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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az intraocularis daganatok altalanos jellemzoi

Az intraocularis daganatok kézétt — csakugy, mint mas szervekben —
organogenetikai szempontbdl megkilénbdztethetlink benignus (jéindulatu) és
malignus (rosszindulatu) daganatokat.

A szemben el6fordul6 malignus daganatok tipusai el6fordulasi
gyakorisaguk sorrendjében: melanoma malignum uveae, retinoblastoma,
metasztatikus daganatok, lymphoma, medulloepithelioma.

Kézillk is legnagyobb gyakorlati jelentésége az uvealis melanoménak
van, mivel ez az egyetlen potencidlisan fatalis szemészeti rosszindulatu
daganat.

Az uvedlis melanoma egy ritka betegség, az 6sszes melanoma 2.9%-at
teszi ki. Az Osszes regisztralt tumor kevesebb, mint 1%-at alkotja. Magas
malignitasu intraocularis tumor, rossz prognozissal és jelenleg még ismeretlen
aetiolégiaval. Lehet primer illetve secunder eléfordulast. Altalaban egyoldali, de
ismertek bilateralis megjelenései is, akar metasztazis formajaban is.

Viszonylag ritka daganat, de a masodik leggyakoribb primer melanoma
emberben. Az uvedlis melanomanak magas a haldlozasi ratdja, mindez a
haematogen szérasnak készénheté. Mivel a szemgolyd belsejében nincsenek
nyirokerek, ezért a metasztazis szinte kizarélag haematogen aton torténik.
Az attétek ,célszerve” elsésorban a ma;.

Az intraocularis daganatok és ezen belil az uvedlis melanomak
rendelkezésre megbizhat6é adat. Egyesek szerint az utébbi idében nétt, masok
szerint nem valtozott. A pontos statisztika elkészitését az is neheziti, hogy BNO
(Betegségek Nemzetkdzi Osztalyozasa) kod alapjan sem tartjdk nyilvan
precizen és kuldnitik el a szemészeti és intraocularis tumorokat, nem tesznek
kilénbséget primer és metasztatikus daganatok kézoétt.

Az USA-ban végzett felmérések szerint az uvedlis melanoma 19.4-szer
gyakoribb felnétt fehér emberben, mint feketékben és valamennyi etnografiai



csoportban a férfiak aranya magasabb. Barmely életkorban eléfordulhat, az
incidencia csucsa azonban a 40-60. életévek kdzé esik.

Az irodalomban eddig négy kongenitalis uvedlis melanomat is leirtak.
Gyermekkori el6fordulasa igen ritka, eddig 16 éven aluli gyermekeken dsszesen
18 esetet irtak le.

Magyarorszagon évente 25-30 friss esettel talalkozunk, melyek déntd
tébbségének ellatasa a DE OEC Szemklinikan térténik, mivel klinikdnk az
orszagban az intraocularis daganatok onkolégiai centrumanak szerepét latja el.

Klinikai jelentéségét és felhasznalasat illetéen fontos az a beosztas, amely
a daganatok anatomiai elhelyezkedését veszi alapul. A melanoma malignum
uveae az uvealis traktus barmely szdvetét érintheti, barmely részébdl kiindulhat:
igy eléfordulhat az irisben, a corpus ciliaréban és a chorioidedban is.
El6fordulési gyakorisaguk: iris 6%; corpus ciliare 9%; chorioidea 85%.

A Klinikailag hasonl6 megjelenésli melanomak igen eltérd szdveti tipust
mutathatnak, az alacsony malignitasu és tavoli metasztazist ritkan adé
orsosejtes A tipustdl, az orsésejtes B tipuson at, a magas malignitdsu, gyakran
metasztatizald epithelioid sejtes melanomaig.

A tumor elhelyezkedése és a progndzis kozétt figyelemfelkeltd
Osszefliggést talaltak. A legjobb progndzissal az iris melanomak rendelkeznek,
a legrosszabbal pedig a corpus ciliare tumorai.

Az anatémiai lokalizacié miatt az iris melanomak felismerhetésége a
legkdnnyebb még kis méretliek esetén is. Ezért viszonylag koénnyl a
diagnosztizalasuk. Mortalitasuk 3-5% /10 év. Ot éven beliil 3%-ban, 10 éven
belll 5%-ban és 20 éven belll 20%-ban taldltak metasztazist. A corpus ciliare
melanomak prognozisa rosszabb. Enucleatio utdn az 5 éves mortalitas 53%,
mig a chorioidea melanoma enucleatioja utan 14% volt a metasztazisok aranya.
A metasztazis kifejlédésének atlagos ideje 68 honap. Metasztazis kialakulasa
akkor feltételezhetd, ha a tumor legnagyobb prominentiaja nagyobb, mint 7 mm.
Habar a sugartesti melanomak atlagos mérete mar diagnosztizalaskor is
nagyobb, mint a chorioideaban lév6éké, statisztikai vizsgalatok azt mutattak,
hogy esetiikben a progndzis figgetlen a tumor méretétél illetve a sejttipustol.

A tumorok el6fordulasi gyakorisaga és a melanoma malignitasa is

névekszik a hats6é pélus felé haladva: legritkabb az irisben, leggyakoribb a



chorioideaban. Legrosszabb indulatiak a chorioidea macula lutea koézeli
tertleteinek daganatai.
El6fordulhat egy szemben belll uvedlis melanoma és naevus egyidejlileg

Kis tumorok (melyek atmérdje 7 mm-nél kisebb, prominentidja 2 mm-nél
kisebb) 5 éves mortalitasa kevesebb, mint 4%. Nagyobb tumorok 3 éven belll
50%-ban adnak metasztazist.

1.2. Proliferacié gatlas

Mivel az uvealis melanoma nagyon rezisztens a jelenleg hasznalatos
kemoterapias szerekre, ezért napjainkban nem all rendelkezésre hatékony
kemoterapias gyogyszer, amellyel az uvedlis melanomat gyogyitani lehetne.

A sikeres immunoterapia kifejlesztését jelentésen hatraltatjia az a tény,
hogy a szem — bizonyos mértékig — immunoldgiailag privilégizalt helyzetben
van, mivel mind a szerzett, mind az 6réklétt immunvalaszok elnyomottak.
Raadasul az uvedlis melanoma sejtek lymphocyta mikddést gatlo reakcioit
nagyban befolyasoljdk a szemészeti mikrokérnyezet hatasai.

Kévetkezésképpen slirgetd feladat az uvealis melanomak kezelésében uj
utakat talalni.

