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1. Bevezetés

Daganatok és szivbetegségek: ujabb terapias megkozelitések

A civilizacios betegségek kozé tartozd sziv- és érrendszeri, valamint daganatos
megbetegedések napjaink vezetd haldlokainak szamitanak viladgszerte, igy Eurdpaban,
Amerikaban, valamint hazankban is. Az atlagéletkor folyamatos novekedését figyelembe véve
kiilonosen nagy kihivast jelent e betegségekhez tarsuld patologias elvaltozasok megeldzése,
felismerése és kezelése [1-4].

Bar a szivbetegségek €s a daganatos korképek klinikai megnyilvanulasai eltérnek, szdmos
kozOs patomechanizmus jellemzi Oket: mindkét betegségtipus kialakuldsaban szerepet
jatszanak a kronikus gyulladés, az oxidativ stressz, az elhizds, az egészségtelen életmodd ¢€s
genetikai prediszpoziciok is.

A sejtszintli mechanizmusok koziil kiilonosen az autofagia (sejttakaritas) €s az apoptdzis
(programozott sejthalél) szerepe jelentés mind a sziv- és érrendszeri betegségekben, mind a
daganatokban. Az autofigia fenntartja a sejtek homeosztazisat, degraddlja a sériilt
organellumokat ¢és fehérjéket, segitve a sziv miikodését, ugyanakkor szabdlyozatlan
aktivacioja hozzajarulhat kiilonféle patoldogiakhoz is [5, 6]. A daganatsejtekben az autofagia
kettds szerepet jatszhat: egyrészt tumorszuppresszorként mitkodhet, mésrészt eldsegitheti a
tumorsejtek talélését stresszhatas alatt, novelve a terapias rezisztenciat [7].

Az elmult évtizedekben jelentds eldrelépés tortént a kardiovaszkularis és daganatos
betegségek korai diagnodzisaban, megeldzésében és kezelésében, ennek ellenére tovabbra is
ezek a betegségek tartoznak vilagszerte a vezetd haldlokok kozé. Magyarorszdgon az utobbi
években ezekhez a korokhoz tarsuld haladlozasi arany kifejezetten novekvd tendenciat mutat
[3]. Az egészségiigyi ellatas els6dleges célkitlizése a betegségek kialakulasanak megeldzése,
amennyiben azonban a betegség mar manifesztalodott, a lehetd leghatékonyabb, ugyanakkor
minimalis mellékhatassal jard gydgyszeres vagy sebészeti terapia alkalmazasa a kivanatos.

Az egészségnevelés és az egészségligyl rendszerek fejlddése vilagszerte eltéré modon
alakult, kontinensek és tarsadalmi berendezkedések szerint, kovetkezetesen még egy adott
orszagon — igy Magyarorszagon — belill is jelentds kiilonbségek figyelheték meg (WHO,
2021). Orvoskeént és kutatoként vallom, hogy a hatékony terapia mellett alapvetd tarsadalmi
érdek a prevencid hangstlyozasa, mivel a megel6zés koltséghatékonysaga kiemelkedd: a
becslések szerint 20—100-szor alacsonyabb koltségraforditast igényel, mint egy elérehaladott

kronikus betegség hosszutavu gyodgyszeres kezelése [8].
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Kiilon kiemelend6, hogy a kardiovaszkularis és daganatos betegségek szdmos ponton
Osszefonodnak, mitobb egymadst erdsitd koroki tényezdkon keresztiil is megjelenhetnek.
Ennek kovetkeztében a terapids megkozelitéshez egyre inkabb komplex, multidiszciplinaris
szemlélet sziikséges, amelynek egyik legdinamikusabban fejlodo teriilete az onkokardiologia.
Az onkolodgiai terapidk kardiotoxikus mellékhatasainak kezelése és megeldzése csak szoros
klinikus—kutaté egyiittmitkodéssel valdsithaté meg [9, 10].

Borgyogyaszként mindennapi klinikai gyakorlatomban gyakran taldlkozom a kutan
melanéma diagnézisaval jar6 bizonytalansdggal ¢és a betegek kilatastalansagérzésével,
leginkébb a betegség elorehaladott stadiumaban. Ezek a kozvetlen betegélmények jelentds
mértékben hozzajarultak érdeklddési teriiletem alakulasahoz, amely elsdsorban a melanéma

A kutan melandéma az egyik legagresszivebb bdrdaganat, amely kiemelkedéen magas
metasztatikus potencialja révén nehezen kezelhetd, és jelentdsen rontja a hosszu tava talélési
aranyokat [11]. A progndzis szoros Osszefiiggésben all a korai felismeréssel és az id6ben
alkalmazott, megfeleld terapias stratégiak bevezetésével [12].

A hagyomanyos terdpias lehetdségek — mint a sebészi eltavolitas, a sugarkezelés és a
kemoterdpia — mellett az elmult években jelentds fejlédés tortént a szisztémds és lokalis
kezelések teriiletén, kiilonosen a célzott terapidk bevezetésével [13, 14]. Mindazonaltal az
elérehaladott, metasztatikus melanéma thlélési aranya tovabbra is kedvezdtlen maradt [15].
Ezért egyre nagyobb figyelem irdnyul a természetes eredetli bioaktiv vegyiiletekre, példaul a
flavonoidokra, szaponinokra és kannabinoidokra, amelyek igéretes alternativat kinalhatnak a
nem pszichotrép Cannabis sativa szdrmazék — daganatellenes hatasaira, tobbek kozott
melandma sejtekben is [17]. Ebben a munkéaban ezért kiemelt szerepet kapnak a melandma
sejtvonalakon végzett in vitro vizsgalatok, kiilonds tekintettel egy ujonnan eldallitott
szintetikus CBG-szarmazékra, amelynek jovobeli klinikai alkalmazasa hozzajarulhat a
jelenleg elérhetd terapiak korlatainak athidalasdhoz [18].

A bevezetében emlitett masik, jelentds civilizacids betegségtipus a kardiovaszkuléris
megbetegedések csoportja. Mig a daganatos betegségek kialakuldsdban a sejtek
kontrollalatlan proliferaciéja dominal, addig a szivbetegségekben egy ehhez részben hasonld
folyamat, az in. méretnovekedés figyelheté meg, amely a szivizomsejtek koéros hipertrofigjat
jelenti. Ez a sziv méretének megnovekedésével, akut szivinfarktussal (AMI), iszkémia-
reperfuzios (I/R) kérosodassal és az infarktust kovetd szivfunkcio-romlassal jar egyiitt [19].

Ennek kapcsdn a tézis masodik részében egy korabbi vizsgilat eredményei keriiltek
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feldolgozasra, amely az endotelin-1 (ET-1) altal kivaltott hipertrofids elvaltozasokat, valamint
a hemoxigenaz-1 (HO-1) expresszidjanak valtozasait elemezte szivsejtekben, béta-osztradiol
(B-E) hatasara, in vitro ¢s in vivo kisérletes modellekben. Figyelmem kozéppontjaban
kutatasaim soran az a megkozelités allt, hogy a daganatos ¢és kardiovaszkularis betegségek
¢és egyéb nem farmakoldgiai modszerek is szerepet jatszhatnak. Ennek fényében keriiltek

bemutatasra a kutatasi eredmények ebben a munkéban.

11



I1. Célkitiizések

A civilizacios betegségek kozé tartozd daganatos és kardiovaszkularis megbetegedések
mogott Osszetett, sokrétli molekularis mechanizmusok allnak. Jelen munkéban két, latszolag
kiilonbozo, mégis tobb ponton egymassal Osszefiiggd patologiai elvaltozast vizsgaltunk in
vitro, illetve in vivo. A kutatas elsd része egy ujonnan szintetizalt kannabigerol (CBG) szar-
mazék, az LE-127/2 tumorellenes hatasainak jellemzésére irdnyult human melanéma sejtvo-
nalakon, mig a masodik részben az endotelin-1 (ET-1) altal kivaltott kardialis hipertrofia és a

hemoxigenaz-1 (HO-1) expresszi6 kozotti kapcsolatot tanulményoztuk.

II.1. A CBG-szarmazék LE-127/2 daganatellenes hatasainak vizsgalata melanéma

sejtvonalakon

A természetes eredetli CBG nem pszichotrop fitokannabinoid, amelyrdl tobb tanulmany is
beszamolt, hogy antitumor hatdssal bir kiilonféle sejtvonalakon, beleértve a melanomat is [18,
20, 21]. Terapias alkalmazasat ugyanakkor jelentdsen korlatozzék kedvezdtlen farmakokine-
tikai tulajdonsagai, példaul gyenge vizoldékonysaga és alacsony bioldgiai hasznosuldsa. E
problémak lekiizdésére a kozelmultban félszintetikus szarmazékokat allitottak eld Mannich-
tipusu reakciokkal, amelyek in vitro koriilmények kozott jobban vizsgélhatok, és potenciali-
san jobb hatasfokkal alkalmazhatok [22].

Kutatasunk célja az LE-127/2 (CBG bisz-N-butil-dihidro-1,3-oxazin szarmaz¢k) daganat-
ellenes hatdsanak komplex jellemzése volt harom human melanéma sejtvonalon. A kovetkezo

kérdésekre kerestiik a véalaszt:
o Hogyan befolyésolja az LE-127/2 a melandma sejtek proliferacidjat és életképességét?
o Kivalt-e sejthalalhoz vezetd folyamatokat, kiilonds tekintettel az apoptdzisra és az au-
tofagiara?
e Viltozik-e a klasszikus autofdgia-markerek (LC3-I/II, Beclin-1, p62/SQSTM1) exp-

resszidja a kezelés hatasara?

Mivel az apoptdzis és az autofagia szoros kdlcsonhatasban allnak egymadssal, célunk volt
ezen sejthalalformak kozotti molekularis egyensuly és kapcsolddasi pontok feltérképezése az
LE-127/2 kezelést kovetden. Ezen markerek és utvonalak vizsgalata hozzédjarulhat a CBG-
szarmazeékok pontosabb biologiai hatasprofiljadnak megértéséhez, valamint 0j prognosztikai

vagy terapias célpontok azonositasahoz.
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I1.2. Az endotelin-1 altal kivaltott kardialis hipertrofia és a HO-1 expresszio

kapcsolatanak vizsgalata

A kutatas masodik része a kardiovaszkularis betegségek molekularis hatterének megérté-
sére iranyult, azon beliil is a szivizomsejtek koros méretndvekedésének (hipertrofia) vizsgala-
tara. Az endotelin-1 egy erds vazokonstriktor €s proinflammatorikus peptid, amely kozismer-
ten hipertrofias valtozasokat idéz eld a szivizomban, €s hozzéjarul az akut szivinfarktus, az
iszkémia-reperfuzios karosodas €s a kronikus szivelégtelenség kialakulasdhoz [23, 24].

Kiemelt figyelmet forditottunk a hemoxigenaz-1 enzim szerepére, amely jol ismert citop-
rotektiv, gyulladascsokkentd ¢és antioxidans hatasairol, és amelynek expresszidja kardialis

stresszallapotokban nagymértékben csdkken.
A vizsgalat soran az alabbi célokat tliztiik ki:

e Meghatarozni, hogy az ET-1 hogyan befolyasolja a sejtméretet, életképességet és a

HO-1 fehérjeszintet in vitro €s in vivo szivizommodellekben;

e Megvizsgélni, hogy a B-0sztradiol (B-E) képes-e ellensulyozni az ET-1 altal kivaltott
koéros, hipertrofias sejtvaltozasokat H9c2 patkany szivizomsejtekben, kiilonos tekintet-

tel a HO-1 enzim szerepére;

o Feltérképezni, hogy a HO-1 célzott indukcidja milyen terapids potenciallal birhat a

szivizom-hipertr6fia megel6zésében;

o Feltarni egy 0 lehetséges terapids iranyt, amelyben a B-E hatdsa HO-1 indukcioval
kombindlva potencidlisan alkalmazhat6 lehet kiilonb6zd kronikus betegségek kezelé-

sére.

A HO-1 indukci6 jelentésége nemcsak a kardiovaszkularis betegségek esetében bir rele-
vanciaval, hanem szélesebb értelemben véve is kulcsfontossagu lehet kronikus gyulladésos
folyamatok modulalasaban.

A dolgozat célkitlizései mentén arra torekedtiink, hogy jobban megértsiik azokat a sejt-
szintli mechanizmusokat, amelyek alapjat képezik a daganatos és kardiovaszkularis betegsé-
gek patogenezisének. Az LE-127/2, egy 1) CBG-szarmazék hatasa és a HO-1 szabalyozasa
olyan igéretes iranyvonalakat képvisel, amelyek a jovoben hozzajarulhatnak 0j terapias cél-

pontok azonositdsdhoz ¢€s a civilizacios betegségek hatékonyabb kezeléséhez.
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II1.Irodalmi attekintés

III.1. A melanéma incidenciaja, epidemiologiaja

A malignus melanoma eléfordulasi gyakorisaga vilagszerte folyamatos novekedést mutat
az elmult évtizedek soran. Az éves incidencia ndvekedési iliteme egyes, vildgos bortipusu
populaciok korében — killonosen Eszak-Amerikaban, Eszak-Européban, Ausztraliaban és Uj-
Z¢landon — elérheti a 4-6%-ot is [25]. Ez a tendencia jol dokumentalt a kiilonb6z6
epidemiologiai tanulmanyokban, és egyértelmiien jelzi, hogy a melanéma egyre komolyabb
kozegészségiigyi kihivast jelent a magas rizik6ju népességekben. Mindenképpen meg kell
emliteni, noha a bor melandémas megbetegedése nem tartozik a legmagasabb mortalitasu
rosszindulati daganatok ko6zé, a Nemzeti Rékregiszter adatbazisa szerint példaul, 2001 ¢és
2019 kozott az Uj betegszam hazénkban is a nemzetkdzi valtozast koveti, amely az elmult
¢vekben mintegy a melandmas esetek megdupldzodasat jelenti [26]. Az incidencia
novekedése azonban nem egyenletes a kiilonb6z6 etnikai csoportok, foldrajzi régiok, életkor
¢s nemek szerint. Példaul a vilagos bortipusu populacidokban a betegség jelentdsen gyakoribb,
mig a sotétebb bortipust csoportokban — az afrikai vagy 4zsiai szarmazasu népességek
korében — a melanoma ritkabb, ugyanakkor gyakran késébbi stddiumban keriil felismerésre,
ami rontja a prognozist [27].

