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1. Bevezetés

A sziv- és érrendszeri, valamint daganatos megbetegedések a vezetd haladlokok kozé
tartoznak vilagszerte, beleértve Magyarorszagot is. Az atlagéletkor novekedésével ezek
megeldzése, korai felismerése ¢és kezelése kiemelt kihivast jelent. Bar klinikai megjelenésiik
eltérd, szamos kozos pathomechanizmus jellemzi 6ket, mint a kronikus gyulladés, oxidativ
stressz, elhizés, egészségtelen életmod és genetikai hajlam. A sejtszintli mechanizmusok koziil
kiemelked6 az autofagia és az apoptozis szerepe. Az autofagia fenntartja a sejthomoeosztazist,
eltavolitja a sériilt organellumokat és fehérjéket, tdmogatva a sziv miikddését, ugyanakkor
szabalyozatlan aktivacidja patologias folyamatokhoz vezethet. A daganatsejtekben az autofagia
kettds szerepet jatszik: egyrészt tumorszuppresszorként, masrészt a tulélés és terapids
rezisztencia eldsegitdéjeként mitkodik.

Bér az elmult évtizedekben eldrelépés tortént a diagnozis, a megeldzés €s a kezelés terén,
ezek a betegségek tovabbra is jelentds haldlozast okoznak. Az egészségiigyi ellatas célja a
megeldzés, de manifesztalt betegség esetén a lehetd leghatékonyabb, minimalis mellékhatassal
jaré terapia alkalmazasa kivanatos. A prevencid koltséghatékonysaga jelentds, mivel hosszi
tavon sokkal kevesebb raforditast igényel, mint az elérehaladott kronikus betegségek kezelése.

A kardiovaszkularis és daganatos betegségek szamos ponton Osszefonodnak, ezért

komplex, multidiszciplinaris szemlélet sziikséges a terdpidk meghatarozasa soran.
A kutdn melandéma az egyik legagresszivebb bordaganat, magas metasztatikus potenciallal és
kedvezotlen tuléléssel. A progndzis nagymértékben fligg a korai felismeréstdl és a megfeleld
terapids stratégidk alkalmazasatol. A hagyomanyos kezelések — sebészet, sugarkezelés,
kemoterapia — mellett a célzott terdpidk jelentds eldrelépést hoztak, de az eldrehaladott
melanoma talélése tovabbra is kedvezdtlen. Egyre nagyobb figyelmet kapnak a természetes
bioaktiv vegyliletek, példaul flavonoidok, szaponinok és kannabinoidok, koztik a nem
pszichotrop kannabigerol (CBG), amely melandma sejtekben is daganatellenes hatasokat mutat,
alkalmazasa viszont alacsony biohasznosuldsa és rossz vizoldékonysaga miatt hattérbe szorul.
A jelen munka kiemelten a melandma sejtvonalakon végzett in vitro vizsgélatokat foglalja
Ossze, kiilonos tekintettel egy uj szintetikus CBG-szarmazékra, amely potencialisan athidalhatja
a jelenlegi terdpias korlatokat.

A kardiovaszkularis betegségek esetében a patologias kardiomiocita hipertrofia kdzponti
jelentdségli, és Osszefiigg a szivinfarktussal, az iszkémia—reperfuzios karosodéssal és az

infarktust kovetd szivfunkcié romlassal. A dolgozat masodik részében az endotelin-1 altal



kivaltott hipertrofias elvaltozasok és a hemoxigenaz-1 expressziojanak valtozasai keriilnek
bemutatasra béta-0sztradiol hatasara, in vitro és in vivo modellekben.
Kutatdsaim soran a hangsuly elsdsorban azon a megkdzelitésen van, hogy a daganatos és

crer

az életmodbeli és egyéb nem farmakologiai médszerek is kulcsszerepet jatszanak.

2. Célkitiizés

A daganatos ¢és kardiovaszkuldris betegségek jelentds civilizacids korképek, melyeket
komplex molekularis mechanizmusok irdnyitanak. Jelen dolgozat célja két latszolag kiilonallo,
ugyanakkor Osszekapcsolodd patologiai folyamat vizsgéalata in vitro és in vivo modellek

segitségével.
Az LE-127/2 kannabigerol szarmazék daganatellenes hatdsanak vizsgélata

Az értekezés elso része a human melandma sejtvonalakban egy 11j, szintetikus kannabigerol
(CBG) szarmazék, az LE-127/2 antitumor aktivitasat mutatja be. A természetes CBG, amely
nem pszichotrdp fitokannabinoid daganatellenes hatassal rendelkezik, de alacsony oldhatdsaga
¢és biologiai hozzaférhetésége korlatozza annak terdpids alkalmazhatdsagat. A szintetikus
szarmazékok, koztik az LE-127/2, ezeket a korlatokat lekiizdik a fokozott terdpids
hatékonysagot.

A vizsgalat f6 céljai:

crer

e Az apoptdzis és autofagia indukcidjanak vizsgalata

e Klasszikus autofagia-markerek (LC3-I/II, Beclin-1, p62/SQSTMI1) modulacidjanak
feltérképezése.

e Az apoptdzis és autofagia kolcsonhatdsdnak vizsgéalata segit megérteni a CBG-
szarmazékok molekuldris mechanizmusat, igy 0j prognosztikai vagy terapias célpontok
azonositasat teheti lehetové.

e ET-1 altal indukalt szivizom hipertrofia és HO-1 kapcsolatanak vizsgalata
A masodik rész az endotelin-1 (ET-1) altal kivaltott szivizom hipertréfiat vizsgalja.

A vizsgélatok sordn a hemoxigendz-1 (HO-1) enzimre fokuszaltunk, amely sejtvédo

szerepet tolt be, és kardialis stressz hatasara kifejezédése csokken.



Célok:

e Az ET-1 hatdsanak vizsgélata a sejtméretre, ¢letképességre és a HO-1 szintjére.
e Annak felmérése, hogy a [-Osztradiol (B-E) képes-e ellensulyozni a hipertrof

e A célzott HO-1-indukci6 terépias potencialjanak feltarasa.

A dolgozat célja a daganatos és kardiovaszkularis betegségek sejtszintli mechanizmusainak
feltarasa. Az LE-127/2 daganatellenes hatasainak és a HO-1 szabdlyozas vizsgalata igéretes
lehetdségeket jelez 0j terapids célpontok azonositdsdra, valamint a civilizacios betegségek

hatékonyabb kezelésének jovobeni fejlesztésére.

3. Anyagok és modszerek 1.
3.1. Vegyiiletek

Kisérleteinkhez 6sszehasonlitasi célbol, mint referenciat a kannabigerolt (CBG; CBDepot
s.r.0., Teplice, Csehorszag) alkalmaztunk, mint kiinduldsi anyavegyiiletet, amelybdl az LE-
127/2 vegyiiletet — a CBG bisz-N-butil-dihidro-1,3-oxazin szarmazékat — a CBG, n-butilamin
¢s formaldehid reakcidjadval, Mannich-tipusi reakcidé utjan szintetizaltuk, Lorincz ¢és
munkatarsai altal k6zolt (2023) mddszer alapjan.

A Vemurafenib-et (PLX4032, kereskedelmi néven Zelboraf; a B-Raf enzim szelektiv
inhibitora, > 98%-os tisztasag) a Mercktdl (Merck, Darmstadt, Németorszag) szereztiik be. A
vizsgalt vegyliletek torzsoldatait dimetil-szulfoxidban (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MS,
USA) készitettiik el, majd -20 °C-on taroltuk alkalmazésig. A sejttenyésztési kisérletek soran a
torzsoldatokat sejttenyészté médiummal higitottuk és 1,25 uM és 80 pM kozotti tartomanyban

alkalmaztuk a sejteken torténd vizsgalatokhoz.