Az uvealis melanomakhoz két6édé antigének felfedezése — mind az in vivo
daganatos sejtekben, mind az in vitro melanoma sejtvonalakon — utal arra a
tényre, hogy bizonyos koérllmények koézott ezek a daganatok immunoldgiai
tamadaspontuiak is lehetnek és ez a tény dendritikus-sejt alapt immunoterapiak
hatasos célpontjava teheti ezeket a daganatokat.

Nemrégen kimutattak, hogy amennyiben dendritikus tipusu sejtekhez
apoptétikus melanoma sejteket adtak, akkor képesek voltak proliferativ és
citolitikus T-sejt valaszt produkalni. Ez azt sugallja, hogy az ilyen médon
el6éallitott dendritikus sejtek mind in vivo képesek voltak névelni az apoptozist
indukalé tumorellenes szerek hatékonysagat, mind in vitro képessé teszik az

effektor T-sejteket adaptacids transzfer terapiara létrehozasara.



Ezért kulcsfontossagu lehet olyan Uj vegylleteket vizsgalni, amelyek a
melanoma sejtekre antiproliferativ hatast gyakorolnak. A jovében ezek
gyogyszerré fejlesztve kiegészithetik a dendritikus sejt alapu terapias
protokollokat vagy a mar régdéta alkalmazott, jol bevalt brachyterapias kezelést.

Az utébbi néhany évben a klinikai kutatasokban a névényi eredetl szerek
vizsgalata el6térbe kerult a tumorok keletkezésének megel6zésére illetve a mar
kialakult tumorok kezelésére. Napjainkra az ilyen eredetli vegylletek egyre

elterjedtebbek lettek a tumorok terapiajaban.

A Chelidonium majus-bdl és mas Papaveraceae névényi csaladbdl izolalt
alkaloidokrol mar korabban bizonyitast nyert, hogy széles korl biologiai
aktivitassal rendelkeznek az antimikrébas hatédstél kezdve a gyulladasellenes
hatasig.

A Chelidonium majus alkaloidjait kémiai szerkezetlk alapjan csoportosithatjuk:
protopin tipusu (pl. a- és b-allokriptopin, protopin), protoberberin tipusu
(pl. berberin) és benzofenantridin tipusu (pl. chelidonin, sanguinarin, chelerytrin,
chelilutin, chelirubin, macarpin) alkaloidokat kulonbdztethetiink meg.
Az utdbbiak gyulladasgatlé és tumorellenes hatasat mar igazoltak. Kézullik is
behatobban az eddigi vizsgalatokban a chelidonint, a sanguinarint (mas néven

pseudochelerytrin) és a chelerytrint tanulmanyoztak.

Az emlitett harom vegyduletrdl elsésorban az igazol6dott, hogy szamos
tumorféleségben féleg a sejtndévekedés gatlasat érik el apoptdzis indukalasan
keresztll. Ezzel azt sugallva, hogy potencidlisan hasznalhaték proapoptoétikus
szerekként a tumorterdpiaban. Kuiléndsen figyelemfelkeltd, hogy ezek a
vegylletek hatasosnak bizonyultak olyan tumorokkal szemben is, amelyek a

kordbban ismert standard terapiakkal szemben rezisztensek voltak.

Napjainkban még kevés megbizhaté adat all rendelkezésiinkre a
Chelidonium majus f6 komponensének szamité chelidonin hatasardl, de a
jelenlegi adatok azt jelzik, hogy ez a tipusu benzofenantridin alkaloid is
indukalhat apopt6zis tipusu sejthalalt megvaltozott belsé szignald és malignus
sejtekben is. Bizonyitast nyert, hogy a chelidonin gatolia a mikrotubulus
polimerizaciot (ICsp = 24 uM), ezaltal szétszakitja a sejtek mikrotubularis

rendszerét.



A sanguinarin — szamos hatasan tul — gatolia a Na'/K* ATP-azt, a
protein kindz A-t valamint a NFkB aktivalodasat. A chelerytrin pedig gatolja a
protein kindz C-t és fokozza a citokrom-c felszabadulast, mely folyamat az
apoptozis indukciojaban, illetve a folyamat tovabbvitelében jatszik fontos

szerepet.

Korabban ezeket a tipusu vegyulleteket nem vizsgaltak uvealis melanoma

sejtvonal ellen, ezért fordult érdeklédésiink ezen szerek alkalmazasa felé.

Az uvealis melanoma kezelését illetéen 0j utakat kell keresniink a mar
kordbban alkalmazott médokon kivll. Egy jévébeni lehetséges Ut a DE OEC
Szemészeti Klinikdn mar eddig is sok esetben hasznalt brachyterapia
kiegészitése lehet megfelel6 antitumor agensekkel. Ezek az &agensek
szenzibilizalhatjak a tumor sejteket a radioterapia irant és igy ndévelhetik a

brachyterapia hatékonysagat.

Szamos vegylletet probéltak mar ki uvealis melanoma sejteken,

amelyeknek antitumor aktivitasat feltételezték.

Munkacsoportunk korabban mar beszamolt arrdél, hogy a 35-tagu
oligo-4-tio-2’-dezoxi-uridin-5’-monofoszfat  (dUMP) jelent6és antiretroviralis
hatasa mellett kifejezetten hatékonynak bizonyult a sejtproliferacié gatlasaban
is.

A tio-dezoxiuridilat-tartalma  oligonukleotidok részletesebb biolégiai
aktivitdsanak vizsgélata soran varatlanul hatasosnak bizonyult a 4-tio-dUMP
(s*dUMP) és a 4-tio-UMP (s*UMP) mellett maga a 4-tio-uridin nukleozid is.
Bizonyitast nyert, hogy bar a révid oligomerek inaktivak, a monomer — mely a
természetben is eléfordulé anyag — tumor sejtekben apoptoézist indukal.

Megvizsgaltuk ugyanakkor in vivo toxicitasukat is. Az s*UMP-t
intravénasan beadva egerekbe akar még 1 g/tskg doézisban sem talaltunk

semmiféle morfol6giai elvaltozast még 30 nap utan sem.

Bar az utébbi években, évtizedekben sokat fejlédétt a tumorkutatas és a
terapias beavatkozdsok koére is boévilt, mégis a melanoma malignum

chorioideae kezeléséhez nem all még rendelkezésiinkre olyan lehetéség, amely



segitségével in vivo sejtszinten tudnank beavatkozni a tumor ndvekedési
folyamatéba.

Ezért munkank kdzéppontjaban az antiproliferativ kezelés lehet6ségeinek
vizsgalata allt. Amennyiben a laboratériumi munka soran eredményeket siker(l
megvalodsitani, ezeket megfeleléen alkalmazva az él6 szervezetre a
klinikumban is hasznalhaté sikereket lehetne elérni a melanomas betegek
hatékonyabb kezelésében.