A foldrajzi kiilonbségek mellett az é€letkor €s a biologiai nem is jelentds befolydsolo
tényezok. Fiatalabb korosztalyokban — kiilonosen a 25-45 év kozotti ndk esetében — az
incidencia emelkedése gyorsabb lehet, mig iddsebb korcsoportokban, foként férfiaknal,
nemcsak az incidencia, de a haldlozds is magasabb [28]. Az ilyen kiilonbségek
figyelembevétele elengedhetetlen, mivel azok a melandma valddi tendencidinak torzitott
értelmezéséhez vezethetnek, ha nem vizsgaljuk 6ket elkiilonitve.

Az incidencia emelkedésének hatterében tobb tényezd allhat: a fokozott UV-expozicid, a
megvaltozott napozasi szokasok, a mesterséges UV-forrasok (szolarium) hasznélata, valamint
az, hogy a borrak elleni szlirések €s a diagnosztikai technikdk fejlédése révén egyre tobb,

korabban esetleg nem észlelt eset kertil felismerésre.

II1.2. A melan6ma szovettani tipusai

A melandma szdvettani tipusainak attekintése elengedhetetlen a pontos diagnozis és a

megfeleld kezelési stratégia kialakitadsa érdekében. A kdvetkezOkben bemutatasra keriilnek a
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legfontosabb szdvettani altipusok, mind klinikai, mind molekularis jellemzdikkel, valamint

azok prognosztikai jelentdsége.

II1.2.1. Felszinesen terjed6 melanéma (Superficial Spreading Melanoma — SSM)

A felszinesen terjed6 melanéma a leggyakoribb melanéma tipus, amely a bor felszini ré-
tegeiben, vizszintesen terjed elészor, majd vertikalisan is invadalhatja a dermiszt (1. Abra, A).
Szovettanilag az epidermiszben egyenetlen eloszlast, atipusos melanocitdk talalhatok,
gyakran "pagetoid" elrendezddésben, azaz egyesével vagy kis csoportokban felfelé migrald
sejtek formajaban (1. Abra, B). A tumorsejtek gyakran nagy citoplazmaval, pleomorf magok-

kal és prominens nukle6luszokkal rendelkeznek [29, 30].

1. Abra. Szuperficidlisan terjedé melanéma morfologiai megjelenése (A). A szuperficidlis melandma
szovettani jellemz6i, melyen lathatdé, hogy ez a melanoma-tipus a borfelszinen vizszintesen — az

epidermiszben — terjed (B).

II1.2.2. Nodularis melanoma (Nodular Melanoma — NM)

A nodularis melanéma egy agressziv, gyorsan novekvd malignus bdrdaganat, amely
morfologiailag leggyakrabban polipoid vagy dombort, fekete vagy sotétbarna elvaltozasként
jelenik meg. Szovettanilag jellemzd ra a vertikalis novekedési fazis, mikdozben a radialis
(epidermalis) terjedés minimalis vagy hidnyzik [31]. A tumor féként a dermiszben
helyezkedik el, ahol szdvettanilag nagy, epithelioid jellegli, poligondlis sejtek alkotjak,
prominens nukledluszokkal. A sejtek nem mutatnak érési (maturaciés) jeleket a mélyebb
rétegek felé, és fokozott mitotikus aktivitds, valamint gyakran ulceracio figyelhetd meg. A
daganat altaldban jol koriilhatarolt, tomott, exofitikus novedék, amely gyakran mar a

diagnézis pillanatiban mélyen infiltralja a dermiszt vagy a szubkutiszt (2. Abra) [32].
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2. Abra. A nodularis tipusi melandma morfologiai és szovettani reprezentativ megjelenése (A), melyen
lathatd a borbol kiugré tumorcsomd, valamint a szovettani képen a daganatot alkotd epithelioid

melanocitak kiugréo magokkal (B).
I11.2.3. Lentigo maligna melanéma (Lentigo Maligna Melanoma — LMM)

A lentigo maligna melanoma (LMM) a boron kialakuld rosszindulati festékes daganat
egyik altipusa, amely leggyakrabban az iddsebb korosztalyban, napfénynek Kkitett tertileteken
(pl. arc, orr, fiil, halanték) alakul ki. Kiindulasa a lentigo maligna nevi, in situ melanocitas

elvaltozas, amely évekig stabil maradhat, mielétt invaziv formaba megy 4t (3. Abra) [33, 34].
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3. Abra. A lentigo maligna melanoma morfologiai (A) és szdvettani képe (B).

I11.2.4. Akralis lentiginozus melanoma (Acral Lentiginous Melanoma — ALM)

Az akralis lentigindzus melandma a bér melandmadinak ritkédbb altipusa, amely foként a
kéz és 1ab tenyéri-talpi felszinén, valamint a kéromagyon (szubunguélis) alakul ki. Noha a
vilagos bortipusu populécidoban ritka, az dazsiai, afrikai ¢és latin-amerikai szarmazéasa

személyeknél ez a leggyakoribb melanomatipus. Hisztoldgiailag az epidermiszben
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lentigindzus  elrendez6désti  atipusos  melanocitdk  talalhatok, gyakran  pagetoid
elrendezddésben. A sejtek jellemzéen hyperkrom magokkal rendelkeznek és valtozo alaktak

[35] (4. Abra).

4. Abra. Akrélis lentigindzus melandma morfologiai (A) és szdveti (B) reprezentativ képe.

II1.2.5. Dezmoplasztikus melanoma (Desmoplastic Melanoma — DM)

A dezmoplasztikus melanoma (DM) egy ritka, de klinikailag jelentds altipusa a
rosszindulati melandmanak, amely jellemzden napfénynek kitett tertileteken (kiillondsen fej-
nyak régioban) alakul ki, els6sorban idésebb egyéneknél. A daganat gyakran heghez vagy
kotdszovetes elvaltozashoz hasonld, kevéssé pigmentalt vagy teljesen amelanotikus
megjelenésti, ami diagnosztikai kihivast jelenthet. Hisztologiailag a dermiszben szalas
kotészoveti stroma €s atipusos melanocitak talalhatok. A tumorsejtek gyakran hosszikasak ¢s

szorvanyosan elhelyezkeddk (5. Abra). [36].

5. Abra. Dezmoplasztikus melanoéma hegszerti megjelenéssel (A). Az invaziv dermiszben nagy mennyiségii

kollagénes stroma, melyben atipusos, ors6 alaki melanocitak vannak (B).
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Szovettani megjelenéstik alapjan egyéb melandma tipusok is el6fordulnak, amelyeket itt
csak felsorolds szintjén emlitek meg. Ezek pedig a kovetkezdk: epithelioid sejtes melanoma,

orsosejtes melanoma, ballonsejtes melanoma, rosszindulatu kék naevus melanoma.

A melanéma szdvettani tipusainak pontos meghatarozasa alapvetd fontossagu a prognozis
¢s a kezelési stratégia kialakitdsa szempontjabol. A fenti tipusok mindegyike kiilonb6zo
klinikai és molekularis jellemzoékkel rendelkezik, amelyek befolyéasoljék a betegség lefolyasat
¢s a kezelés hatékonysagat. Ennek ismeretében a kovetkezd fejezetekben részletesebben
targyalom a melandma diagnézisanak alapjait, a kialakulasanak hatterében all6 molekularis

mechanizmusokat, illetve az ezen alapul6 terapias lehetdségeket.

IIL.3. A melanéma diagnosztikaja

I11.3.1. Noninvaziv diagnosztikai eljarasok

A melandéma felismerésének elsd 1épése a fizikalis vizsgéalat, amely sordn a bor
elvaltozasainak vizualis és tapintasos értékelése torténik. A vizsgéalat nemcsak az érintett
1éziora, hanem a kornyez6 €p borteriiletre is ki kell, hogy terjedjen. A klinikai gyakorlatban
két jol bevalt modszer terjedt el: az ABCDE szabaly és a hétpontos dermatoszkopos értékelési
rendszer. Az ABCDE rendszer a melanoma jellegzetes morfologiai jegyeit foglalja Ossze,
amelyek a kovetkezOk: aszimmetria (A), szabalytalan szegély (B), szineltérések (C), 6 mm-
nél nagyobb atmérd (D), valamint a novedék iddbeli valtozasa (E) [37].

A hétpontos dermatoszkdpos rendszer elsddleges (2 pontot érd) és masodlagos (1 pontot
érd) kritériumokat kiilonboztet meg. Az Osszesitett pontszam alapjan, ha az elvaltozas eléri
vagy meghaladja a 3 pontot, tovabbi diagnosztikus vizsgalatok elvégzése kovetkezik, melyek
kozott elsoként a biopszia elvégzése javasolt szovettani vizsgalat céljabol [38].

Az elmult években eldrehaladas tortént a melanéma korai felismerését tdmogatd
noninvaziv diagnosztikai mdédszerekben. Példaként emlitve, szamos mobilalkalmazas, mint a
SkinVision, UMSkinCheck és a MoleScope segiti az dnellenérzést, azonban ezek pontossaga
eltérd, ezért onmagukban nem helyettesitik a klinikai vizsgalatot [39]. Klinikailag alkalmazott
eszk0zok, mint a MelaFind és a SlAscope a lathatdo és kozeli infravords tartomanyban

miikddnek, segitve az orvosi dontést a biopszia sziikségességérol [40].

18



111.3.2. Szovettani értékelés

A kutdn melanoma diagnosztikdjdnak ¢€s prognosztikai megitélésének egyik lényeges
alapja a szoOvettani vizsgalat. A daganat morfologiai és invazids jellemzdinek pontos
meghatarozasa elengedhetetlen a stddium meghatdrozasahoz ¢és a terdpias stratégia
eldontésé¢hez. Két fontos tényezdt kell megemliteni a szdvettani besoroldshoz sziikséges
paraméterek koziil: kiemelkedden fontos a daganat vastagsdganak (Breslow-index vagy -
vastagsag) és anatomiai invazios meélységének (Clark-szintek) meghatdrozasa (melyeket a
Nemzetk6zi Rakkutatd Szovetség (American Joint Committee on Cancer, AJCC) 8. kiadésa is
figyelembe vesz a TNM-stddium meghatidrozds sordan [41]. A Breslow-vastagsig a
legfontosabb 6nalldé prognosztikai marker, amely a tumor invazivitasat tiikrozi, ¢és
meghatdrozza a sentinel nyirokcsomo-biopszia ¢és tovabbi onkoldgiai beavatkozasok
szlikségességét. A primer melandma szdvettani diagndzisa soran tobb morfologiai és
sejtszintli jellemzo is értékelésre keriil. Ezek tobbsége fiiggetlen prognosztikai tényezdoként
szolgal, és kozvetleniil befolydsoljak a terapids dontéshozatalt. A diagnozis felallitasahoz

sziikséges morfologiai paramétereket a 6. Abra szemlélteti.
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6. Abra. A kutan melanéma diagnozisat szolgalo értkeld rendszer a tumor morfologiai megjelenése és méretei

alapjan. Az ABCDE rendszer: A: aszimmetria, B: szabalytalan szél, C: szinbeli elvaltozas, D: atmér6é >6 mm, E:
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kiemelkedés vagy evolicio (A). A progresszio és stadiumbeosztas az AJCC 8. kiadasa szerint: T: az elsédleges

daganat vastagsaga (Breslow), valamint fekélyezettség (a = nincs, b = van) (B) [42].

I1.3.3. Immunhisztokémiai és molekuliaris biomarkerek szerepe a melanéma

diagnosztikajaban

Az immunhisztokémiai vizsgalatok lehetdvé teszik a melandma sejttipusdnak és
proliferacids aktivitdsdnak gyors, reprodukalhatdé meghatdrozasat, amely alapvetd a pontos
diagnozis és progndzis megallapitdsaban. Az olyan melanocita markerek, mint az S700,
HMB-45, Melan-A és a Ki-67 proliferacios marker egyarant fontosak a daganat
agresszivitasanak felméréséhez, valamint a személyre szabott terdpias stratégidk
kialakitasahoz [43]. Ezen tilmenden egyéb specifikus immunhisztokémiai markerek

hasznélata is szdba johet (CD10, p63) melyeket itt most nem részleteznék [44].

II1.3.4. A melanéma kialakuldsinak mechanizmusa és ehhez kapcsolédé terapias

lehetéségek

A kutdn melandma olyan agressziv bérdaganat, amely a pigmenttermelé melanocitakbol
alakul ki egy igen komplex, tobblépcsds folyamat révén, amelyben a kornyezeti hatasok
(elsdsorban UV-sugarzas hatasa) mellett a genetikai prediszpozicid és az immunoldgiai
folyamatok egyiittesen vesznek részt (7. Abra) [45]. A kovetkezd fejezetekben a cutan
melanéma molekuldris mechanizmusainak legfontosabb 0Osszetevdit ismertetem, kiilonos
tekintettel azokra a kulcsfontossagi mutacidokra és jelatviteli utvonalakra, amelyeknek

terapias kapcsolodasa is van.

IIL.3.5. UV-sugarzas és a karcinogenezis kezdeti 1épései

A melandomagenezis els6 1épcsdjében mindenekeldtt az UVB-sugarzas altal okozott DNS-
karosodas valtja ki a sejtek genetikai instabilitdsat. Amennyiben az UV-fény indukalta
ciklobutan pirimidin dimer (CPD) és 6-4 fototermék formajaban jelentkezd karosodasok nem
keriilnek kijavitdsra, az mutaciokhoz vezet, amely onkogének aktivacidjat vagy

tumorszuppresszor gének inaktivacidjat eredményezi [45].
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II1.3.6. A kutin melanémat érint6é onkogén mutaciok

A Daganatok Genomialis Atlasza (Cancer Genome Atlas, TCGA) alapjan a melanomak
genetikai profiljuk szerint négy f6 alcsoportba sorolhatok: BRAF-, NRAS-, NFI-mutaciot
hordoz¢ és tripla vad tipus, amely egyik ismert mutaciot sem tartalmazza [46].