3.2. Kisérleteinkhez alkalmazott sejtkulturak

A kisérletek soran WM35, A2058 (CRL-3601) és WM3000 (WM3000-01-0001) human
kutdn melanéma sejtvonalakat hasznaltunk. Az LE-127/2 vegylilet citotoxikus hatdsanak
vizsgalatahoz laktat-dehidrogenaz (LDH) alapu citotoxicitasi tesztet végeztiink nem malignus,
human eredetli epidermalis keratinocita sejtvonalon (HaCaT).

Annak érdekében, hogy feltérképezziik az LE-127/2 esetleges citotoxikus hatdsat egyéb,
nem hameredetli nem malignus sejtvonalakon is, patkdny eredetli H9c2 kardiomioblaszt,
valamint egér eredetli NIH-3T3 fibroblaszt sejtvonalakat is hasznaltunk, amelyeken tigyszintén

elvégeztiik az LDH citotoxicitasi vizsgalatot.



A sejtek tenyésztése DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Biosera, Cholet,
Franciaorszag) sejttenyésztdé médiumban tortént, amelyet 10% magzati szarvasmarha
szérummal (FBS; Biosera, Cholet, Franciaorszag), valamint antibiotikumokkal (100 U/mL
penicillin és 100 pg/mL streptomycin) egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO2 / 95%
levegd aranyt, parasitott inkubatorban tartottuk fenn a kovetkezd passzalasig és a kisérletek
soran.

Megemlitendd, hogy az A2058 és WM35 melandma sejtvonalak BRAF mutaciot
hordoznak, mig a WM3000 egy metasztatikus melandma sejtvonal, amely az N-RAS gén 61.

crer

mutat, azonban mindhdrmat 0sszevetve a WM35 proliferacios rataja a legalacsonyabb.

3.3. LDH citotoxicitasi assay nem malignus eredetii sejteken

Az LE-127/2 és annak anyavegyiilete, a CBG citotoxikus hatdsanak vizsgélatdhoz human
HaCaT, patkany eredetli H9c2 kardiomioblaszt, valamint egér eredetli NIH-3T3 fibroblaszt

nem malignus sejtvonalakat hasznéltunk. A sejteket 6 x 10° sejt/lyuk szamban novesztettiik 96

crer

inkubaltuk dket (1,25 pM — 80 pM) 24—72 6réan keresztiil.

A CyQUANT™ LDH Citotoxicitasi Assay-t (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alkalmaztuk
a sejthalal detektaldsara, amely szinreakcion alapuld eljarassal méri a sejtekbdl a médiumba
felszabadulo laktat-dehidrogenaz (LDH) mennyiségét. A vizsgalat sordn a kezeletlen kontroll-
¢és kezelt sejtek médiumabdl mintdkat vettlink 24, 48 és 72 ora elteltével, majd pedig
mindenegyes lyukhoz hozzdadtuk a kithez mellékelt reakcidkeveréket. A reakciot 30 perces
inkubacio utan leallitottuk, majd az abszorbanciat 490 nm-es hullimhosszon mértiik mikroplate

alapu spektrofotométeren (Fluostar OPTIMA - BMG Labtech, Offenburg, Németorszag).

3.4. Sejtproliferacios aktivitas meghatarozasa WM35, A2058 ¢s WM3000 sejteken LE-

127/2, CBG és vemurafenib kezelés hatasara

A sejtek proliferacios aktivitasat a CellTiter-Blue® sejtproliferacios modszerrel (Promega,
Madison, WI, USA) hataroztuk meg, amely az €16 sejtek azon képességén alapul, hogy egy
redoxfestéket (rezazurin) fluoreszcens termékké (rezorufin) alakitanak. Az életképtelen sejtek,
amelyek elveszitik metabolikus aktivitasukat, nem képesek fluoreszcens jelet generalni.

A WM35, A2058 és WM3000 melandoma sejtvonalakat 6 x 10° sejt/lyuk stirliségben raktuk
ki, majd 24 6ran keresztiil inkubaltuk 6ket a kezelések megkezdése elétt. Ezt kovetden a sejteket
novekvod koncentracioju (2,5 uM — 80 uM) LE-127/2 - el, CBG-el, illetve vemurafenib-el
kezeltiik. A kontrollcsoportok olyan médiumot kaptak, amely csak DMSO-t tartalmazott a

7



vegyiiletek helyett (abban a legmagasabb koncentracioban, amely az adott vegytilet esetében is
a legmagasabb koncentracié volt, igy tudjuk mérni, hogy az altalunk észlelt hatds nem a DMSO-
ra adott valasza a sejteknek).

A kezeléseket 24—72 oran keresztiil végeztiikk 37 °C-on, 5% CO2 / 95% levegd aranyu,
parasitott inkubatorban, majd a sejtproliferdcid6 mértékét 24 oranként detektaltuk. Minden
mérés elétt a médiumot eltavolitottuk a lyukakbol, és friss, vegyiiletmentes médiummal
helyettesitettiik, majd a gyart6 leirasa alapjan CellTiter-Blue reagenst adtunk a sejtekhez, ezt
kovetden a sejteket még tovabbi 2 6ran at inkubaltuk 37 °C-on.

A fluoreszcencia intenzitdsat 560 nm gerjesztési és 590 nm emisszios hullamhosszon

detektaltuk a Fluostar OPTIMA (BMG Labtech, Offenburg, Németorszag) késziilékkel.

3.5. A sejtek koloniaképzé képességének vizsgalata

Egysejtes szuszpenzi6 eldallitasat kovetden a sejteket 6 x 10° sejt/lyuk stirliségben
127/2-vel (5—80 uM) kezeltiik. A kontroll csoportot teljes sejttenyésztd médiumban inkubaltuk,
amely 0,01% DMSO-t tartalmazott. Az LE-127/2-t tartalmaz6é médiumot minden harmadik
majd a sejteket jéghideg foszfatpufferes sooldattal (PBS) mostuk at. Ezt kovetden a sejteket
metanol-ecetsav (3:1 aranyt) keverékében fixaltuk, majd a lemezeket 0,1%-os kristalyibolya
oldattal (Crystal Violet, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA) festettiik 10-15 percen keresztiil,
25°C-on. A felesleges festéket desztillalt vizzel lemossuk, majd a lemezeket
szobahOmérsékleten kiszaritottuk. A festett kolonidkat fotokkal dokumentéltuk, majd a
sejtkoloniakat  2%-os  natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldatban reszuszpendaltuk a
kvantifikdciohoz. Az abszorbancia mérését 570 nm-en végeztiikk a BioTek mikroplate olvasé

rendszerrel (BioTek, Winooski, VT, USA).
3.6. Fehérje izolalas és BCA protein assay

A fehérje izolalashoz a sejteket sejtkapardval gytijtottiik 6ssze jéghideg lizis pufferben (M-
PER szdveti lizis kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), amelyhez prote4z- és
foszfataz-inhibitorokat adtunk. A sejtlizist jégen, 30 percen keresztiil végeztiik, majd a mintakat
20000 rpm fordulatszamon, 4 °C-on tovabbi 20 percig centrifugaltuk. A feliiliszok
Osszegyljtését kovetden a fehérje koncentraciokat BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) alkalmazdsidval hataroztuk meg, ahol standardként



szarvasmarha szérumalbumint (BSA) hasznaltunk. A fehérjemintakbol eldkészitett alikvotokat

Western blot és autofagias array analizishez hasznaltuk fel.