2. CELKITUZESEK

1. Célkitizésink volt, hogy adatokat szolgaltassunk a melanoma
malignum uveae antiproliferativ kezelési lehetéségeire vonatkoz6an, amelyek a
jovBben lehetbvé tehetik azt, hogy sejtszinten lehessen beavatkozni a tumor
névekedési folyamatéba.

2. Ceélunk volt olyan sejtvonal kivalasztasa, amely elég agressziv
proliferaciot mutat, nagy mennyiségben hozzaférhetd és jél jellemzi az uvealis
melanomak intraocularis élettani viselkedését. A sejtvonal életciklusanak tébb

tamadasponton, tébb anyaggal val6 befolyasolasat szerettik volna elérni.

3. Vizsgalni kivantuk a benzofenantridin alkaloidok human uvedlis
melanoma sejtekre gyakorolt hatasat. Amennyiben a benzofenantridin
alkaloidok sikeresen képesek gatolni a sejtproliferaciét, akkor tisztazni kivantuk,
hogy a sejtek apoptézissal vagy nekrézissal pusztultak-e el. igy a
benzofenantridin alkaloidok csoportjaba tartozé vegyiletek kézil a chelerytrin, a

chelidonin és a sanguinarin hatasat kivantuk tanulmanyozni.

4. Az OCM-1 uveadlis melanoma sejtek gatlasara egy a természetben is
el6fordulé nukleotidot, a 4-tio-uridilatot is szerettiink volna felhasznalni.
Azt szerettlk volna vizsgalni, hogy ez a nukleotid okoz-e a sejtproliferacioban
szignifikans valtozast. Amennyiben igen, akkor tisztazni kivantuk, hogy ezt

milyen mechanizmussal éri el.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. OCM-1 sejtkultura

Vizsgélatainkhoz olyan sejtvonalat szerettlink volna vélasztani, amely elég
agressziv proliferaciét mutat, nagy mennyiségben hozzaférhetd és jol jellemzi
az uvedlis melanomak intraocularis élettani viselkedését. Ezért esett
valasztasunk az OCM-1 (ocular choroideal melanoma) sejtekre, mert még a
tébbi uvedlis melanomahoz képest is kitlinik nagy proliferacios képessegével.

A sejteket a benzofenantridinnel valo kisérletekhez RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 tapfolyadékba helyeztik el, amely 10%-os FCS-t
(fetal calf serum) 0.3 g/ml L-glutamint és antibiotikumként gentamycint
tartalmazott, és 5% COy-ot tartalmazd péaras kdzegben 37 °C-on inkubaltuk.
A sejteket hetente kétszer-haromszor passzaltuk a standard tripszines

moddszert alkalmazva.

3.2. Kisérletek benzofenantridin alkaloidokkal

3.2.1. Alkalmazott benzofenantridin alkaloid vegyuletek

A benzofenantridin alkaloidok kézil a chelidonint, a chelerytrint és a
sanguinarint hasznaltuk, melyeket a Sigma Aldrich Co. cégtdl szereztik be.
A chelidonin dimetil-szulfoxidban, mig a chelerytrin-klorid és a sanguinarin-
klorid DMSO/viz (1:2) kdzegben volt oldva.

3.2.2. Kezelés benzofenantridin alkaloidokkal

A sejteket 24 lyuku plate-be helyeztik. Egy lyukba kb. 1x10° sejtet
mértink 500 ul oldatban szuszpendalva. A sejteket — amelyek 80-90%-ban

YN,

kezeltik: 0.5, 1, 4 és 8 pug/ml dozisban.



A kezelést 4, 24 és 48 draig folytattuk. A vizsgalt alkaloidok nagyjabdl
azonos moléris tdémegét figyelembe véve kiszdmithatd, hogy az alkalmazott
dozisok megkdzelitbleg azonos molaris koncentraciokat jelentettek.

Az oldatokat minden esetben higitottuk a megfelelé olddszerrel azért,
hogy minden mintaban azonos legyen a végleges DMSO (dimetil-szulfoxid)
koncentracio.

A kontroll sejteket ugyanolyan mennyisegi DMSO-val kezeltik eés
ugyanolyan kisérletes korilmények koz6tt tartottuk. A fent jelzett id6pontokban
a sejteket tripszinnel emésztettik, PBS-sel (phosphate-buffered saline) mostuk
és elbkeszitettik DNS fragmentaciés assay-re vagy annexin V/PIl assay-re.
Az alkaloid kezelés hatasara a sejttérmelékek levaltak a plate falarél és az
oldatban usztak.

3.2.2.1. DNS fragmentacids assay

A benzofenantridin alkaloidokkal kapcsolatos vizsgalatok soran a sejtek
DNS tartalmat aramlasi citometriaval hataroztuk meg. A sejteket
200 g-n centrifugaltuk, majd az aramlasi citometria elétt 0.5 ml hypotonias
fluorochrom oldatban (50 pg/ml Pl [propidium-jodid] 0.1% Triton X-100-ban)
4 °C-on tartottuk egy éjszakan at. A mintakat FACScan aramlasi citométerrel
vagy FLEX-el dolgoztuk fel.

Az apoptotikus sejteket onnan lehetett felismerni, hogy kisebb volt a DNS
koncentraciojuk, pl. a karakterisztikus sub-G; csucs a DNS-tartalom

(Pl-intenzitas) frekvencia hisztogrammon.

Az s*UMP-vel kapcsolatos vizsgalatok soran atlagosan 2x10° sejtet
kezeltlink s*UMP-vel 24, illetve 48 6ran at, majd centrifugalassal gyjtdttik be a

sejteket.

Ezt kbvetben kétszer mostuk PBS-sel, majd izoldltuk a DNS-t és agaroz-
gélre vittik. Az agaréz géleket Alphalmager™ 2200 szoftverrel értékeltiik ki és
archivaltuk.
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3.2.2.2. A sejtek annexin V-FITC/Pl festése benzofenantridin
alkaloidokkal valé kisérletek soran

Az él6 és a nekrotikus sejtekbdl az apoptétikus sejtek elkllonitése az
annexin V-FITC (fluorescein isothiocyanate) és Pl (propidium-jodid)
hasznalataval tértént Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit alkalmazéséaval.
A lecentrifugalt sejteket a kété pufferrel (10 mM HEPES/NaOH, 0.14 M NaCl,
2.5 mM CaCl,, pH=7.5) higitottuk 1x10° sejt/ml koncentraciéra. A mintakat
0.5 pl/ml annexin V-FITC és 2 pupg/ml Pl elegyében inkubéltuk
szobahémérsékleten 10 percen keresztil és aztan mértik FACScan aramlasi
citomeéterrel. Az annexin V-FITC és PI fluoreszcenciat az FL-1 (zdld) és az
FL-2 (vords) csatornan mertik, illetve a két csatorna kdz6tti spektrum atfedések
korrekcidja utan értékeltik az eredményeket, melyeket WinMDI 2.8 vagy FLEX

software segitségével elemeztink.