Kiemelkedd fontossaggal bir a BRAF gén mutacidja, amely a melandoma esetek ~50-60%-
aban fordul el6, mégpedig leggyakrabban a V600OE pontmutacié forméjaban. Ez a mutécio
konstitutiv médon aktivalja a mitogén-aktivalt protein kindz/extracellularis szignal-reguldlo
kinaz (MAPK/ERK) jelatviteli utvonalat (RAS — RAF — MEK — ERK), amely fokozott
sejtosztodast €s sejtproliferaciot eredményez. Azokban az esetekben, ahol a BRAF mutacio
nem jelenik meg, altaldban az NRAS mutacié van jelen (~15-20%), amely mind a MAPK,
mind foszfatidil-inozitol-3-kinaz/protein kindz B (PI3K/AKT) utvonalat képes aktivalni. A
harmadik gyakori genetikai eltérés a melanomaban a neurofibromin 1 (NF1) tumor
szuppresszor gén inaktivacidja (~10-15%), amely a RAS-jel leallitasaért felelés GTPaz-
aktivalo fehérjét kodolja [46]. Ezzel parhuzamosan gyakoriak még a telomerdz reverz
transzkriptaz (TERT) promoéter mutaciok, amelyek a telomerdz reverz transzkriptiz
expressziojanak fokozasa révén lehetévé teszik a sejtek szamara a replikativ halhatatlansagot

[45].

Osszefoglalva, az emlitett mutaciok eredményeként az alabbi f6 jelatviteli Gitvonalak

aktivalodnak:

e MAPK/ERK tutvonal: A sejtndvekedés ¢€s proliferacido egyik kulcsfontossag
szabalyozoja. A BRAF V600E mutacidé kovetkeztében MEK és ERK folyamatos
aktivacio alatt 4ll, igy a sejt osztddasa kontrollalatlanna valik.

e PI3K/AKT futvonal: Az NRAS mutacié aktivalhatja a PI3K-t, amely az AKT-on

keresztiil tulélési jeleket kdzvetit.

A NFI1 gén mutacidja szintén a RAS jelatviteli ut szabalyozasat érinti, és jellemzden id6-
sebb betegek esetén jelenik meg. A mutacio gyakran tarsul BRAF- vagy NRAS-mutéciohoz,
¢s a tripla vad tipustt melanomak egyik molekuléris hatterét adja [47].

Ezenkiviil fontos genetikai eltérés a foszfataz és tenzin homolog (PTEN) tumor szupresz-
szor gén delécidja vagy inaktivald mutéacidja, amely normal koriilmények kozott negativ sza-
balyozoja az AKT-jelatvitelnek. A PTEN a PI3K/AKT utvonal negativ szabalyozoja és el-
vesztése megndvekedett sejttilélést, proliferaciot, valamint célzott terapidkkal szembeni re-
zisztenciat eredményez. A PTEN inaktivacié gyakran tarsul BRAF-mutacioval, kiilondsen a
BRAF-gatlo kezelésre rezisztens esetekben, metasztatikus melanomékban [48, 49].
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Bar a BRCA1-asszocialt protein-1 (BAP1) gén elsésorban az uvealis melanomaban jatszik
kézponti szerepet, egyes tanulmanyok szerint a BAP1 muticio ritkdn, de el6fordulhat
agressziv kutdn melanomékban is. A BAP1 a DNS-javitasban és kromatin-remodellacioban
vesz részt, és mutacidja Osszefiiggésbe hozhaté gyorsabb tumorprogresszidval €s rosszabb
prognozissal [50].

Tovabba a sejtciklus szabalyozéasdban kulcsfontossagi a ciklinfliggd kinaz gatlo 2A
(CDKN2A) gén, amely jelentds genetikai hajlamosito tényezd, mivel a familiaris melandémak
mintegy 5-10%-dban 6roklott csirasejtes mutaciok azonosithatok. A leggyakoribb ilyen
eltérés a CDKN2A gén mutacioja, amely a sejtciklus-gatlo pl6INK4a és p14ARF fehérjéket
kédolja. Ezek elvesztése deregulalt sejtosztodast eredményez. Ritkdbban eléfordulo, de
szintén jelentds genetikai eltérés a ciklin-fiiggd kinaz 4 (CDK4) mutacid, amely szintén a
sejtciklus G1/S atmenetét szabalyoz6 rendszerben milkddik. Az eldbbi a G1 fazis
szabalyozasaért felel a CDK4/6 gatlasan keresztiil, mig utobbi a p53 stabilitdsat biztositja az
MDM2 géatlasan keresztiil. A CDKN2A delécidja vagy metilacios inaktivacioja a sejtciklus

A mikroftalmia-asszocialt transzkripcios faktor (MITF) a melanocitdk ,,mester
regulatora”, amely részt vesz a pigmentacidos folyamatokban, sejtdifferencidcioban és
tulélésben. A MITF amplifikdcidja ¢és fokozott aktivitdsa eldsegiti a tumorsejtek
alkalmazkodasat és rezisztenciajat [53-55].

A melandma progressziojanak késoéi szakaszaiban — amikor elddl a daganat invaziv
potencialja és attétképzé képessége — kiemelt szerepet tulajdonitanak az epitelidlis—
mezenchimdlis transzformacidhoz (EMT-szerli programokhoz) kapcsolodo jelatviteli
folyamatoknak, valamint a matrix metalloproteindzok (MMP-k) fokozott aktivitdsdnak. E
mechanizmusok eldsegitik a sejtek extracellularis matrixon vald atjutdsat és a szoveti
struktardk lebontasat. Emellett a WNT/B-katenin jelatviteli utvonal aktivacidja is jelentds

e

kialakulasahoz [56].

II1.3.7. Immunrendszer elkeriilése és mikrokornyezet

A melanéma sejtek tobb, egymdssal parhuzamos immunelkeriilési mechanizmust
alkalmaznak. Ezek koziil kiemelked6 jelentdségli a programozott sejthalal ligand 1 (PD-L1)
felszini fehérje fokozott expresszidja, amely a T-sejtek felszinén talalhatd PD-1 receptorhoz

kotddik, gatolva ezzel azok aktivaciodjat és citotoxikus funkcidjat. A PD-L1 expresszio erdsen
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heterogén lehet melanomaban (betegenként és tumorhelyenként is valtozik), ami befolyasolja
a PD-1/PD-L1 irdanya terdpidk prediktiv értékét [57, 58]. Ennek kovetkeztében
immunszuppressziv tumor mikrokdrnyezet alakul ki, amelyet tovabb erdsitenek a regulator T-
sejtek (Treg), a tumor-asszocialt makrofagok (TAM) €s a mieloid eredetii szuppresszor sejtek
(MDSC) aktivitasa. MDSC-k és TAM-ok célzott kezelése igéretes stratégia lehet az immun
checkpoint inhibitor (ICI)-rezisztencia csokkentésére ¢és az immunvalasz fokozasara

melanémaban [59].

A Jéindulati Oldalirdnyu Flggbleges Metasztatizalt
Atipusos anyajegy
anyajegy - terjedés terjedés melanéma
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7. Abra. A melanéma fejlodésének 1épesizetes mechanizmusa. Normal bdrben a melanocitak egyenletesen
oszlanak el az epidermiszben, a joindulata anyajegy a melanocitak helyi felszaporodasa figyelheté meg, de még
nincs rendellenes sejtosztodas. Atipusos anyajegyek akkor alakulnak ki, amikor a sejteken genetikai instabilitas
jelei jelennek meg és mar mutatnak morfologiai eltéréseket is [45]. Végil pedig kialakul a melanéma, a
melanocitak kontrollalatlanul osztddnak, beszlrik a dermiszt, és attétképzo potencialt mutatnak (A). Melanocita
malignus transzformacié: A keratinocitdk a melanocita stimuldldo hormonon (MSH) keresztiil serkentik a

melanocita proliferaciot az MCIR receptoron keresztill. Az UV-A sugarzas kozvetleniil mutaciokat indukal
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proto-onkogénekben és tumorszuppresszor génekben (pl. BRAF, TP53, PTEN), valamint eldsegiti a joindulat
névuszok kialakulasait BRAF V600E mutacidval. Tovabbi mutaciok (pl. TERT, CDKN2A) a névuszok malignus
atalakulasat eredményezhetik (B) [56].

II1.3.8. A melanéma kezelési lehetoségei

Az elozé fejezetben Osszefoglalt mutacidkhoz ¢€s molekularis mechanizmusokhoz
szorosan kapcsolodnak a kutdn melanoma eltéré tipusainak jelenleg elérhetd terapids
lehetdségei, amelyet csak atfogéoan mutatok be ebben a fejezetben, ezen tilmenden
foglalkozom a kutatas kozéppontjaban all6 jovobeli terapias lehetdségekkel is.

Az elmult évtizedben a melanéma terdpidja jelentds fejlddésen ment keresztiil. Korai
esetekben a fo kezelés a daganat ¢és kornyezetének sebészi eltavolitasa, eldrehaladott
stddiumban pedig jelenleg elsésorban stadiumfiiggd célzott terapias stratégidk jonnek szoba.
Az  agressziv  viselkedés, a magas metasztatikus rizikd6 €és a  betegség
molekularis-immunoldgiai Osszetettsége egyre inkabb indokolttd teszik a célzott, személyre

szabottabb kezelést [57, 58].

I11.3.9. Célzott terapia

A korabban mar bemutatott molekuldris mutaciok képezik az alapjat a célzott terapidk-
nak. A melanémak molekuldris altipusai: BRAF (gyakran V600OE vagy V600K mutécio),
NRAS, NF1, illetve tripla vad tipus kozott az egyik legjelentésebb a BRAF V600OE mutéci6 a
nem-rezekabilis vagy metasztatikus melanomak kortiilbeliil 40-60%-aban. A vemurafenib egy
kis molekulatomegli BRAF-inhibitor, amely szelektiven gatolja a mutans BRAF V600E fe-
hérjét, ezaltal blokkolja a patoldgids MAPK jelatvitelt €s indukalja a tumorsejtek apoptdzisat.
Az els6keént kozolt II1. fazist BRIM-3 klinikai vizsgalat eredményei alapjan a vemurafenib
szignifikansan javitotta a teljes - (overall survival, OS) és a progressziomentes talélést (prog-
ressive free survival, PFS) a hagyomanyosan alkalmazott dacarbazin kezeléssel szemben [60].
Hétranya a vemurafenib alkalmazésanak, hogy a BRAF mutaci6 gatlasa 6nmagéaban rezisz-
tencidhoz vezethet. A vemurafenib monoterapidja soran szerzett rezisztencia altalaban a keze-
1és megkezdését kovetd 6—8 honapon beliil jelentkezik, melynek hatterében a MAPK utvonal
dasa (pl. PI3K/AKT), valamint masodlagos mutaciok megjelenése allhat. Ezen problémak
lekiizdése érdekében a terapias protokollokat tovabbfejlesztették kombinalt célzott kezelések-

kel, példaul a BRAF-inhibitor vemurafenib és a MEK-inhibitor cobimetinib egyiittes alkalma-
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zéasaval, amely szignifikansan meghosszabbitotta a PFS-t és OS-t a vemurafenib monoterapia-
hoz képest [60, 61]), ezért manapsag célzottan alkalmazzak a BRAF- és MEK-inhibitorokat
egylittesen. Ezek kozott tobb sikeres kombinacié alkalmazas van klinikai kisérleti fazisban,
ezek kozil a dabrafenib és trametinib kombinécid javitja betegek talélését [62]. Az NRAS-
mutaciokkal jar6 esetekben a binimetinib alkalmazasa javitotta a progresszidomentes tulélést,
de az Ossztulélés nem novekedett szignifikdnsan. Egy masik kulcsfontossagu III. fazisu vizs-
galatban a kombinalt BRAF/MEK-gatlas (dabrafenib + trametinib) szintén jobb klinikai
eredményeket mutatott a monoterapiaval szemben, ami alatamasztja a MAPK utvonal kettds
blokkolasanak terapias jelentoségét [63, 64].

A koran kialakul6 rezisztencia mellett a vemurafenib kezelés masik hatranya a gyakori
mellékhatasok, amelyek kozé tartoznak a dermatologiai toxicitdsok — borkititések, fényérzé-
kenység, keratdzisok és laphamsejtes karcindma—, valamint iziileti fijdalom, faradtsag és QT-
intervallum megnytlas. Ezen nemkivanatos események szoros monitorozast és adott esetben
dozismodositast igényelnek, mindez besziikiti a vemurafenib alkalmazasanak lehetOségeit
[65]. Az 1. Téblazat a melanoma kialakulasanak molekularis mechanizmusaihoz és a leggyak-
rabban eléfordulé mutacidokhoz kapcsolodo terdpias lehetdségeket foglalja dssze az alkalma-

zott terapias szereket €s terapids célpontokat is belefoglalva.

I11.3.10. Immunterapia

Az immunrendszer képes megakadalyozni, hogy megtamadja a test normalis sejtjeit. Eh-
hez ,.ellen6rzd pontokat” hasznal, amelyek az immunsejteken talalhaté fehérjék, amelyeket be
kell kapcsolni (vagy ki kell kapcsolni) az immunvalasz megkezdéséhez. A melanéma sejtek a
test sajat ép immunvalaszanak a hidnyaban ezeket az ellendrzd pontokat hasznaljak ki, hogy
elkeriiljék az immunrendszer tamadasat. Ezekre fejlesztették ki az immunterapidban alkalma-
zott un. immun checkpoint gatlokat. Ezek a gyogyszerek az ellendrzd pont fehérjéit célozzak
meg, eldsegitve a melandoma sejtekkel szembeni immunvélasz helyreallitasat. Az im-
muncheckpoint-gatlok, anti-CTLA-4 és anti-PD-1 alkalmazadsa forradalmi attdrésnek bizo-
nyult. 2011-ben engedélyezték az Ipilimumabot (CTLA4 blokkold), majd 2014-ben a Nivo-
lumabot és Pembrolizumabot- (PD1 gatlok). Az Ipilimumab + Nivolumab kombinéciot 2015-
ben hagytak jova a metasztatikus melanéma elsévonalbeli kezelésére [66]. Ujabb fejlesztés a
LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) célzasat lehetdvé tevd Relatlimab + Nivolumab kom-

binacio, melyet szintén elérehaladott melanoma kezelésére hagytak jova [67].
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A terapias citokinek melandéma novekedését gatld hatdsat is igazoltak. Ezek k6z¢ tartozik
a PEG-IL-2 (bempegaldesleukin), a PEG-IL-10, az IL-12, valamint az IFN-a kiilonb6z6 kom-
binécidinak alkalmazéasa, amelyek az adoptiv sejtterapia (adoptive cell therapy, ACT) kialaki-
tasaban jatszhatnak szerepet, kiilondsen tumorinfiltraldo limfocitdk (TIL) felhasznalasaval.
Jelenleg tobb klinikai vizsgalat is folyamatban van a célzott €s immunterapiadk kombinacioi-
nak értékelésére. Ezek koziil kiemelhet6 a COMBI-i tanulmany, amely a PD-1-gatlok vagy a
CDK4/6-inhibitorok egyikével kombinalt célzott kezelési protokollokat vizsgal [68-70].