3.6.1. Az autofagia array Kivitelezése

Tanulmanyunkban az autofagiaval kapcsolatos fehérjék elemzésére Human Autofagia
Array-t hasznéltunk (Assaygene, SARB0023, Dublin, frorszag). A sejtproliferacids tesztek
eredményei alapjan valamennyi human kutdn melandma sejtet egy kitiintetett koncentracidval,
a 20 uM LE-127/2 vegyiilettel kezeltiink 48 oran keresztiil, majd az izolalt fehérjéket az array
analizishez hasznaltuk fel, a gyartd altal biztositott protokoll szerint. Az egyes pontok
intenzitasat ChemiDoc Imaging System késziilékkel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA) detektaltuk.

3.6.2. A fehérje expresszio vizsgalata Western blot mdédszerrel

A fehérjekoncentracid6 meghatarozasat kovetéen a mintdkat 4x Laemmli pufferrel
higitottuk, majd 95 °C-on 8 percig forraltuk. Ezt kovetden Osszesen 40 pg fehérjét futattunk
12%-0s natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélen SDS-PAGE technikédval. Molekulatomeg-
markerként a Precision Plus Protein Dual Color Standards-t alkalmaztuk (Bio-Rad Laboratories
#1,610,374, Hercules, CA, USA). A gélelektroforézist kovetden a fehérjéket PVDF
membranokra transzferdltuk (Immuno-Blot® PVDF Membrane, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), amelyeket ezt kovetden 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten 5%-o0s
zsirszegény tejjel blokkoltunk 0,1% Tween-20-t tartalmazo6 Tris-pufferes sooldatban (TBST).

A membranokat 4 °C-on egy ¢jszakan at inkubaltuk az alabbi fehérjék elleni specifikus
elsddleges antitestekkel: LC-3I/I1, p62, Beclin-1, Atgl2, kaszpaz-3, Tom20, hem-oxigenaz-1
(HO-1), p53, PDCD-4 (Programozott sejthalal fehérje 4), Bax (bcl-2-asszocialt x-fehérje), Bel-
2 (B-sejtes limfoma 2), valamint PARP (poli(ADP-rib6z) polimeraz) (1:1000 higitasban).
Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy minden minta egyforma
koncentracioban lett vizsgalva, anti-HPRT antitestet hasznaltunk a haztartasi HPRT fehérje
detektalasa végett.

Masnap a membranokat haromszor mostuk TBST oldattal, majd tormaperoxidaz-
konjugalt, kecskébdl szarmazd nytlellenes (anti-nytl) szekunder antitesttel inkubaltuk
(Thermo Fisher Scientific, San Diego, CA, USA). A jel detektalasat kemilumineszcencias
modszerrel végeztiik Clarity Western ECL Substrate alkalmazasaval (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), a jelet a ChemiDoc Touch Imaging System segitségével jelenitettiik meg
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A vizsgalt fehérjék mennyiségét kvantifikaltuk,



majd HPRT-re normalizéltuk a Bio-Rad Image Lab 5.2.1 szoftver (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) hasznalataval. Minden Western blot analizist harom ismétlésben
végeztiink el. A kiértékelés soran a kezelt mintdkhoz tartoz6 savintenzités értékeit a kezeletlen

kontrollmintakhoz viszonyitva normalizaltuk.

3.6.3.LC-3 expresszio detektalasa melanoma sejtekben immunfluoreszcens jeloléssel

Az LC-3 expresszidjanak kimutatasat WM35, A2058 ¢s WM3000 sejtvonalakon, 48 6ran
keresztiil 20 uM LE-127/2 kezelést kovetéen immunfluoreszcens jeloléssel végeztik. A
sejteket feddlemezen tenyésztettiik, amelyeket 6 lyuku sejttenyésztd plate-be helyeztiink. Ezt
kovetden a sejteket metanollal fixaltuk, foszfatpufferes sooldattal (PBS) mostuk, majd 0,1%-os
TRITON-X oldattal permeabilizaltuk, majd egy ¢jszakén at 4 °C-on inkubaltuk az LC-3 elleni
els6dleges ellenanyaggal (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), amelyet 1:100
aranyban higitottunk 1%-os BSA-t és 0,1% Triton-X-et tartalmazd oldatban. Mésnap a
targylemezeket 1x PBS-ben, 0,05%-0s Triton-X oldatban mostuk, majd 1 6ran at inkubaltuk
fluoreszcensen jelolt, nyul eredetii fehérjéket felismerd szekunder antitesttel (Alexa-488
konjugalt; Thermo Fisher Scientific, San Diego, CA, USA), amelyet 2%-0s BSA-t és 0,1%
Triton-X-et tartalmazé oldatban 1:1000 ardnyban higitottunk ki. Az inkubalast kovetden a
targylemezeket ismét haromszor mostuk, majd 1%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk. Ezt

cre

mintakat invert fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag).

3.7. Statisztikai analizis

Az eredményeket hiarom egymastol fliggetlen kisérlet alapjan szamitottuk ki. A
sejtproliferacidos és citotoxicitasi vizsgalatokbol, valamint a Western blot analizisekbdl
szarmazd adatokat parositatlan Student z-probdval elemeztiik. A statisztikai kiértékelést a
GraphPad Prism szoftverrel végeztik (5.01-es verzid; San Diego, CA). A statisztikai
szignifikancia hatarértékét p = 0,05-ben hataroztuk meg.

4. Anyagok és modszerek II.

4.1. Sejtkulturan végzett vizsgalatok

A HO9c2 patkdny szivizom-eredetii sejtvonalat (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) Dulbecco-féle modositott Eagle-taptalajpban (DMEM) tenyésztették,
amelyet 10% magzati szarvasmarha szérummal (FBS) és antibiotikumokkal (1% penicillin—

streptomicin) egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO: jelenlétében inkubaltuk.
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A kardiomioblaszt sejteket 75 cm?-es TPP tenyésztéedényekben novesztettiik passzalasig, majd
a passzalast koriilbeliil 60-70%-os konfluencidnal végeztiik el. Az elhasznalt tapfolyadékot
leontotték az adherens kardiomioblaszt sejtekrdl, majd PBS-el mostuk €s 15 percig tripszin—
EDTA oldatban inkubaltuk. Ezutan semlegesitettik médiummal a tripszin hatasat, majd 6
percig centrifugédltuk 1100 rpm sebességgel, 26 °C-on. A centrifugalds utan a feliilluszot
eltavolitottuk, a sejtpeletet pedig friss, FBS-t tartalmazé fenntarté tapfolyadékban
reszuszpendaltak. A sejteket ezt kdvetden 75 cm?-es TPP tenyésztéflaskaban tartottuk

kortilbeliil 100 000 sejt/ml koncentracidban.

4.2. Hipertrofia indukalasa H9¢2 kardiomioblaszt sejtekben

A H9c2 kardiomioblaszt sejtvonalon alkalmazott in vitro hipertrofiaindukcids protokollt
Watkins és munkatarsai (2010) modszere alapjan végeztiik, az endotelin-1 (ET-1; E7764,
Sigma, Németorszag) hipertrofias agonista felhasznalasaval. A sejteket olyan koriilmények
kozott tenyésztettiik, amelyek lehetévé tették az ET-1 altal kivaltott hipertrofids valasz
optimalis kontrolljat. Az etanol (E) szolgalt oldoszerként minden kisérleti csoportban.

A kardiomioblasztokat szérummentes, 1% antibiotikumot tartalmazé6 DMEM-ben tartottuk
fenn a kisérlet teljes iddtartama alatt. A sejteket 24 o6ran at inkubaltuk 37 °C-on, 5% CO:-
atmoszféraban. Ezt kovetden a sejteket 100, 1000 és 10 000 nM ET-1 koncentraciokkal
kezeltiik. Bizonyos kisérleti csoportokat 200 nM B-0sztradiollal (B-E; E2758, Sigma,
Schnelldorf, Németorszag) el6kezeltiink 6 o6ran keresztiil, majd ezt kovetéen 1000 nM ET-1-
nek tettiik ki dket.