Az apoptétikus €s a nekrotikus sejtek megkllonbdztetése az
annexin V-FITC aktivitdson és a Pl kizérason alapultak. Az apoptétikus sejtek
intenziv zéld (FITC) és alacsony vagy kézepes voérds (Pl) fluoreszcenciat
mutattak (a korai vagy kés6i apoptotikus fazisnak megfeleléen). A késéi
apoptoétikus fazisban levé sejteknek megvaltozik a permeabilitdsa, ez a plazma
membranjuk megvaltozott integritasanak a kévetkezménye. A nekrotikus sejtek
mindkét reagens szempontjabdl festhetének bizonyultak és ezért er6s zéld és

vorods fluoreszcenciat mutattak. Az é16 sejtek pedig egyaltalan nem festédtek.

3.2.2.3. A sejtmorfologia elemzése

A sejteket targylemezre helyezve vizsgaltuk az alkaloidok sejtmorfolégiara
gyakorolt hatasat. A sejtek egy része a targylemezen ésszecsapzodott. Azokat
a sejteket kezeltlk alkaloidokkal, amelyek 80-90%-0s 0&sszecsapzodast
mutattak, ezeket 4 oran keresztil inkubdltuk, majd Zeiss LSM 510 scanning
|ézer-mikroszkoéppal vizsgaltuk. Ennek soran kerestlik az apoptoézisra és/vagy

nekrozisra jellemz6 fénymikroszkdpos elvaltozasokat.
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3.2.2.4. MTT-assay

Az MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromid) assay
kivitelezése az American Type Culture Collection (ATCC) hasznalati utasitasa
szerint tértént. A sejteket 48 lyuku plate-be tettilk ki, mintegy 0.6x10° sejt volt
lyukanként 200 pl tapoldatban 15 6ran keresztll és ezutdn kezeltik a jelzett
dézisu alkaloidokkal vagy azok nélkil csak az oldészerrel. 24 6ras inkubacios
id6 utan a sejtkultarat 20 pl MTT-oldattal kevertik 6ssze és tovabbi 3 6ran at
inkubaltuk, majd 200 pl savas izo-propanol oldattal felszuszpendaltuk és ezen
homogén elegy 200 pl-ét vittik 96 lyuku plate-re és ELISA olvasoval olvastuk
le.

3.3. Kisérletek 4-tio-uridin-5'-monofoszfattal (s*UMP)

3.3.1. A 4-tio-uridin-5'-monofoszfat (s*UMP) eléallitasa

Az s*UMP tiolalt mononukleotidot a citidin-5"-monofoszfat H.S kezelésével
allitottuk  el6 és ioncserél6 kromatografiaval tisztitottuk, ahogy ez
munkacsoportunk korabbi publikaciéiban mar szerepel. 10 mg/ml térzsoldatot

készitettlink és szdvetkulturaban higitottuk kézvetlenlil minden hasznalat elétt.

3.3.2. Kezelés s*UMP-vel

Az OCM-1 sejteket az s*UMP-vel kezeléshez RPMI 1640 tapfolyadékba
helyeztiik, mely 10%-0s hé altal inaktivalt FBS-t [phosphate-buffered saline] és
antibiotikumként penicillint tartalmazott 100 nemzetkézi egység/ml, valamint
streptomycint 100 pg/ml dézisban. A sejteket 37 °C-on, 5%-0s CO.-0s
parasitott kézegben taroltuk.

s,

eleggyel szlrtik le.
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3.3.2.1. MTT-assay

A sejtek életképességének vizsgalatdhoz a sejteket 24 lyuku lemezekre
oltottuk.

A sejteket a fent ismertetett médon 6 éran keresztll tenyésztettik 1 ml
tapkdzegben, majd kilénbdz6 koncentraciokban kezeltik azokat az s*UMP-vel.
Az MTT-assay kivitelezése az ATCC éltal kiadott kézikdnyv szerint tortént.

3.3.2.2.Morfolégiai elvaltozasok

A nukleotid kezelés hatdsara a morfolégiaban bekdvetkez6 valtozasokat
May-Grinwald-Giemsa festés utan Zeiss Axivert 135 mikroszkdppal
fényképeztik.

A Kkarakterisztikus apoptétikus véltozasokat és a sejtszam valtozast

vizsgaltuk.

3.3.2.3. DNS-fragmentacio teszt

A fent emlitett médon 24 valamint 48 6ran keresztil 30 yM (10 pg/ml )
s*UMP-vel kezeltiink 2x10° sejtet, azokat centrifugalassal 6sszegyijtéttik,
kétszer mostuk PBS-sel, majd DNS-t izolaltunk a mintakbd6l és agaréz
gélelektroforézisnek vetettik ala. Az agar6z géleket Alphalmager™ 2200-vel
értékeltiik és archivaltuk.

3.3.2.4. Kaszpaz-9 aktivitas mérése

Az s*UMP hatasmechanizmusénak tisztazasahoz elvégeztik a kaszpaz-9
aktivitas mérését is azért, mert az apoptétikus eseménysor elinditasaban és
végrehajtasaban kulcsszerep harul a kaszpazokra.

Az s*UMP-vel kezelt OCM-1 sejteket 1000 rpm-en 10 percen keresztill
centrifugaltuk és kétszer mostuk PBS-sel. Az aktivitast Caspase-9/Mch6
Colorimetric Assay Kit felhasznalasaval vizsgaltuk a haszndlati utasitasban leirt

maodon.
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3.3.2.5. Aramlasi citometria s*UMP-vel valé kezelés utan

Mind az s*UMP-vel kezelt, mind a kezeletlen OCM-1 sejteket
(5x10° sejt/lyuk) 72 6ran keresztill inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk 10 percen
keresztul, 10 °C-on. A sejteket ezutan Ujraszuszpendaltuk 0.5 ml k6td pufferben
(25 mM HEPES, 125 mM NaCl, 25 mM CaCl,) és megjeldltik 5 ul
annexin FITC-el és 5 pl propidium-jodiddal a felhasznélasi utasitasnak
megfeleléen (Medical and Biological Laboratories Co. Ltd, Nagoya, Japan).

Az aramlasi citometrias méréseket Uszkalo, nem fixalt sejteken
FacsCalibur aramlasi citométerrel végeztik el, excitaciéra 488 nm-es argon-
|ézert hasznalva. Az eredményeket CellQuest software-rel értékeltik ki. Minden

esetben a fluoreszcens adatok 20 000 eseményt gyijtdttek egybe.