26



1.Tablazat. A melanéma kialakulasanak molekularis mechanizmusa €s progresszidjaban szerepet jatszo
folyamatok és azok terapias kapcsolodasi pontjai.

] o Erintett jelatviteli o Terapias e
Gén Mutacio tipusa Gtvonal Funkcio célpont? Terapia/gyoégyszer
Aktivalo muta- Prolifericio, sejtns- Vemurafenib, Dabrafe-
BRAF > MAPK/ERK ftvonal > 59 igen  |nib + Trametinib (MEK-
ci6 (V600E) vekedés s -
gatlé kombinacio)
Aktivalé muta- Klinikai vizsgalatok
. + . . .
NRAS ci6 (QOI1R, MAPK, PI3K/AKT Proliferacio, talélés nem | alatt (MEK-gatlok, im-
utvonal .
Q61K) munterapia)
C MAPK utvonal Tumorszuppresszor, | Indirekt | MEK-gatlok (valtozo
NF1 Inaktivci6 (RAS-szabalyozas) | RAS deaktivacid modon hatékonysag)
Delécio, inakti- | Sejtciklus (RB, pS3 | Tumorszuppresszor Nem célzott, de prog-
CDKN2A vaci6 szabdlyozas) | (pl6,pl4 fehérick) | "™ nosztikai értékit
TPS3 Muticio Apoptozis, sejtciklus Tumorszuppresszor nem Immunteraplg lehet6ség
kontroll szerint
PTEN D616019’, muta- PI3K/AKT utvonal | Apoptozis gatlasa nem Komblna(’nos terapidk
ciod alatt kutatas
TERT pro- Aktlva.l ° muta- Telomeraz aktivacio| Sejthalhatatlansag nem Kisérleti stadiumban
moter ciok
MITF Amplifikacié lefererlrc%acm, tal- Melanomrta n‘}ester nem Potencialis célpont (fo-
élés regulator lyamatban)
Tualtermelés Immunterapia: anti-PD-
PD-L1 . . Immunelkeriilés T-sejt gatlas igen |1 (nivolumab, pembroli-
(indukalt)
zumab)
CTLA-4 T-sejt regulacios Immunelkeriilés T-sejt aktivacio gatla- igen Ipilimumab (anti-

pont

sa

CTLA-4)
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II1.4. Egyéb terapias lehetoségek

111.4.1. Kemoterapia

A kutan melanéma esetében a kemoterapia ma legfoképp olyan esetekben jon szdba, ahol
nincs kimutathat6 BRAF/NRAS/KIT mutici6é vagy mas terapiak hatastalanok. A dacarbazin,
temozolomid, valamint karboplatin—paklitaxel kombindci6 alkalmazas hatasara terapias va-
lasz lehetséges, de nem javitja Iényegesen a tulélést, a legujabb terapias elveket és iranyadokat

az Eurdpai Klinikai Onkoldgiai Téarsasag (ESMO) ttmutatdjaban talalhatjuk meg [71].

I11.4.2. Sugarterapia

Bér a melandéma gyakran sugarrezisztens, a sugarterapia (radiation therapy, RT) hasznala-
ta adjuvans, definitiv vagy palliativ céllal tovabbra is indokolt lehet. A sugérterapia immun-
stimulalé hatdsai immuncheckpoint-gatlokkal kombindlva erdsithetok. Fontos szerepe lehet
uvealis melandoma, lentigo maligna és nem reszekalhato mukozalis melandma esetén; vala-
mint regionalis nyirokcsomo-pozitiv esetekben adjuvansként, illetve sztereotaxids technikak-

kal (SRS/SBRT) metasztatikus esetekben [72, 73].

e rer

I11.4.3.1. Onkolitikus HSV-1 virus (RP1) és nivolumab kombinaciéja immun-rezisztens

melanoma esetén — IGNYTE fazis 1/2 vizsgalat

Az IGNYTE klinikai vizsgélatban (fazis 1/2, NCT03767348) RP1, az onkolitikus HSV-1
alapt immunteréapia, amely human GM-CSF-t és fuzogén GALV-GP-R— fehérjét kodol, intra-
tumoralis adagolds utan nivolumabbal kombindlva olyan melandémas pacienseknél kertilt al-
kalmazasra, akik PD-1-gatl6 kezelésre progredialtak. A 156 f6t magéaban foglalo regisztracio-
iranyitott (R-D) kohorszban az objektiv valaszarany (ORR) 31,4%, a teljes remisszié (CR)
aranya 12,2% volt [74]. Més beszamolok szerint az ORR kb. 33%, CR kb. 15% koriil mozog.
A vélaszok tartossdga kiemelkedden hosszl volt: a median valaszidé meghaladta a 24 hona-
pot, s6t mas elemzésekben 35-36 honapig tartd valaszokat is jeleztek. Az FDA szdmara be-
kiildték a biologiai engedélykérelemet is, és a kombindcid mar attdrést jelentd terdpia statuszt

is kapott [74].
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I11.4.3.2. Lifileucel (Amtagvi) — TIL-alapu terapia

A lifileucel (kereskedelmi nevén Amtagvi), az elsé tumorbol szarmazo6 T-limfocita (TIL)
terapian alapuld, személyre szabott immunterdpia, amelyet eldzetesen tumorbdl izolalt T-
sejtek felhasznalasaval készitenek. Az FDA 2024. februar 16-an gyorsitott eljarassal engedé-
lyezte nem-rezekalhaté vagy metasztatikus melanomaban szenvedd felnétt betegek szamara,
akik elozoleg PD-1 gatlo kezelést kaptak. Ez volt az elsd sejtes immunterapia, amelyet szolid
tumorban alkalmaztak. Egyik vizsgéalat sordn az ORR 48,8% volt, korabbi kezelésektdl flig-
gben akar 60,9%-0s ORR is regisztralhaté volt kordbban kevésbé kezelt esetekben, 6t éves

kovetés alapjan is tartds valaszokrol szamoltak be [75].

111.4.3.3. NADINA vizsgalat

A 2024-es Amerikai Klinikai Onkoldgiai Tarsasag (ASCO) éves kongresszusan bemuta-
tott, III. fazisi NADINA vizsgélat eredményei szerint egy minddssze hathetes, neoadjuvans
immunterdpias kezelés hatékonyabbnak bizonyult, mint a két éven at tarté adjuvans immunte-
rapia a makroszkoposan kimutathato, rezekalhato III. stddiumi melandma kezelésében.
nyos megkozelités eddig foként a miitétet kovetd, hosszu tavl adjuvans immunterapiara épiilt.
A NADINA vizsgalat azonban ravilagit arra, hogy a miitét el6tti rovid ideig tartd6 immuntera-
pia nemcsak jobb betegségmentes tulélést (EFS — event-free survival), hanem erdteljesebb
patologiai valaszt is biztosithat, 6sszehasonlitva a standard, posztoperativ megkdzelitéssel. A
NADINA vizsgalat eredményei megerdsitik, hogy a neoadjuvans immunterapia 0j standardda
valhat a rezekalhato, eldrehaladott staddiumu melandma kezelésében, és alapvetden megvaltoz-

tathatja a terapias algoritmusokat a jovOben.

II1.4.4. A melanéma kezelésére iranyul6 tovabbi kutatasok és novényi hatéanyagon

alapulo lehetéségek

A fitokemikalidk — ndvényi eredetli vegyiiletek — daganatmegel6z6 (kemopreventiv) po-
tencialjat régota vizsgaljak, tobbek kozott melandmaban is. A teljesség igénye nélkiil néhany
novényi hatdéanyagot emlitve, ilyen vegyliletek kozé tartozik példaul a rezveratrol, a kurku-
min, a kvercetin, az apigenin €s a genisztein, amelyek preklinikai és néhany esetben klinikai

bizonyitékokkal is alatdmasztottdk daganatellenes hatdsukat [76]. Tovabba, egy masik nove-
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nyi hatéanyag a luteolin, egy természetes flavonoid, attétképzodést gatld hatast fejt ki, igy
alternativ terapiat jelenthet a rosszindulati melandéma kezelésére is. A flavonoidok antioxi-
dans ¢és gyulladascsokkentd hatasuk révén gatoljak a gyulladasos citokinek termelddését, va-
lamint kézvetlen citotoxikus hatast fejtenek ki a melanéma sejtekre [77]. Az epigallokatechin-
gallat (EGCG), a zold teaban talalhat6 polifenol, sejtciklus-gatlassal, apoptdzis indukcioval és
immunmodulaciéval tamogatja a daganatellenes valaszt [78]. A Paris polyphylla nevii no-
vénybdl kinyert polyphyllin I apoptdzist indukalt melanéma sejtekben, sejtpusztulést eredmé-
nyezve [79].

Biolégiai mechanizmusat tekintve leginkdbb a rezveratrol (3,4,5'-trihidroxi-transz-
sztilbén) sz0l6bol, kékafonyabol, vordsafonyabol és foldimogyordbol kinyerhetd hatdanyag,
¢s a Curcuma longa névénybdl szarmazd kurkumin (diferoil-metdn) hatéanyagok hatdsme-
chanizmusa vizsgélt. A kurkumin tobb olyan molekularis célpontot is érint, amelyek a mela-
ndéma patogenezisében szerepet jatszanak, mint példdul a MEK/ERK ¢és PI3K/AKT,
ERK/AKT, a p53, Bcl-2 és NF-kB fehérjéket. A rezveratrol antioxidans polifenolként im-
munmodulél6 és daganatellenes hatassal bir. Melandmaban csokkenti az IL-17 termelést, mi-
kozben fokozza az antitumordlis T-sejt valaszt [80, 81], tovabba gatolja a kulcsfontossagu
jelatviteli utak, tobbek kozott az AKT, mTOR, MEK/ERK, STAT3 és NF-kB aktivitasat. Ala-
csony biohasznosuldsa miatt analdgja, a pterostilbén, igéretesebb alternativanak tekinthetd
[82, 83]. Legujabb kutatasokban a kurkumin-rezveratrol kombinacidt tartalmaz6 szilard lipid
nanorészecskék (Cur-Res SLNs) fejlesztésével foglalkoznak, amelyek eldallitasaval fokozzak
a két hatdanyag bdrbe jutdsat és a helyi hatékonysagot [81, 84].

Egy masik ndvényi hatdanyag, a szulforafdn - amely a brokkoliban tal4dlhat6, daganatel-
lenes hatasa részben a kromatin-moddosité enzimek aktivitasanak szabalyozasan keresztiil ér-
vényesiil a melandma sejtek apoptdzisat indukalva [85].

A legtjabb kutatasok kozéppontjaban a Cannabis sativa pszichoaktiv és nem pszichoak-
tiv szarmazékai keriiltek, elsdsorban a kannabinoidok tumorellenes hatasa miatt. A kanna-
bisznovény tobb mint 120 aktiv komponenst — un. fitokannabinoidot — tartalmaz. A daganatel-
lenes hatds vizsgélata els6sorban a A9-tetrahidrokannabinol (THC) és a kannabidiol (CBD)
vonatkozasaban tortént meg. A THC képes kotddni az endokannabinoid rendszer receptorai-
hoz, igy szerepet jatszhat a sejtosztddas szabalyozasdban. A CBD és szintetikus szarmazékai
preklinikai tanulményokban igazoltan gatoljdk a kiilonb6z6 daganatok — koztiik a glioblasz-
toma, a vastagbél-, prosztata-, a tiid6- és az emlordk — eldrehaladasat allatmodellekben és
sejtvonalakon [86, 87]. A CBD-t és szarmazékait melandéma sejtvonalakon vizsgalva annak

citotoxikus hatdsat igazoltak: in vitro és in vivo tanulméanyokban is csokkentette a melanoma
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sejtek €letképességét, és gatolta a daganatndvekedést. Kimutattak, hogy a CBD hatas kaszpaz-
fliggden apoptdzist indukalt és nem interferalt a célzott kezelésekkel (pl. trametinib). Egy
tanulmany alapjan a CBD kezelés jelentdsen csokkentette kiilonbz6 bérdaganatok esetében a
89].

A CBD-vel szemben az egyéb nem pszichoaktiv fitokannabinoidok mint példaul a kan-
nabigerol (CBG), kannabinol (CBN) és kannabikromén (CBC) hatdsa kevésbé ismert, de ezek
csokkentette a melanoma sejtek altal termelt CSF-1 (M-CSF) szintjét, ami csokkenti a mieloid
eredetli szupresszor sejtek (MDSC) és a tumor asszocialt makrofagok (TAM) aranyat, ezaltal
javitja a CD8" T-sejtes citotoxikus valaszt. A CBG egérmelandma modellben lassitotta a da-
ganat progressziojat, ¢s kombinalva anti-PD-L1 immunterapiaval fokozta az antitumor hatast
és a tuléleést. Specialis, nagy CBD-tartalmti Cannabis sativa kivonat, az ugynevezett PHEC-66
is bizonyitottan apoptdzist indukalt melanéma sejtekben [90].