4.3. Sejtfelszin (sejt méret) meghatarozasa

A H9c2 sejteket morfoldgiai vizsgélatok céljabol 24 lyuka TPP plate-re helyeztiik 8000
darab sejtszammal. Letapadast kovetden a sejteket tovabb kezeltiik a fentebb ismertetett modon,
majd a sejteket pedig fluoreszcens festékekkel tettiik lathatova és fluoreszcens mikroszkoppal
tanulméanyoztuk azokat. A hipertr6fids stimulust kdvetden 4% formalinnal fixaltuk a sejteket
15 percen at, majd 0,1% Triton-X hozziadasaval feltarast végeztiink ugyancsak 15 perces
iddtartamban. A létrejott ‘citoszkeletont’ fluoreszcein izotiocianat (FITC)-konjugalt phalloidin
festékkel, a sejtmagot pedig 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) festékkel tettiik lathatova.
Fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Axio Scope.Al) fotoztuk a sejteket, majd a ZEN 2012
program alkalmazasaval meghataroztuk a méretiiket, csoportonként 200 darab sejtet

vizsgaltunk meg €s az eredményeket pm2-ben adtuk meg.
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4.4. Sejtéletképesség vizsgalata

A sejtek ¢letképességét az ET-1 és B-E kezeléseket kovetden MTT-assay segitségével
hataroztuk meg. A H9c2 sejteket TPP 96-lyukt lemezekre vetettiik, kb. 2500 sejtet lyukanként.
A sejtek B-E-vel torténd el6kezelését kovetden 48 oran at inkubaltuk dket ET-1-gyel.

Ezt kovetden 20 ul MTT-oldatot (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium-bromid,
5 mg/ml) adtunk a sejtekhez. A mitokondriumokban aktiv MTT redukcidja sordn keletkezd
formazan kristdlyokat 210 perces, 37 °C-on torténd inkubécié utan izopropil-alkoholban
oldottuk fel, majd tovabbi 30 perces inkubalas utan mértiik az abszorbanciat 570 és 690 nm

hulliamhosszokon FLUOSTAR Optima spektrofotométerrel.

4.5. HO-1 fehérjeexpresszio meghatarozasa H9c2 sejtekben

A HO9c2 kardiomioblasztokat (kb. 100 000 sejt/csoport) 1000 nM ET-1-gyel, 200 nM B-E-
vel, illetve a két vegyiilet kombinaciojaval kezeltiik. Az etanol (0,01%) olddszerként szerepelt.
A 48 o6ras inkubaciot kovetden a HO-1 fehérjeszintet a kontroll és kezelt sejtcsoportokban a
Debreceni Egyetem Elelmiszeranalitikai Laboratériumaban hataroztuk meg a StressXpress™
Human HO-1 ELISA Kit (Enzo Life Sciences International, USA) segitségével.

A sejteket 96-lyuku lemezben inkubaltuk antithuman HO-1 antitesttel bevont kutakban,
majd masodlagos antitesttel és a kithez tartoz6 reagensekkel kezeltiik. Az abszorbanciat 450
nm-en mértiikk (Biotek ELX 808 mikrolemezes olvasdval). Az eredményeket nanogramm HO-

1 fehérjében, négy parhuzamos mérés median értékeként adtuk meg.

4.6. Western blot vizsgalatok (in vitro és in vivo)

A H9c2 sejtekbdl (~ 100 000 sejt) nyert mintakat 25 mM Tris-HCI-t, 25 mM NaCl-t, | mM
ortovanadatot, 10 mM NaF-ot, 10 mM pirofoszfatot, 10 mM okadainsavat, 0,5 mM EDTA-t, 1
mM PMSF-et és proteazgatlo keveréket tartalmazo pufferben homogenizaltuk. A centrifugélési
1épéseket kovetden a fehérjekoncentraciot BCA modszerrel hatdroztuk meg. Mintanként ~ 100
ug fehérjét futtattunk 12%-os poliakrilamid gélen, majd a fehérjéket PVDF membranra
transzferaltuk.

A membranokat 5%-os sovany tejjel blokkoltuk, majd egy éjszakan at HO-1 (1:1000,
Abcam, UK) és GAPDH (Cell Signaling Technology, USA) elleni antitesttel inkubaltuk. Ezt
kovetéen HRP-konjugalt masodlagos antitesttel (1:3000) kezeltiik, majd Clarity ECL Substrate
segitségével tettiik lathatova a savokat (Biorad). A filmre exponalt blottokat digitalizaltuk, és

az Image] szoftverrel értékeltiik.
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Az in vivo vizsgélatok sordn Sprague-Dawley patkanyokat (230-290 g) kezeltiink 48 6ran
at ET-1-gyel (1000 ng/kg), B-E-vel (200 ng/kg) vagy ezek kombinacidjaval. Az allatokat
ketaminnal altattuk, majd a sziveket eltavolitottuk, és a vért Krebs—Henseleit pufferrel
kimostuk. A bal kamra szovetébdl (~10 mg) készitett homogenizatumokat SDS-PAGE ¢és

Western blot vizsgalatra hasznaltuk, majd a fehérjéket ECL-modszerrel detektéaltuk.

4.7. A HO-1 expresszio stimulacidja in vivo korillmények kozott

A Sprague-Dawley him patkanyokat (230-290 gramm) a Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Németorszag) biztositotta. Az allatok tartasa és kezelése az NIH Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, 1996) eldirasainak megfeleléen
tortént, a Debreceni Egyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsiganak engedélyével
(engedélyszam: 3/2012/DE MAB).

Az éllatokat standard takarmannyal és vizzel ad [libitum taplaltuk, majd intravénasan
kezeltiik 1000 ng/kg ET-1-gyel, 200 ng/kg B-E-vel, illetve a két vegyiilet kombindcidjaval. Az
etanol (0,01%) oldoszerként szolgalt. A kezelést kdvetd 48 ora elteltével 1 ml vénds vérmintat
vettiink, a plazmat centrifugaltuk, majd a HO-1 szintet a StressXpress™ Human HO-1 ELISA
Kit segitségével hataroztuk meg. Az abszorbanciat 450 nm-en mértiik, az eredményeket

nanogramm/milliliter forméban, négy parhuzamos mérés median értékeként fejeztiik ki.

4.8. Statisztikai elemzés

A sejtfelszin teriiletét, a sejtek ¢életképességét és a HO-1 expressziot egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA), majd Dunnett-teszttel értékeltiikk (Wallenstein et al., 1980). A
kezelt csoportokat a kezeletlen kontrollhoz (C) vagy az ET-1-gyel (1000 nM) kezelt csoporthoz
hasonlitottuk. Az adatokat atlagtstandard hiba (SEM) formdjaban tiintettiik fel, és a

kiilonbségeket *p<0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

5. Eredmények I.

5.1. Az LE-127/2 és a CBG anyavegyiilet citotoxicitasanak vizsgalata LDH mérésen
alapulo assay-vel
Az LDH a leggyakrabban alkalmazott marker 0j, potencialis gyogyszerjeldltek citotoxikus
hatasanak vizsgélatara. A plazmamembran karosodasa az LDH sejttenyészté médiumba torténd
kidramlasdhoz vezet. Ennek megfelelden az extracellularis LDH tartalom egy kapcsolt
enzimreakcioval kvantifikalhato, amely soran az LDH a laktatot piruvatta alakitja, mikdzben a

NAD* NADH-v4 redukalodik.
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Harom egymastol fiiggetlen kisérletet végeztiink, minden LE-127/2 ¢és CBG
koncentracidohoz harom ismétlés (triplikdtum) tartozott. Figyelemreméltd, hogy maga a CBG
mar 10 pM-os alkalmazott koncentracid esetén is szignifikansan csokkentette a HaCaT sejtek
novekedését, vagyis a CBG mar viszonylag alacsony koncentracidban toxikus hatassal bir az
ép sejtekre, a keratinocitdkra. A sejtndvekedés drasztikus csokkenését a CBG-kezelést kovetd
72 oraban figyeltiik meg.