3.4. Statisztikai elemzés
A statisztikai adatok, az atlagok és a szo6ras értékek kiszamitasat WinMDI

2.8, FLEX, CellQuest valamint GraphPad PRISM® 4 software-rekkel végeztiik
el.
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4. EREDMENYEK

4.1. Eredmények benzofenantridin alkaloidokkal valo kezelés
hatasara

4.1.1. A chelidonin sanguinarintél és chelerytrintél eltéré
hatasai

A benzofenantridin alkaloidokrél korabban bebizonyitottak mar, hogy
kilénb6z6 tipusu daganatokban a tumor sejtek névekedését gatoljak. Annak
bizonyitdsara, hogy hasonl6 antiproliferativ hatast kifejtenek-e az OCM-1
uvealis melanoma sejteken, elvégeztik a kolorimetrias MTT-assay-t. Az OCM-1
sejtek életképessége mar 24 éras sanguinarin és chelerytrin kezelés utan erés
€s dozisfliggd csbkkenést mutatott.

Ugyanakkor a chelidonin okozta proliferacio-cs6kkenés csak alig volt
szamottevd és a vizsgalt dsszes koncentraciétartomanyban
(0.5 yg/ml— 8 pg/ml) a hatasa nem szignifikdnsan dézis-fliggé. A chelidonin
esetében megfigyelheté a masik két alkaloidtdl eltérd antiproliferativ effektust

kordbban is leirtdk mar kulénb6zé mas sejttipusok esetében.

4.1.2. Morfolégiai eltérések az OCM-1 sejteken a
benzofenantridin alkaloidok hatasara

Habar a chelidonin esetében csak a sejtnévekedés enyhe gatlasa
igazolodott, fénymikroszkopos vizsgalattal sejtmorfolégiai  valtozasokat
tapasztaltunk: akar mar négy 6ra mulva is apoptoézist indukalt az OCM-1
sejtekben.

Azokban a mintdkban, amelyekben csak vivéanyag volt, a sejtek
kitapadtak a plate falara, mig a chelidoninnal kezelt sejtek levaltak a plate-ek
falarol és kozullk sokan a plazma membran blebbing jelenségét, az
apoptozisra jellemzé egyik markéans elvaltozast mutattak.

15



A fénymikroszkopos vizsgalat a sanguinarin €s a chelerytrin eseteiben is
dozisfiggd elvaltozasokat mutatott. Nagy dozisu (8 pg/ml) sanguinarinnal és
chelerytrinnel kezelve a sejteket kifejezettebben mutattak a sejtduzzadas
jelenségét, amely elvéltozds a nekrozis korai fazisaban figyelheté meg.
A hatéanyag koncentracid csbOkkentésekor a nekrotikus sejtek szama is
csokkent, és ugyanakkor megjelentek apoptoézisra jellemzé sejtmorfoldgiai

elvaltozasok is.

A legalacsonyabb koncentracioban (0.5 pg/ml) a legtébb sejtnek normalis
volt az alakja, hasonléan a kontroll sejtek morfologiajahoz. A fenti
eredményekbdl azt a kdvetkeztetést lehetett levonni, hogy a sanguinarin és a
chelerytrin két egylttesen meglevé mechanizmussal (apoptozis és nekrozis)

pusztitjdk az uvealis melanoma sejteket.

4.1.3. A benzofenantridin alkaloidok altal okozott apoptdzis
kvantitativ analizise

Fénymikroszkdpos vizsgalattal kimutattuk, hogy a benzofenantridin
alkaloidok apoptozist indukalhatnak az OCM-1 uvealis melanoma sejtekben.
Azért, hogy kvantitative megmérjik ezen alkaloidok apoptdzis indukald
képességét, két vizsgaldmodszert alkalmaztunk, amellyel az apoptétikus

sejtekre jellemz6 véaltozasokat tudjuk detektalni.

4.1.3.1. A DNS fragmentacio értékelése

Az apoptdzis jelenségének egyik karakterisztikus jellemzdje a fragmentalt,
kis molekulasulyd DNS-ek megjelenése. Ezeket aramlasi citometriaval lehet
kimutatni. Ezért az alkaloidok apoptézis indukalé hatasat el6szér a DNS
fragmentacios képességuikkel eértékeltik. Négy oras kezelés utan sem a
chelidonin, sem a sanguinarin nem okozott szignifikdns DNS degradaciot,
viszont 24 ¢6ras inkubacié utdan a fragmentalt DNS-ekkel rendelkezé sejtek
aranya jelentésen megnétt. Ezzel szemben a chelerytrin képes volt szignifikans

DNS fragmentaciét okozni mar akédr 4 6rds inkubaciés id6 utan is és az
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apoptotikus sejtek szama a hosszabb inkubacios idével egyenes aranyban
névekedett.

A chelidonin esetében a kivaltott valasz nem volt do6zisfliiggd a vizsgalt
koncentraciétartomanyon belll. Ugyanakkor a sanguinarin és a chelerytrin

hatasara bekdvetkezd elvaltozasok bifazisos jelleget mutattak.

4.1.3.2. Annexin V-FITC/PI festés elemzése

A DNS fragmentacids assay-jel szimultdn mdédon készitettlink mintakat,
amelyeket annexin V-FITC-el és propidium-jodiddal festettiink meg és aramlasi
citometriaval értékeltink ki. Egy sejitnek az a képessége, hogy kéti az
annexin V-t — a plazmamembran kulsé felszinén levé foszfatidil-szerinhez
kapcsoloddan — az apoptozis egy Ujabb specifikus jele. Raadasul a DNS
degradacios teszttel ellentétben, amennyiben a sejteknél kettés festédést
alkalmazunk — fluoroforral kapcsolt annexin V-t és egy plazmamembran
integritdst vizsgalé markert (azaz propidium-jodidot) haszndlva —, akkor
nemcsak az apoptétikus sejteket tudjuk lathatéva tenni, hanem ezen modszer

alkalmazasaval a nekrotikus és az él6 sejteket is el lehet egymastél kildniteni.

Meg kell jegyezni, hogy az apoptétikus sejtek abszolut szdma az elébb
emlitett két assay esetében nem szikségszerlien volt azonos. Ez az eltérés
adodhatott abbdl, hogy a két eltér6 mddszer alkalmazésakor kulonbdzo
cellularis valaszokat kaptunk, de szarmazhatott abbdl is, hogy kilénb6z6

maodon tortént a mintak elékészitése, mérése és elemzése.