Eddigi ismereteink alapjan hatdsukat a kannabinoidok elsésorban a G-fehérjéhez kapcsolt
CB1 és CB2 receptorokon, valamint mas célpontokon keresztiil fejtik ki, mint példdul a TRP-
csatornak, GPR18, GPR55, GPR119 és az 5-HT1A receptorokat beleértve. A CB1 receptorok
foként a kdzponti idegrendszerben és mas szovetekben expresszalddnak, és neurologiai hata-
sokkal birnak. A CB2 receptorok az immunrendszer sejtjein taldlhatok, és gyulladascsokken-
t0, immunmodulalé és daganatellenes hatdsokban jatszanak szerepet. Mindkét receptor a
GPCR (G-protein-coupled receptor) csaladba tartozik, és a Gi/Go fehérjéken keresztiil olyan
jelatviteli atvonalakat aktivalnak, mint az adenilil-ciklaz, MAPK ¢és PI3K/AKT tutvonalak. A
CBI receptorok ioncsatornakat is modulalhatnak [91, 92].

Fontos kiemelni, hogy 6sszesen hat preklinikai in vivo tanulmanyt végeztek el eddig,
amelyekben kiilonb6z6 kannabinoidok (egyedileg vagy kombindcidban) csokkentették a tu-
mor novekedését, eldsegitették az apoptozist €s az autofagiat melanomas modellekben. A
kannabinoidok csokkentik a melandéma metasztazisat, apoptozist indukalnak, autofagiat és
sejtciklus stop-ot, valamint modulaljak a tumorkodrnyezetet, mindemelett palliativ terapids

hatasuk is jelent6s [93].

Végezetiil, atfogd irodalmi attekintések ramutatnak, hogy nem csak a kannabinoidok, de

a kannabisz terpenoidjai és flavonoidjai is hordoznak antitumoralis tulajdonsadgokat: tobb mo-

rrrrrrrr

kiilonb6zo rakmodellekben [94, 95].

31



Mindenképpen fontos hangsulyozni a kannabisz és szarmazékainak azon tulajdonségait,
hogy az eddigi tanulméanyok alapjan sokkal szelektivebben képesek célba venni a tumoros
sejteket anélkiil, hogy az egészséges sejteket karositandk, szemben a hagyoméanyos kemotera-
pias szerekkel. Ugyanakkor hatranyos tulajdonsagaik kozott az eddig eldallitott és kiilonb6zo
sejteken tesztelt Cannabis sativa szarmazékoknak legnagyobb hatranya a gyenge biohaszno-
sulas, amely korlatozza a klinikai vizsgéalatokba torténd bevonhatdsagukat [22].

Osszefoglalva, az utdbbi évek preklinikai eredményei szerint a kannabinoidok igéretesek
lehetnek a melanéma ¢és a borlaphamrak kezelésében. Klinikai kérdés, mely vegyiilet vagy
kombinaci6 a leghatékonyabb, milyen dézis mellett Orizhetd meg a betegek életmindsége,
illetve milyen terapids kombindcidkban érhetdk el szinergikus hatasok és a kemorezisztencia

csokkentése. A tovabbi preklinikai és randomizalt klinikai vizsgalatok elengedhetetlenek.

IILS. Az autofagia és szerepe kiillonb6z6 kérfolyamatokban

IIL.5.1. Az autofagia fogalma

Az ,autofagia” kifejezés a gordog autophagos szobol szdrmazik, melynek jelentése:
,onmagat fal6”. Az autofagia egy olyan, az eukaridta sejtekben lezajlo folyamat, amelynek
soran a citoplazmatikus komponensek ¢és sejttormelékek lebontdsa a lizoszomak
kozremiikodésével torténik meg. Ez a mechanizmus alapvetd szerepet jatszik a sejtek
fiziologias homeosztdzisdnak fenntartdsdban. A bazélis autofagia kiilondsen fontos az
immunrendszer tolerancidjanak és az altalanos sejtmiikodés egyensulydnak biztositdsaban.
Ezzel szemben az indukalt autofagia — amely kiilonboz6 kiils ingerek hatasara aktivalodik —
jelentds szerepet tolt be a sejthalal, gyulladasos folyamatok, antigénprezentacid, valamint a
korokozok eltavolitdsdnak szabalyozasdban. Az autofidgia konkrét funkcidja azonban
nagymértékben fligg az adott sejttipustdl, betegségtdl, illetve a kivaltd kiilsé hatdsok
jellegétol.

Az autofagia folyamata soran a sejt sajat alkotoelemeit bontja le, melynek alapjan tobb tipusat
kiilonboztetjiik meg. Az autofag folyamatok sordn a lebontasra vagy Gjrahasznositasra varé
sejtszervecskék haromféle utvonalon juthatnak el a lizoszoméba, amelyek alapjan az autofagia
harom f6 tipusat kiilonboztetjiik meg: makroautofagia, mikroautofagia €s chaperon-medialt
autofagia [96]. Az autofigia egy erdsen szabalyozott, evolucidésan konzervalt katabolikus
folyamat, amely sejten beliili stresszhelyzetek — mint példaul tdpanyagmegvonas, hipoxia
vagy oxidativ stressz — hatdsara aktivalodik. A folyamat elsédleges célja, hogy alternativ

tapanyagforrast biztositson, valamint az intracellularis homeosztazis fenntartasa érdekében
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eltavolitsa a diszfunkciondlis organellumokat és az aggregalddott fehérjéket, melynek révén
hozzéjarul a sejtek taléléséhez €s integritdsanak megdrzéséhez [97-99].

Makroautofagia esetében a sejtplazma bizonyos részei — példaul karosodott organellumok
vagy felesleges fehérjék — egy kettés membrannal hatdrolt strukturaba, az ugynevezett
autofagoszoémaba zarodnak, s a lebontadd anyagot a lizoszémaba szallitjak, majd kés6bb
Osszeolvadva a lizoszomaval autolizoszémat képeznek, az abban bezart anyagok lebontasa
végett.

Mikroautofagia soran a lizoszéma sajat membranja invaginadlodik, vagyis betiirddik, és
kozvetleniil kebelezi be a citoplazmaban taldlhato komponenseket. Ez a tipus autofagia nem
igényel kiilonallo vezikulat, mint a makroautofagia [96, 100].

A chaperon-medialt autofagia esetén a lebontand6 fehérjékhez specifikus chaperon-
fehérjék (példaul a HSC-70, amely a hdsokk fehérjék csaladjaba tartozik) kapcsolodnak, a
chaperonfehérjék segitségével a célfehérjék egy meghatarozott szekvencia alapjan jutnak at a
lizoszoma membranjan. Ez a forma elsésorban az ¢hezésre adott valaszként aktivalodik,
szemben a masik két tipussal. A chaperonfehérjékkel alkotott komplexet a LAMP-2A nevi,
lizoszémahoz kotddé membranfehérje ismeri fel, majd eldsegiti a célzott fehérje bejuttatasat a

lizoszoéma belsejébe, ahol az lebomlik [100, 101].
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8. Abra. Az autofagia folyamatanak lépései. Késziilt Liu C. és mtsai., 2021, [96] és Tésaki A. és mtsai, 2023
[102] alapjan.

A makroautofagia iniciacidja soran az ULKI kindz komplex aktivalodik, amely ezt
kovetden foszforildlja a foszfatidilinozitol 3-kindz (PI3K) komplexet (PI3KC3). Eza folyamat
A PI3KC3 komplex tobb kulcsfontossagl autofagia-regulator fehérjét tartalmaz, tobbek kozt a
Beclin-1, VPS34 és AMBRAI molekulakat (8. Abra). A PI3KC3 altal medialt jelatviteli
események kovetkeztében aktivalodik az ATG12— ATG5-ATGI16L1 komplex, amely az
associated protein 1 light chain 3) fehérje a citoszolban LC3-I forméban jelenik meg, majd
foszfatidiletanolaminhoz torténd konjugacié révén LC3-II-vé alakul. Az LC3-II beépiil az
autofagoszomak membranjaba, ahol a lizoszomaval torténd fizi6 utdn vagy lebomlik, vagy
dekonjugélodik vissza LC3-1-gyé [97, 102].

Az ubikvitinnel megjelolt, lebontdsra itélt fehérjék szubsztratja a SQSTMI1/p62 un.
adapterfehérje, amely kozvetitésével jutnak be a lebontand6 fehérjék az autofagoszomaba.
Ennek alapjan a p62 fehérje, ahogyan azt majd a késdbbiekben latni fogjuk, az autofagia
aktivitast jelz6 fontos biomarkerként szolgdl. Fontos kiemelni szerepét az autofagia
kvantitativ értékelésében, mivel expresszioja Osszefiiggést mutat az autofagiat jelzd aktivitas

mértékével.
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II1.5.2. Autofagia detektalasara szolgalé legfontosabb marker molekulak

A fentebb mar emlitett autofagiat jelzé fehérjék kimutatisa lehetdséget nyujt bizonyos
betegségek progresszidjanak nyomon kovetésére, valamint a terdpias beavatkozasok
hatékonysaganak monitorozasara is. Mivel az autofagiat szabalyozd fehérjék expresszidja
onmagukban nem minden esetben autofagia-specifikus, ezért a megbizhato analizis érdekében
tobb marker egyiittes és szimultan vizsgalata javasolt [97].

e Az LC3 a leggyakrabban alkalmazott autofagia marker, kiilondsen az LC3-II formaja,
amely Western blot technikdval kvantifikdlhatd, illetve immunfluoreszcenciaval
vizualizdlhat6. Az LC3-pozitiv ,,pontok” szdma ¢és eloszlasa az autofadg fluxus
mértékére utal. Az LC3 expresszio in vitro €s in vivo kornyezetben valo kovetésére
fluoreszcensen jelolt riporterrendszerek — példaul mCherry-LC3 vagy GFP-LC3
fuzios fehérjék — is alkalmazhatok, amelyek Iehetové teszik az autofagia
dinamikéjanak real-time monitorozasat kiilonb6zd kisérleti modellrendszerekben
[103].

e Alternativ autofagia marker a p62 autofagia receptor, mely klinikai és preklinikai
vizsgalatokban egyarant alkalmazhato, abban az esetben, ha a p62 a hozzakapcsolodo
szubsztrattal egyiitt degradalodik, az autofagoszomak lebomlanak, a p62 mennyisége
pedig csokken. Tehat a csokkent p62 szint a sejt emelkedett autofagias aktivitdsara

utal [104].

Egyéb, az autofagia vizsgalatat szolgald modszer a transzmisszids elektronmikroszkopia,
mely egy nagyon munkaigényes eljards, igy nagyon ritkan, leginkabb csak kutatas céljabol

alkalmazzak [105].

II1.5.3. Az autofagia jelentosége a bérbetegségek patomechanizmusaban

Az autofagia szamos betegség mellett a bor patogenezisében is fontos szerepet jatszik. A
bor tapanyagellatdsa korlatozott, ezért a sejteknek és szoveteknek a homeosztazis
fenntartasahoz elengedhetetlen a tdpanyagok Ujrahasznositasa. Ezt a sejtek elsdsorban az
autofdgia mechanizmusdn keresztiil valdsitjdk meg, ezért szabalyozdsdnak zavara
Osszefliggésbe hozhato kiilonbozd borbetegségek kialakuldsaval, ennek Osszefoglalasat a 9.

Abran mutatjuk be.
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II1.5.3.1. Az autofagia gyulladasos bdérbetegségekben: pszoriazisban és atopias

dermatitiszben

A diszfunkciondlis autofagia szerepe kiemelt az olyan gyulladdsos bdrbetegségekben,
mint a pikkelysomor €s az atdpias dermatitisz (AD). A gyulladasos citokinek befolyésoljak a
keratinocitak autofdg folyamatait, mindkét korképben a bor csokkent lizoszomadlis katepszin
expresszioja figyelheté meg. Az autofagia zavara gyulladdshoz és fokozott keratinocita
proliferaciohoz vezethet — ezek a pikkelysomor alapvetd patofiziologiai jellemzoi. Egy
kozelmultbeli tanulmany Osszefiiggést mutatott ki az ATG16L1 gén tobb egynukleotidos
polimorfizmusa és a pikkelysomorre valé hajlam kozott. Az ATG16L1 génterméke tovabba
fontos szerepet jatszik a bakterialis fertézések elleni védekezésben és az
antigénprezentdcioban is, autofagia-medidlt mechanizmusokon keresztiill. Ez kapcsolatba
hozhat6 azzal a klinikai megfigyeléssel, hogy a pikkelysémor gyakran bakteridlis infekciokat
kovetden alakul ki vagy sulyosbodik. Szamos in vitro vizsgalat erdsiti meg az autofagia
potencialis terapids szerepét pikkelysomorben €s egyéb gyulladasos bdrbetegségekben. Egy
hagyomanyos kinai névény, a Datura metel L. (métel maszlag) egyik aktiv komponense
példaul, a daturataturin A, autofagiat indukal a PI3K-AKT-mTOR jelatviteli Gtvonalon
keresztiil keratinocita sejtkultirdkban és gyulladascsokkentd hatést fejt ki [102].

A TNF-a, amely mind pikkelysomorben, mind atdpids dermatitiszben kulcsfontossaga
gyulladéasos citokin, az autofagia korai fazisdban serkentd, de hosszan tartdé expozicidé soran
gatlo hatast fejt ki human keratinocita tenyészetekben. Ezen tilmenden az autofdgidhoz
kapcsolddo fehérjék — mint ATG7, ATGS, LC3B ¢és p62 — expresszidja megnd AD-s betegek
hamsejtjeiben, ami valoszintileg egy kompenzécids valasz a gyulladas korlatozasara [102,
106].