Kiemelendd, hogy a CBG-vel ellentétben még 80 uM-os LE-127/2-vel torténd kezelést
kovetéen sem mértlink a HaCaT sejteken szignifikdns sejtkarosodast, mikroszkopos
morfoldgiai megfigyelés soran sem lattunk jelentds elvaltozast a LE-127/2-vel kezelt nem
tumoros eredetii HaCaT sejtek esetében.

A LE-127/2 citotoxikus hatdsadt mas nem-malignus sejttipusokon is vizsgaltuk (H9c2 és
NIH-3T3 fibroblaszt sejtek). A H9c2 sejtek esetében szignifikans sejtpusztulds csak 40 pM LE-
127/2 kezelést kdvetden, 48-72 draval a kezelés megkezdése utan volt megfigyelhetd, mig a
CBG 20 uM-os koncentracional mutatott toxicitast ezeknél a sejteknél. Figyelemre mélto, hogy
a fibroblaszt sejtek mutattak a legkisebb érzékenységet a LE-127/2-vel tortént kezelésre.
Hasonloan a HaCaT sejtekhez, ezek is csak 80 uM LE-127/2 kezelést kovetden mutattak
érzékenységet, €s 48 oraig nem volt kimutathat6 szignifikdns citotoxikus hatas. Ezzel szemben

a CBG mar 20 pM-os koncentracidban is toxikus volt a fibroblaszt sejtekre.

5.2. Az LE-127/2, CBG és a Vemurafenib citotoxikus hatasanak osszehasonlitasa és
vizsgalata melanoma sejtvonalakon

Az LE-127/2 vegyiilet citotoxikus hatdsanak vizsgéalata végett hdrom kiilonb6z6 human
kutan melandéma sejtvonalat (WM35, A2058 és WM3000) hasznéltunk. AZ LE-127/2 hatasat a
CBG anyavegyiilet, valamint a vemurafenib, mint terapias hatassal biré szer, citotoxicitasaval
vetettiik 0ssze. A kisérleteinkhez a hatdanyagokat novekvd koncentracidkban (2,5 pM-tol 80
uM-ig) adagoltuk a melanoma sejteknek. A sejtek proliferacids aktivitasat 24, 48 és 72 6ran
keresztiil kovettiik nyomon a CellTiter-Blue assay segitségével.

A proliferacios aktivitast fluoreszcencia értékek alapjdn hataroztuk meg, majd az
eredményeket a kezeletlen kontrollhoz (DMSO) normalizaltuk. Az eredmények alapjan a
vemurafenib minden vizsgélt melandma sejtvonal esetében hatékonyabban gatolta a sejtek
szignifikans csokkenést eredményezett. Leghatékonyabbnak a WM35 sejtek esetében
bizonyult: a vemurafenib mar a kezelést kovetd 24 o6raban jelentdsen gatolta a sejtproliferaciot

a sejtek kozel 90%-anak puszuldsat eredményezve.
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A CBG vegyiilet szintén hatékonyabbnak bizonyult, mint az Gjonnan eléallitott szintetikus
uM-os koncentracional mar szignifikdnsan csokkentette a sejtproliferaciot, mig a WM3000
sejtvonal esetében mar 2,5 pM koncentracio is szignifikans gatld hatast mutatott.

A vemurafenibhez és a CBG-hez képest az LE-127/2 minden vizsgélt sejtvonalban
gyengébb sejtproliferacid gatld aktivitast mutatott. Az LE-127/2 szignifikans gatlo hatdsa csak
20 uM koncentracional volt mérhetd mindhdrom sejtvonalban, ugyanakkor mar 24 és 48 ora
utan is kimutathatd volt némi hatas. Statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p<0,05) azonban
csak 72 ora elteltével figyeltink meg. Kivételt jelentett az A2058 sejtvonal, amely
érzékenyebbnek bizonyult az LE-127/2 vegyiiletre, mint a masik két melanoma sejtvonal.
Ennek megfelelden a LE-127/2 dozis- és id6fiiggd hatasat figyeltiik meg valamennyi vizsgalt
melandéma sejtvonalra vonatkozodan.

A vemurafenib, a CBG ¢és az LE-127/2 hatékonysaganak oOsszehasonlitdsa soran
megallapitottuk, hogy 20 pM alkalmazott koncentracid esetén mindharom vegyiilet
szignifikdnsan gatolja a sejtproliferaciét az Osszes vizsgalt human melandéma sejtvonal
esetében. Fontos kiemelni, hogy bar az LE-127/2 hatasa csak magasabb koncentraciok esetén
volt kimutathat6 a vemurafenibhez és a CBG-hez képest, toxikus hatast a nem-malignus HaCaT
sejtekre csak 80 uM koncentracidban fejtett ki, vagyis az ép, nem daganatos sejtek 1ényegesen

kevésbé érzékenyek az LE-127/2 vegyiiletre.
5.3. A sejtek kolonia képzo képességének gatlasa

Klonogén sejt-tulélési vizsgalatokat alkalmaztunk annak érdekében, hogy megfigyeljiik az
LE-127/2 vegyiilet hatdsat human kutdn melanoma sejtvonalak (WM35, A2058 ¢s WM3000)
koloniaképzd képességére. A sejtproliferacios aktivitas vizsgalatdnak eredményei alapjan a
sejteket az LE-127/2 vegyiilettel novekvd koncentracioban kezeltiik (5-80 pM) két héten
keresztiil, 37 °C-on, 5%-0s CO2, 95% levegd jelenlétében torténd inkubaldssal, majd
koloniaképzddési vizsgalatnak vetettiik ald dket.

A 12. Abra szemlélteti, hogy az LE-127/2 hatékonyan gatolta a sejtek kolonia képzédését
mindharom sejtvonal esetében. A WM3000 és A2058 sejtek hasonld koloniaképzd képességet
mutattak, és mindkét sejtvonalban az LE-127/2 mar alacsony, 1020 pM koncentracioban is
jelentdsen csokkentette a sejtek klonképzddését. Azonban az LE-127/2 hatékonyabban gétolta
a koloniaképzddést az A2058 és WM3000 sejtekben 10 uM koncentracional, mint a WM35
sejtekben. A vizsgalt sejtvonalakban a kolonidk szdma koriilbeliil 2-3-szoros csokkenést

mutatott 20 uM LE-127/2 alkalmazasa esetén a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest.
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A klonogén képzddési vizsgéalat soran kapott eredmények Osszhangban vannak a
sejtproliferacidos vizsgalatok adataival, az LE-127/2 vegyiilet hasonlé mértékii, intenziv
sejtnovekedés- és koloniaképzddés-gatlast mutatott 20 uM koncentracional, és a human kutan

melandma sejtekre gyakorolt hatasa dozis- és 1d6fliggd modon érvényesiilt.