Vizsgaltuk az apoptétikus sejtek aranyat 4 és 24 éras benzofenantridin

alkaloidokkal valé inkubalas utan.

A DNS degradacié eredményeihez hasonléan a chelidonin esetében az
annexin V-FITC/Pl festéssel sem talaltunk szignifikdns apoptézis indukal6
hatast.

Ha megndveltik az inkubacios idét, akkor az apoptétikus sejtek szama
jelentésen megnétt, ami szintén a dézisfliiggéségre utal. Ezt a dozisfliggéséget

azonban a DNS fragmentaciés assay-jel kimutatni nem lehetett.
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Mig az elébb emlitett masik mddszerrel alig lehetett igazolni, addig az
OCM-1 sejtek annexin V-FITC/PI festése ol lathatd bizonyitékat adta annak,
hogy a vizsgalt koncentraciétartomanyban a sanguinarin értékelhetd apoptdzist
okozott mar 4 oras kezelés utan is. Ez az eredmény megegyezik azzal a
jelenleg ismert ténnyel, hogy a sanguinarin gyors, mar érakon bellil jelentkezé
apoptétikus valaszt indukdl a sejtek korai és nagymértéki glutation deplécidja
miatt, majd a kés6bbi fazisokban az apoptoézis jellegli valtozasok kevésbé

dominalnak.

Kisérleteinkben az irodalmi adatoknak megfeleléen mi is a sanguinarin
indukalta apoptétikus valasz bifazisos mintdzatat tapasztaltuk. Mig sanguinarin
esetében az apoptétikus sejtek szadma a két kvantitativ mddszerrel vizsgélva
id6ben forditott aranyt mutatott, chelerytrinre a két kulénbdz6 kisérlet hasonld

eredményt produkalt.

A vizsgalt killdnbségek ellenére a két assay egyértelmliien demonstralta a
benzofenantridin alkaloidok OCM-1 wuvealis melanoma sejtekre gyakorolt
apoptdzis indukal6 hatasat.

4.1.4. Nekrotikus sejthalal indukci6 OCM-1 sejtekben
benzofenantridin alkaloidok hatasara

Az annexin V-FITC/PI festés bebizonyitotta, hogy a benzofenantridin
alkaloidok nemcsak apopto6zist, hanem alkalmazott d6zisuktdl figgéen nekrozist
is okoztak az OCM-1 sejtekben. Ez a hatas legkevésbé kifejezett mértékben a
chelidoninra volt jellemzd, mig a sanguinarin és a chelerytrin eseteiben a hatas
kifejezettebb volt. Sanguinarint és chelerytrint alkalmazva mar a 4 6ras kezelés
is szamottevé nekrdzist okozott, mig a chelidonin a nekrotikus sejtek aranyat

alig fokozta.

Mintegy 10% volt mar kiindulaskor is a nekrotikus sejtek aranya, a
chelidonin hatdsara ez az arany még 48 éra alatt is csak 20-25%-kal
emelkedett meg.
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4.2. Az s"UMP hatasa OCM-1 sejtekre

4.2.1. MTT-assay

El6sz6r az MTT-assay-t végeztik el azért, hogy vizsgaljuk a kilénbdzé
dozisok és a kilénbdzd idétartamu kezelések sejtproliferaciéra gyakorolt
hatasat.

Ezekben a kisérletekben az anyagokat csak egyszer adtuk az OCM-1
sejtekhez T=0 idépontban. A 24 éras kezelés utan a sejtek életképessége mind
a négy vizsgalt koncentracioban (6, 30, 150 és 300 uM, amelyek 1, 10, 50 és

100 pg/mi-rel ekvivalensek) csdkkent.

4.2.2. Morfoldgiai elvaltozasok

Szamos lehetséges magyardzat van a sejtek életképességének
csOkkenésére, koztik az apoptozis is. Azért, hogy informaciét nyerjink az
s*UMP hatasmechanizmusarél elészér a nukleotid sejtmorfologiara gyakorolt
hatasat vizsgaltuk.

Kivalasztva az s*UMP nukleotid 150 pM-os (50 upg/ml) dézisat és a
48 valamint a 72 6ras inkubaciés idéket a morfologiaban karakterisztikus
apoptétikus valtozasokat és cstkkent sejtszamot lathattunk a kezelés utan.

4.2.3. A DNS fragmentacio értékelése

Az apoptdzis egyik markans jele a DNS degradacié6 megjelenése és a
karakterisztikus DNS-létra jelenléte mintegy 180 nukleotidnyi fragmentekkel.
Az OCM-1 sejteket 30 pM (10 pg/ml) s*UMP-vel kezeltlik 24 és 48 6ran at,
aztan a DNS-t izoladltuk és elemeztik agar6z gél elektroforézissel. A DNS-
degradacio id6fliggé volt, bizonyitva ezzel az apoptétikus degradacio
karakterisztikus jeleit.
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4.2.4. A kaszpaz-9 aktivitas meghatarozasanak értékelése

Az s*UMP tovabbi hatdsmechanizmusanak vizsgalatara meghataroztuk a
kaszpaz-9 aktivitast a kezelés el6tt és utan.

A kaszpaz-9 aktivitds 90 uM (30 pg/ml) s*UMP-vel valé kezelés hatasara
48 6ra mulva volt a legmagasabb.

A DNS-degradacio mintazata és a megemelkedett kaszpaz-9 aktivitas

nyomatékosan azt sugallta, hogy az s*UMP apoptézist okozott.

4.2.5. Aramlasi citometria eredmények

Ezt kdvetéen meghataroztuk az annexin-pozitiv és annexin és propidium-
jodid-pozitiv sejtek aranyat FACS analizissel ugyszintén a kezelés elétt és utan.
Az eredmény azt jelezte, hogy az s*UMP hatasanak f6 moédja apoptézis
indukcid és csak masodlagosan jelentkezhet nekrozis.

20



5. MEGBESZELES
5.1. Benzofenantridin alkaloidok hatasa

A benzofenantridin alkaloidokkal kapcsolatos eredményeket Osszesitve
lathatjuk, hogy bar kiilénbdzd mértékben, de a vizsgalt alkaloidok az OCM-1
uvealis melanoma sejtekben apoptézist is, valamint nekrézist is okoztak. Mig a
chelidonin predominansan apoptozis tipusu sejtpusztulast indukalt, addig a
chelerytrin és a kémiai szerkezetét tekintve pseudochelerytrinnek is nevezett
sanguinarin inkdbb bimodalis sejthalalt okozott, vagyis egyidejlleg volt jelen
apoptézis is és nekrozis is.