Egyes vizsgalatok szerint az autofagia aktivitdsdnak fokozdsa javithatja a bdrbarrier-
funkciot, ami 0j terapias stratégiat kinalhat AD-ben. Az IL-37 mint gyulladascsokkentd
citokin az AMPK/mTOR utvonalon keresztiil serkentette az autofagiat, enyhitve az allergiés
gyulladast AD-ben. Egy randomizalt, kontrollalt klinikai vizsgalatban kimutattdk, hogy egy
Ujonnan kifejlesztett autofagiat fokozd peptidet tartalmazo hidratalod krém javitotta az enyhe-
kozépsulyos AD-ben szenvedd betegek tiineteit. AD-ben gyakoriak a kronikus vagy
visszatérd  Staphylococcus aureus fertézések, kiilonosen a  meticillin-rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA) torzsek. Egy vizsgéalat kimutatta, hogy az MRSA a
keratinocitdkban modositja az autofagiat, elésegitve az inflammaszoémak lebontasat és igy
sulyos AD-ben [102, 106].
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I11.5.3.2. Az autofagia szerepe a bor pigmentacios betegségeiben

A hiperpigmentacié €és hipopigmentacid a boér pigmentacids rendellenességeinek két
alapvetd megnyilvanuldsi formaja. A legujabb kutatdsok szerint az autofagia kulcsszerepet
jatszhat e betegségek patogenezisében. A melanin szintézise és taroldsa a lizoszomahoz
kapcsolddo organellumokban, Gn. melanoszomakban torténik. A melanocitdkban mikodo
autofagia felelés lehet a melanoszomak lebontasaért is, ami a pigmentacid dinamikajara
kozvetlen hatdssal van. Murase ¢és munkatarsai igazoltdk, hogy az autofigia a
keratinocitdkban a melanoszomdk degradaciojat modulalja, ezaltal szerepet jatszik
valdsziniileg a vitiligo kialakuldsdban [107]. Egyes tanulméanyok szerint fokozott autofagias
aktivitds mutathat6 ki a vitiligos betegek nem 1€zids bdrében, kiilondsen a melanocitakban és
fibroblasztokban, ami a sejtek metabolikus stresszel szembeni védelmi valaszaként
értelmezhetd. Egy koreai kohorszvizsgalat Osszefiiggést taldlt az UVRAG gén két

polimorfizmusa (rs1458836, rs7933235) és a nem szegmentalis vitiligo kdzott, megerdsitve az

autofagia genetikai hatterének szerepét [102, 107].

I11.5.3.3. Autofagia és szisztémas lupusz eritematézusz (SLE)

Szamos tanulmény igazolta az autofagia szerepét a szisztémdas lupusz eritematdzusz
(SLE) patomechanizmuséaban; az autofagia fokozott aktivitasat igazoltdk SLE-s betegek B- €s
T-limfocitaiban, valamint genetikai eltéréseket detektaltak az ATGS génben, amely szerepet
jatszik az autofdgidban. Szadmos autofagiat aktivalo gyogyszer — mint példaul az amiodaron,
karbamazepin, klorpromazin, klonidin, litium, minociklin, valproinsav ¢€s verapamil -
Osszefliggésbe hozhato gyogyszerindukalt lupusszal, ami a terdpids beavatkozasok nem kivant
kovetkezménye lehet Ezzel szemben a klorokvin és hidroxiklorokvin, amelyek széles kdrben
alkalmazott szerek az SLE és mas lupuszos megbetegedések kezelésében, autofigia-gétld
hatassal rendelkeznek. Ez a mechanizmus hozzajarulhat gyulladascsokkentd hatdsukhoz és az

immunvalasz moduldldsahoz az autoimmun allapotokban [108].

I11.5.3.4. Autofagia fert6z6 borbetegségekben

Az autofagia kulcsfontossagli az immunvédekezésben mikobakteridlis borfertézésekben.

Az M. tuberculosis gatolja a fagolizoszéma érését, igy tartdsan fennmarad a makrofagokban.

37



Az autofagia indukcidja képes megsziintetni ezt a blokadot és elpusztitani a korokozot, ami 1)
terapias lehetdségeket kinal, kiilondsen rezisztens torzsek vagy hagyomanyos kezelésre nem

reagalo esetekben [109].

I11.5.3.5. Az autofagia szerepe bérdaganatokban, kiillondosképpen melanomaban

Az autofagia kettds szerepet tolt be a daganatok fejlédésében: tumorszuppresszorként
gatolja a daganatképzddést és a sejtek rosszindulati elfajulasat, azonban a karcinogenezis
meginduldsa utdn citoprotektiv mechanizmusként szolgdl a tumorsejtek védelmében,
elosegitve a sejtek tulélését stresszhelyzetekben, példaul hipoxia vagy kemoterapia okozta
karosodas soran eldsegitheti a tumorsejtek tlélését és ndvekedését, igy ,.keétéli” hatast fejt ki.
Mindezek alapjan jelentds szerepe van abban, hogyan reagél egy daganat a terapidra, mivel
hozzajarulhat a kemoterapia- és sugarkezelés-ellenallas, valamint a gyogyszerrezisztencia
kialakuldsédhoz. Kimutattak, hogy laphdmsejtes karcindémak és melanomék fokozott autofagias
aktivitdst mutatnak, amely Osszefliggést mutat a daganatok agresszivitdsdval. Egy 1j
tanulmany szerint az autofigia klorokvin altali gatldsa novelte a luteolin flavonoid altal
kivaltott sejthalalt metasztatikus laphamsejtes karcindbma sejtekben, megerdsitve, hogy az

autofagia fokozott aktivitasa citoprotektiv funkciot tolt be ezekben a daganatokban [110].
A melandma patogenezisében is hangstlyos szerepet kap az autofagia , kétéliisége:

o (Csokkent autofagia eldsegitheti a tumorképzddeést az onkogén stressz, DNS-karosodas

¢s genominstabilitds révén.

o Fokozott autofagia ugyanakkor eldsegiti a mar kialakult melanoma sejtek talélését,

hozz4jarulva a gyogyszerrezisztencidhoz.

Ez a komplex szerep arra utal, hogy az autofagia pontos szabalyozasanak megértése kulcs-
fontossagu lehet 11 terapids megkozelitések kifejlesztésében. Az autofagiat célzé kezelések —
els6sorban gatlod stratégiak — igéretesek lehetnek, kiilondsen, ha jelenlegi terapidkkal (pl.
BRAF gatlas, immunterapia) kombindlva alkalmazzék. Az oxidativ stressz a szabadgyokok és
antioxidansok egyensulyanak felboruldsaval jar, ami sejtkdrosodashoz vezet. Melandmaban
kulcsszerepe van a betegség kialakulasatol az attétképzésig. Bar mérséklése csokkentheti a
sejtek agresszivitasat vagy apoptozist valthat ki, az antioxidansok fokozhatjék a sejtek talélé-
sét, attétképzést és gyodgyszerrezisztenciat. Hossza tavi BRAF-gatlo kezelés (pl. vemurafe-
nib) rezisztens sejtek szelekcigjat idézheti eld, amelyek fokozott reaktiv oxigén szintetdz

(ROS) termeléssel €s redox-valasszal rendelkeznek.

38



Az autofagia hasonloan befolyasolja a melanoma talélését: korai stadiumban tumor-
szuppressziv, eldrehaladott allapotban azonban tamogatja a sejtek fennmaradasat. Kezdeti
stddiumban csokken a proautofagias fehérjék (ATGS, Beclin-1, LC3A/B) expresszidja, mig az
LC3B szint korrelal az attétképzéssel. BRAF- és MEK-gatlok fokozhatjak az autofagiat. Bar
ez gyakran a tumor talélését segiti, bizonyos esetekben — példaul apoptdzis-rezisztens mela-
nomakban — az autofagia altal kivaltott sejthalal terapidsan kedvezd lehet. Az autofagia az
oxidalt molekuladk lebontasaval kozvetleniil is hat az oxidativ stresszre [111].

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az autofigia betegségtdl és kontextustol fiiggéen lehet
védo vagy karos: bordaganatokban eldsegitheti a tulélést és rezisztenciat, fertézésekben vi-
szont tamogatja a kérokozok eltavolitasat. Célzott szabalyozasa igéretes terapids irany a bor-

gyogyaszatban.

Daganatok Psoriasis

Mormal sejtekben
Tumorszuppresszor
Tumorsejtekben
tulélési mechanizmus

Fertded betegsépek
Kdrokordk behatoldsa
ellen wéd
Celluldris homeosztdzls
fenntartdsa

Hiperpigmentacid
Melanogenesis
szabdlyozdsa
Keratinocytak
differenciacidja

Gyulladsst és
keratinocyta
proliferacidt csikkenti
Baktériumok
eliminalasat eldsegiti

SLE
Megemelkedett
autofagia eldsegiti a B
és T limfocitak
proliferacidjat,
tulélését

Vitiligo \
Melanocytdk tdlélését ds
proliferdcdjit el Gsegitl
Cltoprotektiv wilaszok a
kdrnyezet| és celluldris
stresszhatdsokra

9. Abra. Az autofagia fontos szerepei az egyes bérbetegségekben. Tosaki A és mtsai., 2023 [102].



III.6. A hemoxigenaz-1 szerepe sziv-és érrendszeri betegségekben, daganatokban,

valamint kapcsolodasa az autofagiahoz

A hemoxigenaz-1 (HO-1) egy stressz-indukéalhaté enzim, amely a hem lebontdsaban
jatszik kulcsszerepet, €s a folyamat soran biliverdint, szén-monoxidot (CO) ¢és szabad vasat
termel. Ezek a molekuldk antioxiddns, gyulladiscsokkentd és sejtvédd tulajdonsagokkal
rendelkeznek [112, 113]. A HO-1 expresszioja oxidativ stressz, gyulladasos citokinek,
hipoxia vagy bizonyos gyogyszerek hatdsara fokozodik, €s szabadlyozasdban az Nrf2—ARE
jelatviteli utvonal meghatarozo szerepet jatszik [114]. A HO-1 autofagiaval vald kapcsolata
egyre inkdbb a figyelem kozéppontjaba keriil, mivel mind daganatokban, mind
szivbetegségekben jelentds hatassal van a sejtek tulélésére és miikodésére [115].

Sziv- és érrendszeri betegségekben a HO-1 tilnyomorészt védd hatasu: javitja az endotél
funkciot, mérsékli az oxidativ stresszt, csokkenti az iszkémia-reperfuzios karosodasokat,
valamint géatolja az apoptozist, ezaltal hozzajarul a szivizomsejtek taléléséhez és a sziv
funkciojanak megérzéséhez. A HO-1 altal termelt bilirubin ¢és szén-monoxid
gyulladascsokkentd, anti-apoptotikus ¢és immunmoduldlé hatasa. A HO-1 indukcidja
csOkkenti az oxidativ stresszt, amely kulcsszerepet jatszik az ateroszklerdzis, szivinfarktus és
mas kardiovaszkuldris betegségek kialakuldsdban. A HO-1 emelkedett expresszidja védelmet
nyujthat iszkémias-reperfuzidés kéarosodas ellen, példaul szivmiitétek vagy transzplantacio
soran. Klinikai és preklinikai vizsgalatok szerint a HO-1 indukcidja csokkenti az infarktus
méretét, javitja a bal kamrai funkciot, és mérsékli az I/R altal kivaltott gyulladasos valaszt.
Ezen hatasok révén a HO-1 nemcsak biomarkerként, hanem terdpias célpontként is jelentds
lehet a szivbetegségek kezelésében, kiilondsen iszkémias-reperfiizids karosodas és szivizom
elhalas esetén, a HO-1 autofagiat serkentdé hatdsa védelmet nyujt a sejtkdrosodés ellen.
Kisérleti modellekben kimutattak, hogy a HO-1 indukcidja csokkenti a sejtszeneszcenciat (a
HO-1 aktivalasa (pl. heminnel) csokkenti a szeneszcencia markerek (p53, pl6) szintjét,
mikdzben noveli a lamin B expresszidjat, ami a sejtek fiatalabb fenotipusat jelzi, javitja a
szivizom funkciojat, egyben mérsekli a gyulladdsos valaszokat is [116, 117].

Daganatos sejtekben a HO-1 kettds szerepet tolt be: egyrészt citoprotektiv, masrészt
tumorprogressziot eldsegitd hatasti [118]. Az autofagia aktivdldsa révén a HO-1 segiti a
tumoros sejtek talélését stresszes kornyezetben, példaul kemoterapia vagy hipoxia esetén,
ugyanakkor bizonyos koriilmények kozott a HO-1 talzott aktivacioja ferroptozist valthat ki —

egy vasfiiggd sejthalalformat, amely terapias célpontként is alkalmazhat6 lehet. A HO-1 altal
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indukalt autofagia tehat lehet tumorvédd mechanizmus, de megfelelé farmakologiai
beavatkozassal tumorellenes hatas is kivalthato [119].

A HO-1-gyel foglalkozé kutatasok tobb irdnyuak, a meglévd tudads alapjan tehat
kiemelendd, hogy mig a szivbetegségekben a fokozott HO-1 expresszioja terapids elonyt
jelent, addig a melanomaban, a HO-1 hatasa ellentétes irany: magas expresszidja el0segiti a
tumorsejtek tulélését az apoptdzis gatlasa révén, szabalyozza az autofagiat oly modon, hogy
az stresszhelyzetben a sejt fennmaradasat tdmogassa, és serkenti az angiogenezist, ami
fokozza a daganat ndvekedését €s attétképzo képességét. Ez a kettds természet magyarazza,
hogy mig sziv-érrendszeri betegségekben a HO-1 indukcioja terapidsan kedvezo lehet, addig
melandémaban inkédbb a HO-1 gatlasa jelenthet elényt [120].

Uvealis melanomaban a HO-1 expresszidja Osszefiiggésben all az immunsejtek (pl. CD8*

........

crer

eldsegiti az apoptodzist, és blokkolja a sejtciklust a GO/G1 fazisban.

A HO-1 immunmoduldlé hatdsa révén 1) immunterapias célpontként szolgalhat,
kiilonosen olyan esetekben, ahol a klasszikus immunellendrzépont-gatlok (anti-CTLA-4, anti-
PD-1) nem hatékonyak.

Osszegzésként elmondhaté tehat, hogy a HO-1 és az autofagia kozotti kapcsolat komplex
¢s kontextusfiiggd. Daganatokban a HO-1 altal indukalt autofigia eldsegitheti a sejtek
tulélesét, de megfeleld beavatkozassal sejthalalt is kivalthat. Szivbetegségekben viszont az
autofagia aktivalasa a HO-1 révén védd hatast, csokkenti az oxidativ stresszt és a
sejtszeneszcenciat. Ez a kettds szerep teszi a HO-1-et igéretes célponttd mind onkologiai,
mind kardiologiai terapidkban [122].