5.4.Fehérje expresszio analizise

A programozott sejthalal harom {6 tipusa kozé tartozik az apoptozis, az autofagia és a
nekrozis. A kiilonb6zd sejthalal-formak kozotti kapcsolat és atmenet szorosan Osszefligg
szamos human betegség patomechanizmusaval. Az autofagia és az apoptozis egyarant alapvetd
szerepet jatszanak a melanoma kialakuldasaban és a metasztazisok képzddésében. Ezért
kutatasunk célja volt, hogy feltdrjuk az LE-127/2 vegylilet hatdsadt az autofdgidhoz ¢és

apoptdzishoz kapcsolodo kulcsfontossagu fehérjék expresszidjara.
5.4.1. A human autofagia array eredményeinek értékelése

Az LE-127/2-kezelés hatasara bekdvetkezd fehérjeexpresszio valtozasanak nyomon
kovetésére human autofagia array-t (Human Autophagy Array) alkalmaztunk, amelyhez a 20
UM LE-127/2-vel 48 6ran keresztiil kezelt sejtekbdl izolalt fehérjemintakat hasznaltuk fel.

Az egyes antigénspecifikus antitestekhez tartozé pontintenzitds aranyos az adott antigén
vizsgalt mintadban mérhetd relativ expresszios szintjével. Ennek koszonhetéen az LE-127/2-vel
kezelt és kezeletlen mintak array képeinek dsszehasonlitasaval meghatarozhatova valt az egyes
fehérjék expresszidjaban bekovetkezd relativ expressziobeli valtozas. Az LC3A elsésorban
perinukledris és nuklearis lokalizaciot mutat, mig az LC3B a citoplazma egészében eloszlik, és
a sejtmagvacskak teriiletén is megjelenik. Mindkettét széles korben hasznaljak az autofagia
biomarkereiként.

Az array-analizis alapjan az LC-3 (LC3A ¢és LC3B), a Beclin-1, valamint a Sequestosome
1/SQSTM1/p62 (p62) fehérjék expresszidja az dsszes vizsgalt sejtvonalban emelkedett az LE-
127/2-kezelést kdvetden a kezeletlen sejtekben mért expresszidhoz képest. Kiemelendd, hogy
a Beclin-1 expresszidja kiillondsen magas volt az LE-127/2-vel kezelt A2058 sejtekben,

meghaladva a masik két sejtvonalban mért szinteket.

5.4.2.Az LC3, p62, a Beclin-1 és az Atgl2 expresszidjanak megerositése Western blottal

Az eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy az LC-3 fehérje expresszios szintje modosult
a kezelések hatasara. Az LC-3II expresszidja emelkedett a WM35 és A2058 melandoma
sejtekben 24 6ras kezelés utan, mig a WM3000 sejtvonalban ez a valtozas 48 oraval a kezelés

megkezdése utdn jelentkezett. Ez arra utal, hogy az LC-3 citoszolikus formaja (LC-3I)
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konjugalodik a foszfatidiletanolaminhoz, kialakitva az LC-3II format, amelynek szintje
megemelkedik, ez pedig az autofagia aktivalasanak egyik meghatarozo jele.

Feltételezhetd, hogy az LE-127/2 képes autofagiat indukalni a vizsgalt melanéma
sejtvonalakban, amely hatas 24-48 6ran belill jelentkezik. Elmondhatd, hogy az LC-3 fehérje
expressziojanak ndovekedése — amelyet Western blot analizissel detektaltunk 48 6raval az LE-
127/2-kezelés utan — 6sszhangban van az array analizis eredményeivel, amelyek szintén az LC-
311 szint emelkedését mutattak a kezelt sejtekben.

A fentebb kapott eredményiinket tovabb erdsitette az immunfluoreszcens jeldlés, amely az
LE-127/2-vel kezelt sejtek citoplazmajaban intenzivebb zold fluoreszcenciat mutatott, mint a

kezeletlen sejtekben. Ez valdsziniileg az un. ,,LC-3 puncta” (pontszerii struktirak).

5.4.3. Egyéb autofagia fehérjék detektalasa LE-127/2 kezelés hatasara

Az autofagia cargo-receptora, a p62 fokozott expresszidjat szdmos rossz prognozisu
metasztatikus melanoméaban kimutattdk, és mint multifunkciondlis fehérjét, a melanéma
tumorprogresszio egyik lehetséges hajtderejeként tartjak szamon. A p62 fehérje expresszidja az
LE-127/2-kezelést kovetéen minden vizsgdlt melandma sejtvonalban markansan
megnovekedett 24 6ran beliil, majd a WM35 és WM3000 sejtekben fokozatos csokkenést
mutatott 48, illetve 72 ora elteltével. Ezzel szemben az A2058 sejtvonalban a p62 szintje
folyamatosan novekedett a 72 6ras idétartam alatt.

A Beclin-1 expresszidja a kezelések soran csak enyhe, statisztikailag nem szignifikans
novekedést mutatott, kivétel ez alol az A2058 sejtvonal, ahol 72 6raval a kezelés utan a fehérje
expresszidja szignifikansan emelkedett. Ez az eredmény teljes mértékben dsszhangban all az
array analizis soran kapott adatokkal.

Az Atgl?2 fehérje expresszidja 24 oraval az LE-127/2-kezelés utan csokkent, amelyet 48—
72 o6rés idGintervallumban fokozatos emelkedés kovetett. Ezek az eredmények szintén
megfelelnek az array alapu vizsgalatban észlelteknek.
melandéma sejtek halaldban. A Tom20 a reaktiv oxigéngyokok (ROS) mitokondriumokhoz
iranyuld jelatvitelét kozvetiti, igy alapvetd szerepet tolt be a mitofagidban. Az LE-127/2-
kezelés 24 ora elteltével jelentds mértékii csokkenést eredményezett a Tom20 expresszidban,
majd 48 és 72 ora utan a fehérjeszint visszatért a kontroll (0 6ra) szinthez tartozé hasonld értékre
a WM35 és A2058 sejtekben. A WM3000 sejtvonal esetében azonban eltérd trendet figyeltiink
meg, a Tom20 expresszidja id6fiiggdé modon, szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz

viszonyitva.
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Megjegyzendd, hogy a 72 oras kezelési id6 alatt az autofagias fehérjék expresszidja nem
mutatott egyértelmii ndvekedést vagy csokkenést, ezzel szemben inkabb egy fluktudlé mintazat
volt megfigyelhetd a kisérlet soran, amelyet a két kiilonboz6 vizsgalati mddszer is tiikkrozott.
Az array analizis alapjan a Western blottal vizsgalt fehérjéken tal tovabbi autofagidhoz
kapcsolodo fehérjék expresszidjaban is valtozdsokat tapasztaltunk, ezek részletes elemzése

azonban tilmutat a jelen tanulmany terjedelmén.

5.4.4. Az LE-127/2 kezelés hatasa a HO-1 expresszio szintjére

A HO-1 fokozott expresszidja eldsegiti a kemorezisztencia kialakuldsat és aktivalja a
védekez6 autofagia mechanizmusokat. Erdekesség, hogy bar a HO-1 fokozott expresszioja
melanéma sejtekben eldsegiti a tumorprogresszidt, ugyanakkor csokkentheti a daganat
novekedését és metasztatikus képességét is. A HO-1 ezen kettds szerepe miatt célul tiiztiik ki
1 expresszidjat WM35, A2058 és WM3000 humén melandéma sejtvonalakban.

A Western blot analizissel kimutatott HO-1 expresszié alapjan nem volt szignifikans
eltérés a LE-127/2-vel kezelt sejtek és a kezeletlen kontrollcsoportok kozott, valamint a HO-1

expresszio szintje csupan enyhe emelkedést mutatott 72 ordval a kezelést kovetden.