Ezek az eredmények arra forditottak figyelmiinket, hogy az ilyen tipusu
benzofenantridin alkaloidok valészinileg felhasznalhaték lehetnek az uvealis
melanoma kezelésében. Mivel koézilik mindegyik rendelkezik apoptotikus
potenciallal, ezért vélhetéleg nemcsak j6 kemoterapias vegyulletek valhatnanak

bel6lik, hanem hozzdjarulhatnak az uvedlis melanomak sikeres

Yy

Amellett, hogy a dendrit-sejt alapd immunoterapiakban az uvedlis
melanoma sejtek esetében biztatd eredményeket lehet elérni apoptozis
indukcioban kombin&cidoban a kostimulans molekuldk termékeivel, ezen

tumorok adjuvans kezelésének Ujszeri lehetdségei is nyilhatnak.

Ugy tinik, hogy a chelidonin hatdsara valamint a sanguinarin és a
chelerytrin  jelenlétében a nekrozis indukalasadban kialakulé jelentds
kGlbnbségek a kulénbd6z6 alkaloidok eltérd antiproliferativ.  hatdséaval
magyarazhatok. Erdekes konkluziét lehet levonni abbél, ha dsszehasonlitjuk a

nekrotikus és az apoptotikus sejtek aranyat egy-egy alkaloidnal.

A chelidonin esetében az apoptdtikus sejtek szama szignifikansan
félulmulja a nekrotikus sejtekét utalva arra, hogy az alkalmazott kisérletes
kérdlmények kdzott a chelidonin predominansan apoptotikus tipusu sejthalalt

okozott.
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Ugyanakkor ugy tinik, hogy a sanguinarin €s a chelerytrin esetében a két
sejthalal tipus versenyez egymassal és az eredd hatds (az apoptotikus és
nekrotikus sejtek aktudlis aranya) a koncentraciotol, az inkubalasi idétél es az
egyeb kéralményektdl (pl. a sejtek dsszecsapzddasatdl) fligg.

A Kkisérletes eredmények alapjdn megallapithatd, hogy nagyobb
koncentraciénal a nekrdzis a dominans sejthalalforma, mig kisebb dézis esetén

az apoptdzis hatékonysaga féliimulhatja a nekrézisét.

Ezek az eredmények j6 6sszhangban allnak a fénymikroszképos
morfolégiai eltérésekkel és magyarazzak a sanguinarin és a chelerytrin
bifazisos mintajat.

Ezeket az eredményeket Ujra csak megerésitik a sejtek aramlasi
citometrias fényszorddasos tulajdonsagai (azaz a méret és a morfoldgia).
Az idében el6érehaladd valtozasok és a sejtek fényszorddasos tulajdonsagai
alatamasztjdk azt a nézetet, hogy azok a sejtek, amelyeket chelidoninnal
kezeltiink féleg apoptézist mutattak, mig a sanguinarin és a chelerytrin
bimodalis sejthalalt okoztak. A sanguinarin altal okozott bimodalis sejthaléalt
kordbban mar szamos sejttipusnal leirtdk azt sugallva, hogy ez egy altalanos
jelenség. A sanguinarin és a chelerytrin altal okozott sejtszintli valasz kozotti
hasonlésagok feltételezhetéen a két alkaloid k6zotti szerkezeti hasonl6sagokbdl
adddnak.

Ismereteink szerint ez az elsé tanulmany, amely a benzofenantridin

alkaloidok human uvealis melanoma ellenes lehetéségét vizsgalja.

Mindamellett még tovabbi vizsgalatok szlikségesek ahhoz, hogy a pontos

mechanizmust és a lehetséges szévédményeket tisztazzuk.

5.2. s®UMP kezelés hatasa

Munkacsoportunk  korabban mar  beszamolt egy  kizardlag
4-tio-dezoxiuridilatbdl allé 35-tagu oligonukleotid molekula in vitro anti-HIV

hatasarol. A molekula részletes hatasmechanizmusanak vizsgalata vezetett
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arra az eredményre, hogy a 4-tio-dUMP monomer szamos sejtvonal — kbztik az
OCM-1 uvedlis melanoma sejtek — életképességét csékkenti. Ez az eredmény
azert volt varatlan, mert a kizardlag 4-tio-dezoxiuridilatbdl allé oligonukleotidok
révidebb lanchosszusagoknal elvesztették bioldgiai aktivitadsukat.

Mivel mind a ribo-, mind a dezoxiribonukleotid (s*UMP és az s*dUMP)
hatadsa a sejtek életképességének csdkkenésére azonos volt, ezért az 6sszes

vizsgalatban a ribo-szarmazékot hasznaltuk.

Mivel kémiai szerkezetét tekintve az s*UMP egy nukleotid, igy nem
valoszinli, hogy bejut a sejtbe, ezért az apoptdzis indukalé aktivitasa a
moédosult nukleotid és a sejtfelszini proteinek kdzoétti interakcidknak a
kbévetkezménye. Mindez kémiailag alatamaszthatd, mivel a 4-tiono csoport
hajlamos tautomer atalakuldson atmenni és igy reaktiv —SH-csoportokat
képezni a 4-es pozicidoban. Ezek koélcsénhatasba kerllhetnek a sejtfelszini
fehérjék —SH-csoportjaival és igy diszulfid hidakat alkothatnak. A sejtfelszin
reduktiv funkcidja a sejtfelszini szulfhidril-csoportok — mint példaul a protein
diszulfid izomeraz — kozvetitésével mar ismert tény. Elképzelhetd, hogy az
s*UMP targetjei ezek az —SH-tartalmu proteinek.

A fent emlitett hatasmechanizmussal 6sszhangban azt talaltak, hogy a
4-tiouridilat egy dezoxi oligomerje, az (s*dU)35 reakciéba Iéphet a sejtfelszini
tioredoxinnal. Tovabbi vizsgalatok szikségesek, hogy meg lehessen
magyarazni az s*UMP pontos hatdsmechanizmusat és hogy azonosithassuk
azokat a lehetséges proteineket, amelyek interakciéba l|épnek a tiolalt
nukleotiddal.

Az s*UMP effektusat MTT assay-jel vizsgalva bebizonyosodott, hogy a
hatas dozisfliggd, de a vegyllet telitettségét csak magas koncentracional érjik
el.

Amikor az inhibitor koncentraciéja 6 pM (2 pg/ml s*UMP) volt, akkor a
sejtek életképessegének csdkkenése 24 6ra alatt 20%-0s volt és a 300 pM-os
nukleotid koncentraci6 sem volt hatdsosabb, mint a 150 pM-os. Az a
megfigyelés, hogy a gatld hatas telitédhet, egyezik azzal a feltételezett
hatasmechanizmussal, hogy a nukleotid interakciéba |ép a sejtfelszini
proteinekkel.
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A 30 pM-os (10 ug/ml) s*UMP hatasait vizsgalva megéllapithatd, hogy a
sejtek életképességeének csdkkenése 24, 48 és 72 dra mulva 32%, 40% és 9%

volt.

