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 sejtvonal esetén a cisztein

katabolizmus fokozott aktivitasaval 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, mégpedig homocisztein szubsztratbol homolantionin

termelése mellett.

CSE-hidnyos ¢és a CSE-t stabilan tultermeld melandmasejtvonalakkal megmutattuk,
hogy a CSE emelkedett expresszidja felel0s a kezelés alatt 4ll6 perziszter sejtekben a

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

Azt talaltuk, hogy a dabrafenib-trametinib kezelés hatdsdra bekovetkezett oxidativ
vezetett. Emellett megmutattuk, hogy a perszulfidaci6 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 taldltuk, hogy a hidrogén-szulfid mitokondridlis 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 allo6 SK-MEL-28 sejtvonal, A375 sejtvonal-alapti és human tumor-alapu xenograft

egérmodellek esetén is igazoltuk.

Azt talaltuk, hogy a kezelés el6tti és utdni human melandéma mintaparokban a

dabrafenib-trametinib kezelés hatasara a CSE szintje megemelkedett.

A CSE-t tiltermeld sejtvonal hasznalatdval megmutattuk, hogy a magasabb CSE szintek

mellett a rezisztencia hamarabb kialakult.

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

rezisztencia kialakulasa késleltetheto volt.

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

gatloszerrel kombinalva az egerek progressziomentes talélése novelhetd.
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9. Osszefoglalas

A BRAF V600E mutaciot hordoz6 melanoma az egyik legveszélyesebb borraktipus, mely az
agresszivitasa és folyamatosan novekvo incidenciaja miatt Oriasi terhet jelent. Bar a jelenleg
elérhetd célzott kezelések nagyon hatékony terapias valaszhoz vezetnek, a szerzett rezisztencia
kialakulasa a legtobb esetben elkeriilhetetlen. A mutans B-Raf és a downstream MEK1/2 kinaz
gatlasa szertedgaz6 anyagcsere-atprogramozashoz vezet, mely magaba foglalja a csokkent
glikolizist, illetve az emelkedett glutaminolizist, oxidativ foszforilaciot, CYP aktivaciot és
oxidativ stresszt. A fokozott oxidativ terhelést a kezelés alatt allo perziszter sejtek a pentdz-
foszfat ut aktivacigjaval és a redox védelmi rendszerek emelkedett mitkdésével kompenzaljak.
Az oxidativ stressz ellenstlyozasahoz sziikséges Cys-t a kezelés alatt allo sejtek emelkedett
CySSCy felvétellel igyekeznek potolni, mely elengedhetetlen a talélésiik szempontjabol, hiszen
a kezelés alatt allo melanémasejtek érzékenyebbek a CySSCy transzport gatlasara. A B-Raf
gatlas kovetkeztében a perziszter sejtekben a CBS szintje lecsokken, mig a CSE ¢és a H2S
lebontd utvonal enzimjei megemelkednek. A rezisztencia kialakulasat kovetden ezen fehérjék
szintje a terapia-naiv sejtekhez hasonlo szintre all vissza. Ezek az észlelések a célzott terapia
hatéaséra fellépd akut stresszvalaszra utalnak, mely a rezisztencia kialakul4sa soran mérséklédik
az anabolikus utak helyreallasa és ezaltal sejtproliferacio fokozoddasa érdekében. A célzott
metabolomikai vizsgalataink, illetve a génmoddositott sejtvonalakkal végzett kisérleteink
egylittesen arra utalnak, hogy a célzott terapia hatasara emelkedett CSE aktivitas nem a Cys-t
termeld funkcidja, hanem a reaktiv kén szarmazékokat termeld szerepe révén segiti a perziszter
sejtek tulélését. A Cys-SSH CySSCy-bdl torténd termelését a sejtek a CySSCy fokozott
felvételével és a CDO utvonalon keresztiil az alacsony egyensulyi Cys szint szabalyozasaval
fedezik, mely a magas CySSCy/Cys arany ¢és a csokkent CBS aktivitas kovetkeztében kialakult
alacsony Cth szint révén kedvez ennek a reakcionak. A sejtvonal- és a human betegminta-alapt
xenograft modellek segitségével sikeriilt a DT kezelés kénanyagcserére kifejtett hatasat in vivo
koriilmények kozott is igazolnunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a célzott terdpia hatasara
bekovetkezett emelkedés a szulfid/perszulfid termelésben fokozza az elektrontranszportlanc
mitkddését és megvédi a fehérjék tiol oldallancait. Legfontosabb észlelésiink, hogy a CSE
aktivitasanak genetikai és farmakologiai modositasa befolyasolja a szerzett rezisztencia
kialakulasat, illetve a CSE szelektiv gatlasaval a szerzett rezisztencia kialakulasa késleltethetd.
A CSE DT kezelés hatasara tortén6 taltermelése melandma paciensek esetén egyiitt az in vivo
eredményeinkkel azt mutatja, hogy a MAPK utvonal gétlasait CSE gatlassal kiegészitve a

jelenleg elérhetd terapidk nyujtotta progressziomentes talélés novelhetd.
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10. Summary

BRAF V600E mutant melanoma is one of the deadliest forms of skin cancer, remains to be a
serious healthcare issue with its aggressivity and elevated incidence each year. Although the
available targeted therapies are initially highly efficient, acquired resistance rapidly develops
in most cases leading to tumor progression. Dual inhibition of the mutant B-Raf and the
downstream MEK1/2 kinase leads to metabolic reprogramming including decreased glycolysis
with increased activity of glutaminolysis, oxidative phosphorylation, CYP activation, which
also leads to oxidative stress. The increased oxidative burden is counteracted by elevated
activity of the pentose phosphate pathway and the antioxidant systems utilizing NADPH.
Increased Cys demand to support these systems is covered by elevated CySSCy uptake which
is inevitable for persister cell survival shown by the sensitivity of drug-treated perister cells to
XCT inhibition. Inhibition of B-Raf leads to decreased levels of CBS, whereas the levels of CSE
and H.S catabolic enzymes increased. By acquiring resistance, these enzyme levels restored to
therapy-naive control levels. These observations reflect an immediate stress response upon
targeted therapy, which is balanced upon acquiring resistance to restore the anabolic machinery
allowing cell proliferation. Our targeted metabolic analyses together with experiments using
genetically modified cells showed that increased activity of CSE upon targeted therapy support
persister cell survival by producing elevated levels of reactive sulfur species. Production of
Cys-SSH from CySSCly is supported by increased uptake of CySSCy and decreased levels of
Cys, where the latter was maintained by the CDO pathway leading to increased CySSCy/Cys
ratio which together with low Cth levels (as a result of decreased CBS activity) favor this
reaction. Using cell line- and patient-derived xenograft models, effects of DT treatment on
sulfur metabolism were confirmed under in vivo conditions. Our results show that targeted
therapy resulting in increased sulfide/persulfide production activates the mitochondrial electron
transport chain and protects protein thiols from irreversible oxidation. Most importantly, by
genetically or pharmacologically altering the activity of CSE we can influence the onset of
acquired resistance. Hence, CSE upregulation upon DT treatment in melanoma patients’
samples together with our in vivo results show that using CSE as a secondary drug target can

improve progression free survival.
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