Itt szeretném hangstlyozni, hogy mivel munkam két kiilonallé témara épiil, mely idében
is egymastol kiilon késziilt, igy a modszerek leirdsanak és kovetésének konnyebbsége végett
mindkét munka modszertani részét kiilon fejezetekben targyalom, ezzel segitve az olvaso
szdmara a megértést. A késObb megjelent publikacidhoz kapcsoloddé modszereket és techni-
kéakat targyalom elsdként, azt kovetden pedig a korabban megjelent publikdcidhoz tartozéd

modszertant és eredményeket.
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IV. Anyagok és modszerek 1.

IV.1. Vegyiiletek

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

A Vemurafenibet (PLX4032, kereskedelmi néven Zelboraf; a B-Raf enzim szelektiv in-
hibitora, > 98%-os tisztasag) a Mercktdl (Merck, Darmstadt, Németorszag) szereztiikk be. A
vizsgalt vegyliletek torzsoldatait dimetil-szulfoxidban (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MS,
USA) készitettiik el, majd -20 °C-on taroltuk alkalmazasig. A sejttenyésztési kisérletek soran
a torzsoldatokat sejttenyésztd médiummal higitottuk és 1,25 uM és 80 uM kozotti tartomény-

ban alkalmaztuk a sejteken torténd vizsgalatokhoz.

IV.2. Kisérleteinkhez alkalmazott sejtkultirak

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

Annak érdekében, hogy feltérképezziik az LE-127/2 esetleges citotoxikus hatasat egyéb,
nem hdmeredetli nem malignus sejtvonalakra is, patkany eredeti H9¢2 kardiomioblaszt, va-
lamint egér eredetli NIH-3T3 fibroblaszt sejtvonalakat is hasznaltunk, amelyeken ugyszintén
elvégeztiik az LDH citotoxicitasi vizsgalatot.

Minden sejtvonalat az American Type Culture Collection-tdl (ATCC, Rockville, MD,
USA) szereztiink be. A sejtek tenyésztése DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Bi-
osera, Cholet, Franciaorszag) sejttenyészté médiumban tortént, amelyet 10% magzati szar-
vasmarha szérummal (FBS; Biosera, Cholet, Franciaorszag), valamint antibiotikumokkal (100
U/mL penicillin és 100 pg/mL streptomycin) egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO: /
95% levegd aranyt, parasitott inkubatorban tartottuk fenn a kovetkezd passzalasig és a kisér-
letek soran.

Megemlitendd, hogy az A2058 és WM35 melanoma sejtvonalak BRAF mutéciot hordoz-
nak, mig a WM3000 egy metasztatikus melanoéma sejtvonal, amely az N-RAS gén 61.
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mutat, azonban mindhdrmat 0sszevetve a WM35 proliferacios rataja a legalacsonyabb.

IV.3. LDH citotoxicitasi assay nem malignus eredetii sejteken

Az LE-127/2 és annak anyavegylilete, a CBG citotoxikus hatasdnak vizsgalatdhoz human
HaCaT, patkény eredetli H9¢c2 kardiomioblaszt, valamint egér eredetli NIH-3T3 fibroblaszt
nem malignus sejtvonalakat hasznaltunk. A sejteket 6 x 10° sejt/lyuk stirliségben ndvesztettiik
127/2-t vagy CBG-t tartalmazé oldattal inkubaltuk dket (1,25 uM — 80 uM) 24-72 o6rén
keresztiil.

A CyQUANT™ LDH Citotoxicitasi Assay-t (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alkalmaz-
tuk a sejthalal detektalasara, amely szinreakcion alapulo eljarassal méri a sejtekbdl a médi-
umba felszabadul6 laktat-dehidrogendz (LDH) mennyiségét. A vizsgalat soran a kezeletlen
kontroll- és kezelt sejtek médiumabol mintakat vettiink 24, 48 és 72 ora elteltével, majd eze-
ket uj 96-lyuku plate-re helyeztiik, majd pedig mindenegyes lyukhoz hozzaadtuk a kithez mel-
1€kelt reakciokeveréket. A reakcidt 30 perces inkubacid utan leéllitottuk, majd az abszorb-
anciat 490 nm-es hulldmhosszon mértiik mikroplate alapu spektrofotométeren (Fluostar OP-

TIMA - BMG Labtech, Offenburg, Németorszag).

IV4. Sejtproliferacios aktivitas meghatarozasa WM35, A2058 és WM3000 sejteken
LE-127/2, CBG és vemurafenib kezelés hatasara

A sejtek proliferacios aktivitasat a CellTiter-Blue® sejtproliferacids teszttel (Promega,
Madison, WI, USA) hataroztuk meg, amely az €10 sejtek azon képességén alapul, hogy egy
redoxfestéket (rezazurin) fluoreszcens termékké (rezorufin) alakitanak. Az életképtelen sejtek,
amelyek elveszitik metabolikus aktivitasukat, nem képesek fluoreszcens jelet generalni [123].

A WM35, A2058 ¢s WM3000 melanoma sejtvonalakat 6 x 10* sejt/lyuk striiségben
tenyésztettiik 96 lyukt plate-en, sajat médiumukban (DMEM), majd 24 6ran keresztiil inku-
(2,5 uM — 80 uM) LE-127/2-el, CBG-vel, illetve vemurafenibbel kezeltiik. Mivel minden
vegyiiletet DMSO-ban oldottunk, igy a kontrollcsoportok olyan médiumot kaptak, amely csak
DMSO-t tartalmazott a vegyiiletek helyett (abban a legmagasabb koncentracidoban, amely az
adott vegylilet esetében is a legmagasabb koncentracio volt, igy tudjuk mérni, hogy az al-
talunk észlelt hatds nem a DMSO-ra adott valasza a sejteknek).
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A kezeléseket 24-72 6ran keresztiil végeztiikk 37 °C-on, 5% CO: / 95% levegd aranyu,
parasitott inkubatorban, majd a sejtproliferacié mértékét 24 oranként detektaltuk. Minden
mérés elott a médiumot eltavolitottuk a lyukakbol, és friss, vegyiiletmentes médiummal
helyettesitettiik, majd a gyartd ajanlas alapjan CellTiter-Blue reagenst adtunk a sejtekhez, ezt
kovetden a sejteket még tovabbi 2 oran at inkubaltuk 37 °C-on.

A fluoreszcencia intenzitasat 560 nm gerjesztési €s 590 nm emisszids hullamhosszon de-

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

IV.S. A sejtek koloniaképzo képességének vizsgalata

A tumorsejtek koloniaképzésére alkalmazott vizsgalat a sejtek korlatlan proliferacios ké-
pességét méri, vagyis azt, hogy a sejtek képesek-e nagyméretii koloniat vagy klont alkotni
(Munshi et al., 2005). Egysejtes szuszpenzio eldallitasat kovetden a sejteket 6 x 10° sejt/lyuk

stirliségben tenyésztettiik 6 lyuku plate-en. A sejteket a kitapadast kovetéen novekvd koncen-

crer
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utan megszakitottuk, majd a sejteket jéghideg foszfatpufferes sdoldattal (PBS) mostuk at. Ezt
kovetden a sejteket metanol-ecetsav (3:1 aranyl) keverékében fixaltuk, majd a lemezeket
0,1%-o0s kristalyibolya oldattal (Crystal Violet, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA) festettiik
10-15 percen keresztiil, 25 °C-on. A felesleges festéket desztillalt vizzel lemostuk, majd a
lemezeket szobahomérsékleten kiszaritottuk. A festett koloniakat fotokkal dokumentaltuk,
majd a sejtkolonidkat 2%-os natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldatban reszuszpendaltuk a kvan-
tifikdciohoz. Az abszorbancia mérését 570 nm-en végeztiik a BioTek mikroplate-olvasé rend-

szerrel (BioTek, Winooski, VT, USA).

IV.6. Fehérje expresszio analizis

IV.6.1. Fehérje izolalas és BCA assay

A fehérje izoldlashoz a sejteket sejtkaparoval gytjtottiik 0ssze jéghideg lizis pufferben
(M-PER szoveti lizis kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), amelyhez protedz-
¢s foszfatdz-inhibitorokat adtunk. A sejtlizist jégen, 30 percen keresztiil végeztiik, majd a
mintakat 20 000 rpm fordulatszamon, 4 °C-on tovabbi 20 percig centrifugaltuk. A feliiluszok

Osszegyljtését kovetden a fehérje koncentraciokat BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, USA) alkalmazéasaval hataroztuk meg, ahol standardként szar-
vasmarha szérumalbumint (BSA) hasznaltunk. A fehérjemintdkbol eldkészitett alikvotokat

Western blot és autofagids array analizishez hasznaltuk fel.

IV.6.2. Az autofagia array kivitelezése

A sejtes folyamatok barmely tipusti szabalyozasa olyan Osszetett mechanizmus, amely
gyakran tobb fehérje egyiittes részvételét igényli. Az utobbi idében, a technologiai fejlodés
eredményeként, egyre elterjedtebbé valt a multiplex fehérjéket érinté mechanizmusok vizsga-
lata array technoldgia alkalmazasaval. Ennek legfobb elonye, hogy egyszerre tobb fehérje
detektalasa valik lehetévé, majd az eredmények alapjan a kivant fehérjék expresszidja me-
gerosithetd a klasszikus Western blot mddszerrel.

Tanulmanyunkban az autofagiadval kapcsolatos fehérjék elemzésére Human Autofagia
Array-t hasznaltunk (Assaygene, SARB0023, Dublin, frorszag). A sejtproliferacios tesztek
eredményei alapjan valamennyi human kutdn melanoma sejtet egy Kkitiintetett koncen-
tracioval, a 20 uM LE-127/2 vegylilettel kezeltiink 48 o6ran keresztiil, majd az izolalt fehé-
rjéket az array analizishez hasznaltuk fel, a gyart6 altal biztositott protokoll szerint. Az egyes
pontok intenzitdsat ChemiDoc Imaging System késziilékkel (Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA) detektaltuk.

IV.6.3. A fehérje expresszio vizsgalata Western blot modszerrel

A fehérjekoncentracié meghatarozasat kovetden a mintdkat 4x Laemmli pufferrel higitot-
tuk, majd 95 °C-on 8 percig forraltuk. Ezt kdvetden Osszesen 40 pg fehérjét futattunk 12%-os
natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélen SDS-PAGE technikaval. Molekulatomeg-
markerként a Precision Plus Protein Dual Color Standards-t alkalmaztuk (Bio-Rad Laborato-
ries #1,610,374, Hercules, CA, USA). A gélelektroforézist kovetden a fehérjéket PVDF
membranokra transzferaltuk (Immuno-Blot® PVDF Membrane, Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA), amelyeket ezt kdvetden 1 oran keresztiil szobahémérsékleten 5%-os zsir-
szegény tejjel blokkoltunk 0,1% Tween-20-t tartalmazé Tris-pufferes sdoldatban (TBST).

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

Masnap a membranokat haromszor mostuk TBST oldattal, majd tormaperoxidaz-
konjugalt, kecskébdl szarmazé anti-nyul szekunder antitesttel inkubaltuk (Thermo Fisher Sci-
entific, San Diego, CA, USA). A jel detektalasat kemilumineszcencids modszerrel végeztiik
Clarity Western ECL Substrate alkalmazéasaval (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA),
a jelet a ChemiDoc Touch Imaging System segitségével jelenitettiik meg (Bio-Rad Laborato-
ries, 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 hdrom ismétlésben végeztiink el. A kiér-
tékelés soran a kezelt mintakhoz tartoz6 savintenzitas értékeit a kezeletlen kontrollmintadkhoz

viszonyitva normalizéltuk.

IV.6.4. LC-3 expresszio detektalisa melanoma sejtekben immunfluoreszcens jeloléssel

Az LC-3 expresszidjanak kimutatasat WM35, A2058 és WM3000 sejtvonalakon, 48 6ran
keresztiil 20 uM LE-127/2 kezelést kdovetden immunfluoreszcens jeloléssel végeztiik. A sejte-
ket fedélemezen tenyésztettilk, amelyeket 6 lyukt sejttenyésztd plate-be helyeztiink. Ezt
kovetden a sejteket metanollal fixaltuk, foszfatpufferes sooldattal (PBS) mostuk, majd 0,1%-
os TRITON-X oldattal permeabilizaltuk, majd egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk az LC-3
elleni elsédleges ellenanyaggal (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), amelyet
1:100 aranyban higitottunk 1%-o0s BSA-t és 0,1% Triton-X-et tartalmazo6 oldatban. Masnap a
targylemezeket 1x PBS-ben, 0,05%-o0s Triton-X oldatban mostuk, majd 1 6ran at inkubaltuk
fluoreszcensen jelolt, nyul eredetli 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 tartalmazo oldatban 1:1000 aranyban higitottunk ki. Az inkubalast kovetden a
targylemezeket ismét haromszor mostuk, majd 1%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk. Ezt
A mintakat invert fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk (Carl Zeiss AG, Jena, Németor-

Szag).

IV.7. Statisztikai analizis

Az eredményeket hdrom egymastol fliggetlen kisérlet alapjan szamitottuk ki. A sejtprolif-

eracios €s citotoxicitasi vizsgalatokbol, valamint a Western blot analizisekbdl szarmaz6 ada-
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tokat parositatlan Student z-probaval elemeztiik. A statisztikai kiértékelést a GraphPad Prism
szoftverrel végeztiik (5.01-es verzid; San Diego, CA). A statisztikai szignifikancia hatarér-

tékét p < 0,05-ben hataroztuk meg.