A 72 éras inkubacid utani mindéssze 9%-0s életképességcsdkkenés jelzi,
hogy ekkorra a sejtek kiheverték a 48 O6ras kezelésnél mért
életképességcsdkkenést (40%), valdszinlileg metabolizadlva a nukleotid
analégot. Ez a megfigyelés magyarazatul szolgalhat a vegyulet nem toxikus

természetére.

Az s*UMP-vel kapcsolatos egy kordbbi in vivo kisérletben bizonyitast
nyert, hogy ez a vegyllet egérbe beadva nem toxikus. Azt a két latszélag
egymasnak ellentmondd tényt — az apoptdzis indukalé hatast és a vegyilet
non-toxikus természetét — 0gy tudjuk magyarazni, ha feltételezziik, hogy a
vegyulet metabolizalodhat a sejtben és a sejtek ezért heverték ki a kezelést
relative hosszu inkub&cios id6 utén is.

A vegytilet hatdsmechanizmusanak tisztazasahoz elvégeztik a DNS
degradacios tesztet, a kaszpaz-9 aktivitas mérését is. Az utdbbit azért, mert az
apoptétikus eseménysor elinditasaban és végrehajtasaban kulcsszerep harul a

kaszpazokra.

A kaszpazok tulajdonképpen cisztein-proteazok, melyek szubsztratjaikat
az aszparaginsav utan hasitjak. A kaszpazoknak, mint enzimcsaladnak szamos
tagjat és szerepét azonositottdk mara és funkciojuk szerint tdbb csoportba
soroltdk 6ket. Vannak kozilik olyanok, amelyek az apoptétikus folyamatban
elészor aktivaldodnak: ezek az iniciatorkaszpazok. Ezek a kaszpaz-2, -8, -9, -10.
A citokrom-c a citoplazmaban egy masik kulcsfaktorral, az APAF-1-gyel
(apoptosis activating factor), valamint a dATP-vel vagy ATP-vel egyitt alkotja
az apoptoszémat. Ennek a nagy, tdbbtagu komplexnek a tagja a kaszpaz-9 is.
A komplex feladata a kaszpaz-9 aktivdladsa és ezzel a kaszpazkaszkad

elinditasa.

A citokrom-c—kibocsatas és a kibocsatds modjatol figgdé mitokondrium
membrandepolarizacié el6bb kdvetkezik be, mint a kaszpazok, féként pedig az

effektorkaszpazok aktivacioja.
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A FACS analizis és az el6bbi vizsgalatok eredményei is megegyeznek az
apoptétikus folyamat eredményeivel, de a pontos mechanizmus még nem

ismert.

Vizsgélatainkhoz egy kulondsen agressziv és rezisztens sejtvonalat, az

OCM-1 uvedlis melanoma sejtvonalat hasznaltunk.

YV

Az uvedlis melanomak proliferaciéjanak gatlasara alkalmazott
benzofenantridin alkaloidokat és az s*UMP-t dsszehasonlitva megallapithato,
hogy mindkét vegylletnek van elényds és kevésbé elényds tulajdonsaga.
Az alkaloidok lényegesen agresszivebb antitumor agensek, de sokkal
toxikusabbak is. Az s*UMP nem annyira toxikus, viszont kevésbé erds

antiproliferativ hatassal rendelkezik.

5.3. Szabadalom

A kisérleteinkben hasznalt s*UMP-vel kapcsolatban a Debreceni Egyetem,
illetve a DANUBIA Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft., mint meghatalmazott
szabadalmat nyujtott be a Magyar Szabadalmi Hivatalba
2006. januarban.

A szabadalmat ,Mononukleotidok és nukleozidok Uj gyogyaszati

alkalmazasa” cimmel P 0600042 szammal jegyezték be.

A szabadalom feltalaléi: Dr. Aradi Janos, Dr. FéslUs Laszl6 és Dr. Beck

Zoltan.
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6. O0SZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Az utébbi évtizedekben sokat fejl6ddtt a tumorkutatds, sokat sikerdilt
Azonban a kezelésben tovabbra sincs még a lehetéségeink kozétt az
antiproliferativ terapia. Munkank soran az uvedlis melanoma antiproliferativ

kezelésének lehetéségeit vizsgaltuk kisérletes kdrlilmények kdzott.

1. Sikerdlt vizsgalatainkhoz olyan agressziv tumorfajtat szerezni, amely a
tdbbi uvealis melanomahoz képest is kitlnik nagy proliferacios képességevel.
Az OCM-1 sejtvonal ilyennek bizonyult. Elséként probaltuk ki és bizonyitottuk
laboratoriumi kérilmények kdzétt a benzofenantridin alkaloidok human uvealis

melanoma sejtekre gyakorolt antiproliferativ hatasat.

2. A proliferacio gatlaséban elséként valasztott benzofenantridin alkaloidok
alkalmazasaval sikerdlt szignifikans sejtpusztulast elérni. Ez
fénymikroszkoposan is jol detektalhatd volt és biokémiai modszerekkel is
lehetett a sejtek életképességének csbtkkenését igazolni. Mindharom altalunk
kiprobalt benzofenantridin alkaloid okozott apoptozist és nekrozist is, de eltérd
mértékben. A kontrollhoz viszonyitva a valtozas mindig szignifikans eltérést
igazolt. A chelidonin elsésorban apopt6zist, mig a sanguinarin €s a chelerythrin
az apoptozis mellett jelentésebb mértékl nekroézist is okozott, igy az utdbbi két
vegyullet altal okozott hatast elsésorban bifazisos eltérésként jellemezhet;ik.
A kivaltott hatasok doézisfliiggdek voltak.

3. Az OCM-1 human uvealis sejtek gatlasaban tovabbi biztaté eredményt
értiink el egy nukleotid, az s*UMP alkalmazasaval. Kisérleteinkben elészor
tanulmanyoztuk az s*UMP apoptézis indukalé hatasat és elszér vizsgaltuk
OCM-1 uvealis sejtekre kifejtett hatasat. Vizsgélatainkban igazolni tudtuk, hogy
ez a természetben is el6fordulé nukleotid az OCM-1 sejtekben apoptodzist
indukalt.

Tovabbi  kisérletekre van szikség a pontos és részletes
hatasmechanizmus tisztazasara, de a kés6bbiekben a fent emlitett
vegylletekkel vagy moédositott valtozataikkal sikertilhet az uvedlis melanoma

kezelésében megteremteni az antiproliferativ lehetéséget.
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