5.4.5. Apoptotikus fehérjék vizsgalata

A p53, Bax, Bcel-2, PDCD4 ¢és PTEN expresszidja

A p53 tumorszuppresszor fehérje kulcsfontossagli szerepet tolt be a sejthalalt szabalyozo
molekularis haldzatban, aktivalodasa a tumorsejtek novekedésének megallitdsat eredményezi,
akar p53-fliggd, akar p53-fiiggetlen apoptotikus utvonalakon keresztil. A Western blot
technikdval meghatdrozott p53 fehérjeszint kvantifikalasat kovetéen megéllapithato volt, hogy
a p53 expresszidja eltérd mértékli a harom vizsgalt sejtvonalban. Az LE-127/2 kezelést
kovetden a p53 fehérjeszint csokkent, azonban ez statisztikailag nem mondhaté szignifikans
eltérésnek.

A Bax és Bcl-2 fehérjék expresszidja emelkedett a kezelés soran a kezeletlen kontrollhoz
képest, de szignifikdns novekedést csak a Bax esetében figyeltiink meg, kiillondsen 48 6ras
kezelést kdvetden.
hogy az A2058 sejtvonal nem expresszalja a PTEN-t, ami Osszefliggésbe hozhat6 ezen sejtek
fokozott proliferacidos képességével és agresszivebb fenotipusdval a WM35 és WM3000

sejtvonalakhoz képest.
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A PDCD4, mint azonositott tumorszuppresszor, bizonyitottan befolyasolja a metasztatikus
melandmas betegek talélését, ezért megvizsgaltuk az LE-127/2 kezelés hatasat a PDCD4
expresszigjara. A kezelést kovetd 24 ora elteltével a PDCD4 szintje szignifikdnsan csokkent,
azonban 48-72 ora elteltével visszatért a kezeletlen kontroll szintjére. Erdekesség, hogy a
WM35 sejtvonalban a 48 oras kezelés utan a PDCD4 expresszio kozel 1,5-szeresére nétt a

kontrollhoz képest.
Az LE-127/2 kezelés altali PARP aktivacio

Az LE-127/2-vel kezelt melanoma sejtvonalak mindharom tipusaban, a kontroll
csoporthoz képest a hasitott PARP expresszidjanak novekedését figyeltiik meg. A kezelés
hatasara aktivalédott a PARP (116 kDa) fehérje hasitasa, melynek eredményeként a hasitott
PARP (89 kDa) szintje megemelkedett. Az LE-127/2 kezeléssel indukalt hasitott PARP szintje
szignifikdnsan megnott, mely emelkedés id6filiggd modon jelentkezett, tovabba a teljes PARP
¢és a hasitott PARP expressziojaban sejtvonal-fiiggd eltérések is megfigyelhetok voltak. A
legkorabban és legerdteljesebben a PARP aktivacigjat a WM35 sejtvonalban észleltiik.

A kaszpaz-3 fehérje expresszioja szignifikdns valtozast mutatott a kezelés utani 24-48
oraban a WM35 és A2058 sejtvonalakban, azonban a WM3000 sejtekben nem volt kimutathato

szignifikans valtozas az expresszidban.

6. Eredmények II.
6.1. Sejtfelszin valtozasa kezelések hatasara

Az eredményeink azt szemléltetik, hogy az 100 nM és 10.000 nM endothelin (ET-1)
dozistartomany alkalmazasa soran szignifikans ndvekedés volt megfigyelheté a sejtméret
feliiletben (Cell surface), amely az 0déma kialakuldsdra utal ebben a sejtcsoportban.
Amennyiben 200 nM koncentracioban alkalmaztuk eldkezelés formajaban a B-6sztradiolt (j3-
E), az ET-1 (1000 nM) sejtfelszint ndveld hatasat megakadalyozta. Az etanol (E) olddszerként

valamennyi kisérletes csoportban jelen volt, kivétel a kontroll csoportot.

6.2. Sejttalélés (%) vizsgalata H9¢2 kardiomioblaszt sejteken

Sejtszamcsokkenés nem volt a sejtek talélésében (cell viability, %) megfigyelhetd H9c2
sejtvonalon a kontroll csoporthoz viszonyitva akkor, amikor etanol (E) 0,01%-ban, mint
oldoszere a hatdanyagoknak, €s B-6sztradiol (B-E) kezelésnek vetettiik ald a sejteket. Az etanol

a hatéanyagok oldoszere valamennyi kisérletes csoportban jelen volt, kivétel a kontroll
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csoportot. Tehat, az etanol és béta-0sztradiol onmagukban az alkalmazott koncentracioban, nem
okoztak valtozast a sejttulélésben.

Az endothelin-1 (ET-1) fokozatosan emelkedd 100 nM és 10,000 nM koncentracidi viszont
szignifikans csokkenést eredményeztek a sejtek tulélésében.
egyiitt alkalmaztuk 1000 nM endothelin-1-gyel, a sejtek talélése szignifikans mértékben
megnovekedett. Tehat, a B-E kivédte az endothelin-1 1000 nM-ban okozott sejtkarositd

(sejtold) tulajdonsagat.

6.3.Hemoxigenaz-1 (HO-1) fehérje ELISA-val és Western blottal in vitro H9c2

patkany kardiomioblaszt sejtekben

A 1000 nM ET-1 ¢és 0,01% etanol (E) egyiitt torténd alkalmazésa szignifikdns mértékben
csokkentette a HO-1 szintet (*p <0,05). Ugyanekkor a béta-sztradiol (B-E) 200 nM-os
koncentracioja €s az etanol (E, 0,01%) egyiittadasa nem okozott szignifikans csokkenést a HO-
1 szintben.

Abban a kisérletsorozatban, amikor 200 nM béta-0sztradiolt (B-E, 200 nM), endothelin-1-
et (ET-1, 1000 nM) valamint 0,01% etanolt (E) egyiitt alkalmaztunk a sejtkultira médiumban,
szignifikans emelkedés volt megfigyelheté a HO-1 szintben (*p <0,05) 6sszehasonlitva azzal a
csoporttal, amikor a béta-9sztradiol (B-E, 200 nM) nem volt jelen a sejttenyészet médiumaban.
Tehat, az eredmények azt mutatjk, hogy a 200 nM-os béta-0sztradiolos (B-E) kezelés kivédte

az ET-1 okozta HO-1 koncentracid csokkenését, amely hozzajarult a sejtek taléléséhez.

6.4.Hemoxigenaz-1 (HO-1) szint a plazmaban és Western blot analizis in vivo

kisérletekben, patkany kardiomioblaszt sejttipuson szivszovetbol

A fentebb kapott sejtkisérletek eredményei alapjan 1000 nanogramm/kg endothelin-1 (ET-
1) és 200 nanogramm/kg B-0sztradiol (B-E) hatasvizsgalatat végeztiik in vivo patkanysziv
kisérletekben. Az eredményekbdl jol lathatd az, hogy 1000 nanogramm/kg endothelin-1 (ET-
1) szignifikans mértékben csokkentette a HO-1 szintjét a plazmaban dsszehasonlitva a kontroll
csoport eredményével, mig a PB-E kezelt csoportban szignifikdns valtozds nem volt
megfigyelhetd. Ugyanekkor, a B-E 200 nanogaramm/kg koncentraciéban alakalmazva kivédte
az 1000 nanogramm/kg ET-1 okozta plazma HO-1 csdkkenést. Hasonl6 iranyu eredmények
voltak megfigyelhetdek, amikor Western blot alkalmazasaval meghataroztuk a HO-1 protein

expresszidjat szivszovetbol.
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Tehat, az emelkedett HO-1 szint védelmet nyujt a mioblasztokban, ahogyan azt az in vitro
sejtkisérletek is mutattdk a H9c2 sejtek esetén. Mindez, az eredmények szerint feltehetéen a

HO-1 szignalmechanizmus befolyasolhatosagan keresztiil valosulhatott meg.
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7. Uj megallapitasok

e LE-127/2 CBG-szarmazék human kutan melanoma sejtvonalakra kifejtett hatasa:

O

O

Mutéciotol  fiiggetleniil proliferdciogatld hatast fejtett ki  melandma
sejtvonalakon.

Normal keratinocitdkon ¢€s kardiomioblasztokon alacsony citotoxicitast
detektaltunk, amely kedvezd mellékhatasprofilt jelez a klinikai alkalmazas soran

A koloniaképzés hatékony gatlasat idézi eld, metasztazis elleni potencialt jelez.

o Az LE-127/2 feltételezett hatdismechanizmusra vonatkozo uj eredmények:

O

O

Autofagia indukcidja (LC-311, p62, Atgl2 szint emelkedése)

Apoptozis aktivaldsa kaszpaz-3/7-PARP aktivélast érintve, a PI3K/AKT-
utvonal dominans szerepet kap.

PDCD#4 expresszid fokozodasa figyelhetd meg az LE-127/2 hatasara id6fiiggd
modon

HO-1 szint nem valtozik szignifikdnsan, szinte valtozatlan maradt,
kovetkezetesen nem kapcsolodik be a sejtvalaszba, nem indukélodik az LE-

127/2 hatasara

e Kardiovaszkularis kutatdsokbol szarmaz6 megéllapitasok:

O

ET-1 csokkenti a HO-1 aktivitdst, melynek eredménye a sejtkarosodas,
hipertrofia

B-0sztradiol eldkezelés hozzajarul a HO-1 emelkedéséhez, védi a sejteket,
mérsékli az ET-1 kéros hatasait

B-E eldkezelés szignifikans mértékben meggatolta a sejtfelszin novekedést az
ET-1- gyel kezelt sejtcsoportokban

ET-1 altal kivaltott hipertrofia mérséklddése B-Osztradiol hatdsara in vivo is
igazolodott

ET-1 okozta sejtkarosodas, hipertr6fidhoz és sejthalalhoz vezetd mechanizmus
B-0sztradiol (B-E) alkalmazéisaval megel6zhetd lehet, amelyben alapvetd
fontossagu szerepet jatszik a HO-1 enzimrendszer

HO-1 kettds szerepe van: sziv- és érrendszerben protektiv, daganatokban
tumorsejtek tulélését segitheti

igazolodott, a HO-1 expresszids szintjének valtozasa fiigg az alkalmazott

hatéanyagtol
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8. Osszegzés

A civilizacios betegségek kozé tartozd sziv- és érrendszeri, valamint daganatos
megbetegedések napjaink vezetd haldlokainak szadmitanak vildgszerte. A két nagy és
legelterjedtebb betegségcsoport kialakuldsdban szamos k6zds kapcsolddasi mechanizmus van
jelen, amelyek figyelembevétele mindenképpen hozzajarulhat a hatékonyabb terdpias
lehetdségek feltarasahoz és igy a betegségek elonydsebb kimeneteléhez is.

A kutan melandma kezelésében a sebészi eltavolitas mellett az immun- és célzott terapiak
valtak meghatarozova. A betegek tobb mint felében kimutathaté BRAFV600E mutacié miatt a
vemurafenib (BRAF-inhibitor) hosszt ideig elsOvonalbeli célzott terapias szerként jott
szamitasba, amely hatékonyan gatolta a MAPK-jelatviteli Gtvonalat és javitotta a tulélést. A
gyorsan kialakulo rezisztencia és komoly toxikus mellékhatasok korlatozzdk a vemurafenib
alkalmazasat. Ez indokolja a természetes eredetli vegyiiletek vizsgalatat, példaul a Cannabis
sativa természetes-€s szintetikus szdrmazékait. A kevésbé ismert kannabigerol (CBG)
daganatellenes hatdsokat mutat, azonban alacsony vizoldhatéosdga ¢és biohasznosuldsa
korlatozza alkalmazasat. E problémdk kikiiszobdlésére olyan szintetikus nitrogéntartalmi
CBG-szarmazék, az LE-127/2 hatasat vizsgaltuk human kutdn melandéma sejteken, amely jobb
biohasznosulésa és vizoldékonysaga miatt kivaldan alkalmazhat6 lehet terapias célra.

Az LE-127/2 a vemurafenib szelektiv hatasaval szemben mérsékelt, de mutaciofiiggetlen
proliferacidgatld hatast fejt ki melanoma sejtvonalokon. Elénye, hogy normal, nem tumoros
sejtekre minimalis toxicitassal bir. Mechanizmusdban fontos szerepet jatszik az autofagia
indukcioja (LC-3II, p62, Atgl2 novekedés), majd az apoptozis (kaszpaz-3/7 aktivacio, PARP
hasitas, Bax szintemelkedés). A p53 nem valtozott, ami arra utal, hogy a PI3K/Akt-tutvonal
kozponti szerepet jatszik az LE-127/2 hatdsmechanizmuséban.

A sejtek hosszabb tava talélését vizsgalo klonogén assay-k azt mutattak, hogy az LE-127/2
gatolja a koloniaképzést, ami a metasztazisképzés elleni hatékonysagra utal. Az LE-127/2-vel
torténd kezelések a HO-1 enzim szintjét nem befolyasoltak, igy hatdsmechanizmusa ettdl az
enzimtdl fliggetlen lehet. Az eddigi eredmények alapjan az LE-127/2 igéretes gyogyszerjelolt
lehet a rezisztencia lekiizdésében €s kombindacios terapidkban, de tovabbi in vitro és in vivo
vizsgalatok sziikségesek ennek pontos feltarasara.

A korébbi kutatasaink a hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim védd szerepére iranyultak. A HO-1
antioxidans, citoprotektiv és gyulladdscsokkentd hatast, ami a sziv- és érrendszerben

létfontossadgu. Az endothelin-1 (ET-1) egy 21 aminosavbol allé erds vazokonstriktor peptid,
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amely hozzajarul hipertrofidhoz, oxidativ stresszhez és sejthalalhoz. Kisérletekben kimutattuk,
hogy az ET-1 csokkenti a HO-1 aktivitast és expressziot, ezaltal fokozza a sejtkarosodast.

A vizsgalatok szerint a B-0sztradiol (B-E) elokezelés mérsékli az ET-1 karosito hatésait,
gatolja a sejtek duzzadasat, javitja a sejtek tulélését, fenntartja a HO-1 szintet. Ez a
hormonprotektiv hatds részben a HO-1 védé mechanizmusanak aktivalasan alapul. Az ET-1 és
B-E egylittes kezelése akaddlyozza a HO-1 csokkenését, ezaltal mérsékli a patologias
folyamatokat. In vivo kisérleteinkben a B-E az ET-1 altal kivaltott szivizom-hipertrofiat is
mérsékelte, ami Osszefligghet azzal, hogy befolyasolja az mTOR-aktivitast, valamint az
oxidativ stressz ¢és autofagia szabalyozasat.

Kisérleteink igazoltdk, hogy mind a szivbetegségekben, mind pedig a daganatokban
jelentds szerepet kapnak az autofagias és apoptotikus folyamatok. A HO-1 enzimnek kettds
szerepe van: mig sziv- ¢és érrendszerben protektiv az enzim szintjének emelkedése,
daganatokban ez a tumorsejtek tulélését segitheti. Ezen mechanizmusok megismerése lényeges
a gyogyszeres terapidk megvalasztasa szempontjabol a kezelés sikeres kimenetele végett

figyelembe véve az ,,onkokardiologia” lehetdségeit.
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