V. Anyagok és modszerek II.

V.1.Sejtkultura

Patkany H9c¢2 sejteket tenyésztettiink Dulbecco’s modifies Eagle’s médiumban (DMEM),
amely tartalmazott 10% magzati szarvasmarha szérumot (FBS), és 1%-os Penicillin-
Streptomycin antibiotikumot. Inkubaltuk a sejteket 37 °C-on 5%-o0s széndioxid jelenlétében.
A sejtszamot pedig 75 cm’-es sejttenyésztd {ivegben tovibb novesztettiik. Passzalasokat
alkalmaztunk, amikor elérték a 60-70%-os konfluenciat. Ezt kdvetden a kitapadt sejtekrol
eltavolitottuk a még megmaradt médiumot, majd PBS-sel (Phosphate buffered saline,
pH=7,4) atmostuk, és tripszin-EDTA oldattal 15 perc inkubalast kovetden vittiik a sejteket
szuszpenzidba. Ezutan centrifugalas kovetkezett 6 percig 1100 rpm fordulatszdmon 26 °C-on.
A tripszin tartalmi médiumot eltavolitottuk a leiilepedett sejtekrdl, és a leiilepedett sejteket 0j
szérumot tartalmazd médiumba vittiikk. A sejteket tovabb kezeltiik és sejttenyésztd livegekbe

vittlik koriilbeliil 100.000 darab sejt/ml-es mennyiségben.

V.2. In vitro hipertrofia indukalasa

A HOc2 sejteken torténd hipertrofia kialakitasa céljabol a sejteket endothelin-1-gyel (ET-
1, E7764, Sigma) kezeltiik [124] és azt tanulméanyoztuk, hogy Osztrogénnel (B-estradiol, E2,
E2758, Sigma) torténd elOkezelést kovetden miként kovetkezik be a sejtek hipertrofias
valaszreakcidja. Ezért a szérumot tartalmazé médiumrdl atvaltottunk szérummentes, 1%
antibiotikumot tartalmaz6 DMEM médiumra, amellyel 24 oran keresztil 37 °C
hémeérsékleten, 5% széndioxid tartalom jelenlétében inkubaltuk a sejteket. 24 ora elteltével az
ET-1-et kiilonb6z6 koncentraciokban (100 nM, 1000 nM és 10.000 nM) hozziadtuk a
sejtekhez. Az 1000 nM ET-1-gyel kezelt sejtcsoportot 6 oraval kordbban 200 nM E2-vel
elokezeltiik. A kezelést egymast kdvetd két napon at megismételtiik, majd a sejtekbdl ujabb

felhasznalas céljabol RNS-t és fehérjét izolaltunk.
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erer

A HO9c2 sejteket morfologiai vizsgalatok céljabol 24 lyuku TPP plate-re helyeztiik azért,
hogy azok a targylemezre tapadjanak le, nagyjabol 8000 darab sejtszammal [125]. A sejteket
tovabb kezeltik a fentebb ismertetett modon, majd fluoreszcens mikroszkoppal
tanulmanyoztuk azokat, a sejteket pedig fluoreszcens festékekkel lathatova tettiik. A
hipertréfids stimulust kovetden 4% formalinnal fixaltuk a sejteket 15 percen at, majd 0,1%
Triton-X hozzdadasaval 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 lathatova tettiik. Fluoreszcens
mikroszkoppal (Zeiss Axio Scope.Al) fotéoztuk a sejteket, majd a ZEN 2012 program
alkalmazaséaval meghataroztuk a méretiiket, csoportonként 200 darab sejtet vizsgaltunk meg

és az eredményeket pm?>-ben adtuk meg.

V 4. Sejtek életképességének meghatarozasa MTT segitségével

A HOc2 sejtek életképességét vizsgaltuk ugy, hogy az ET-1-gyel, valamint 6sztrogénnel
torténd kezelést kovetden milyen mértékii a sejtek életbenmaradasi képessége. Ehhez a
kardiomioblasztokat 96 lyuka TPP mikroplate-en életben tartottuk, ndvesztettiik, wellen-ként
(mikroplate) ~2500 darab sejtszdmmal. A szérummentes médiummal a lecsendesitett sejteket
kezeltiik ET-1-gyel, majd néhany csoportot Osztrogénnel is. 48 ora elteltével a sejteket
tartalmaz6 médiumhoz adtuk a sarga MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) oldatot 5 mg/ml koncentracioban PBS oldatban. Ezt a
képzddott vegyiiletet az €16 sejtek a mitokondriumokban lila szinii formazan kristalyokka
alakitjak at. Az oldat hozzaadasa utan kétoras inkubalas kovetkezett 37 °C-on. Az 1d6 letelte
utan a festéket tartalmaz6 médiumot eltavolitottuk, és a képzddott lila kristalyokat izopropil-
alkoholban szuszpendaltuk. Harminc percre termosztatba helyeztiik a mikroplate-et 37 °C-os
homérsékletre, majd FLUOSTAR Optima spektrofotométerrel meghataroztuk az

abszorbanciat 570 nm és 690 nm hullamhosszon.

V.5. HO-1 fehérjeexpresszio meghatarozasa H9c2 sejtekben

A H9c2 kardiomioblasztokat (kb. 100 000 sejt/csoport) 1000 nM ET-1-gyel, 200 nM B-E-
vel, illetve a két vegylilet kombinacidjaval kezeltiik. Az etanol (0,01%) olddszerként

szerepelt. A 48 Oras inkubaciot kovetden a HO-1 fehérjeszintet a kontroll és kezelt

48



sejtcsoportokban a Debreceni Egyetem Elelmiszeranalitikai Laboratoriuméaban hataroztuk
meg a StressXpress™ Human HO-1 ELISA Kit (Enzo Life Sciences International, USA)
segitségével.

A sejteket 96-lyukti lemezben inkubaltuk antihuman HO-1 antitesttel bevont kutakban,
majd masodlagos antitesttel és a kithez tartozé 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.

V.6. Western blot vizsgalatok (in vitro és in vivo)

A HOc2 sejtekbdl (~ 100 000 sejt) nyert mintakat 25 mM Tris-HCI-t, 25 mM NaCl-t, 1
mM ortovanadatot, 10 mM NaF-ot, 10 mM pirofoszfatot, 10 mM okadainsavat, 0,5 mM
EDTA-t, | mM PMSF-et és proteazgatld keveréket tartalmazé pufferben homogenizaltuk. A
centrifugalasi lépéseket kovetden a fehérjekoncentraciot BCA mddszerrel hataroztuk meg.
Mintanként ~ 100 pg fehérjét futtattunk 12%-os poliakrilamid gélen, majd a fehérjéket PVDF
membranra transzferaltuk.

A membranokat 5%-os sovany tejjel blokkoltuk, majd egy éjszakan 4 HO-1 (1:1000,
Abcam, UK) és GAPDH (Cell Signaling Technology, USA) elleni antitesttel inkubéltuk. Ezt
kovetden HRP-konjugalt masodlagos antitesttel (1:3000) kezeltilk, majd Clarity ECL
Substrate segitségével tettiik lathatova a savokat (Biorad). A filmre expondlt blottokat
digitalizaltuk, és az Imagel szoftverrel értékeltiik.

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

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

V.7. A HO-1 expresszio stimulacidja in vivo koriilmények 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) el6irasainak megfeleléen
tortént, a Debreceni Egyetem Allatkisérletes FEtikai Bizottsaganak engedélyével
(engedélyszam: 3/2012/DE MAB).
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Az allatokat 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 vegylilet kombinacidjaval. 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 formaban, négy parhuzamos mérés medidn értékeként fejeztiik ki.

V.8. Statisztikai elemzés

A sejtfelszin teriiletét, a sejtek életképességét ¢és a HO-1 expresszidot egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA), majd Dunnett-teszttel értékeltiik [126]. A kezelt csoportokat a
kezeletlen kontrollhoz (C) vagy az ET-1-gyel (1000 nM) kezelt csoporthoz hasonlitottuk. Az
adatokat atlag+standard hiba (SEM) formdjdban tiintettiik fel, és a kiilonbségeket *p<0,05

esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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VI. Eredmények 1.

VI.1. Az LE-127/2 és a CBG anyavegyiilet citotoxicitasanak vizsgalata LDH mérésen

alapul6 assayvel

Az LDH a leggyakrabban alkalmazott marker 10j, potencialis gydgyszerjeldltek citotoxi-
kus hatasanak vizsgdlatara. A plazmamembran karosoddsa az LDH sejttenyészté médiumba
torténd kidramlasahoz vezet. Ennek megfeleléen az extracellularis LDH tartalom egy kapcsolt
enzimreakcioval kvantifikalhato, amely soran az LDH a laktatot piruvatta alakitja, mikdzben a
NAD* NADH-v4 redukalodik.

Az eredményeink értékelése soran az LDH felszabaduldsat a mintdk 490 nm-en mért ab-
szorbancidjanak szazalékos ardnyaban szamoltuk a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Harom
egymastol fliggetlen kisérletet végeztiink, minden LE-127/2 és CBG koncentraciohoz harom
ismétlés (triplikdtum) tartozott. Figyelemreméltd, hogy maga a CBG mar 10 pM-os alkalma-
zott koncentracio esetén is szignifikdnsan csokkentette a HaCaT sejtek novekedését, vagyis a
CBG mar viszonylag alacsony koncentracidoban toxikus hatassal bir az ép sejtekre, a keratino-
citdkra. A sejtnovekedés drasztikus csokkenését a CBG-kezelést kdvetd 72 oraban figyeltiik
meg (10. Abra, A).

Kiemelendd, hogy a CBG-vel ellentétben még 80 uM-os LE-127/2-vel torténd kezelést
kovetden sem mértiink a HaCaT sejteken szignifikans sejtkarosodast (10. Abra, B). Az inverz
mikroszkopos morfoldgiai megfigyelés (Nikon Eclipse TS 100, Minoto City, Tokid, Japéan)
soran sem lattunk jelentds elvaltozast a LE-127/2-vel kezelt nem tumoros eredetli HaCaT sej-
tek esetében.

A LE-127/2 citotoxikus hatasdt mas nem-malignus sejttipusokon is vizsgaltuk (H9c2 és
NIH-3T3 fibroblaszt sejtek), amelyeket a 2. Melleklet szemléltet. A H9c2 sejtek esetében
szignifikans sejtpusztulas csak 40 uM LE-127/2 kezelést kovetden, 48—72 oraval a kezelés
megkezdése utan volt megfigyelhetd, mig a CBG 20 uM-os koncentracional mutatott toxici-

tast ezeknél a sejteknél (1. Melléklet, A és B).
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10. Abra. A CBG és az LE-127/2 citotoxikus hatasanak detektaldsa az LDH felszabadulasanak mérésével
HaCaT sejteken (A, B). 6 x 10° sejtet 96 lyukt plate-en novesztettiink, majd a sejteket emelked6 doézisu
CBG-vel vagy LE-127/2-vel kezeltik (1,25 uM-t6l 80 uM-ig, 24-72 o6ran keresztiil). Vivéanyagként
DMSO-t (CTRL) hasznaltunk. Az LDH aktivitasat 490 nm-en mértiik a kezelt sejtek tapfolyadékabol vett
mintakbol. *p < 0,05 — az LE-127/2 vagy a CBG kezelés szignifikancia szintjét jelzi. Az adatok az atlag
(n=3) + szoras (S.D.) formajaban keriiltek abrazolasra, a vegyiiletekkel kezelt sejtek kezeletlen sejtekhez

viszonyitott normalizalt abszorbancia értékeként.

52



Figyelemre mélto, hogy a fibroblaszt sejtek mutattdk a legkisebb érzékenységet a LE-
127/2-vel tortént kezelésre. Hasonldan a HaCaT sejtekhez, ezek is csak 80 uM LE-127/2 ke-
zelést kovetden mutattak érzékenységet, és 48 oraig nem volt kimutathatd szignifikéns citoto-
xikus hatas. Ezzel szemben a CBG mar 20 uM-os koncentracidban is toxikus volt a fibrob-
laszt sejtekre (1. Melléklet, C és D).

Ezt kovetden a felezési gatlasi koncentraciot (ICso) is meghataroztuk a GraphPad Prism

szoftver nemlinedris regresszids analizisének segitségével (2. Melléklet).

VI1.2. Az LE-127/2, CBG és a Vemurafenib citotoxikus hatiasanak osszehasonlitasa és

vizsgalata melanoma sejtvonalakon

Az LE-127/2 vegyiilet citotoxikus hatdsanak vizsgéalata végett harom kiilonb6z6 human
kutdn melanoma sejtvonalat (WM35, A2058 ¢s WM3000) hasznéltunk. AZ LE-127/2 hatasat
a CBG anyavegyiilet, valamint a vemurafenib, mint terapias hatassal bir6 szer, citotoxicitasa-
val vetettiik 6ssze. A kisérleteinkhez a hatdanyagokat novekvé koncentraciokban (2,5 uM-tol
80 uM-ig) adagoltuk a melandoma sejteknek. A sejtek proliferacids aktivitasat 24, 48 és 72
oran keresztiil kovettiik nyomon a CellTiter-Blue assay segitségével (11. Abra).

A proliferacios aktivitast fluoreszcencia értékek alapjan hatdroztuk meg, majd az ered-
ményeket a kezeletlen kontrollhoz (DMSO) normalizaltuk (11. Abra, A-I). Az eredmények
alapjan a vemurafenib minden vizsgalt melanéma sejtvonal esetében hatékonyabban gatolta a
esetén is szignifikans csokkenést eredményezett (11. Abra, G, H, I). Leghatékonyabbnak a
WM35 sejtek esetében bizonyult: a vemurafenib mar a kezelést kovetd 24 draban jelentdsen
gatolta a sejtproliferaciot a sejtek kozel 90%-anak puszulasat eredményezve (11. Abra, G).

A CBG vegyiilet szintén hatékonyabbnak bizonyult, mint az Gjonnan eldallitott szinteti-
ki. 5 pM-os koncentracional mar szignifikdnsan csokkentette a sejtproliferacidt, mig a
WM3000 sejtvonal esetében mar 2,5 uM koncentracio is szignifikans gatld hatast mutatott
(11. Abra, D, E, F).

A vemurafenibhez és a CBG-hez képest az LE-127/2 minden vizsgalt sejtvonalban gyen-
gébb sejtproliferacio-gatld aktivitdst mutatott. Az LE-127/2 szignifikans gétld hatdsa csak 20
uM koncentracional volt mérhetd mindharom sejtvonalban, ugyanakkor mar 24 és 48 6ra utan
is kimutathat6 volt némi hatés. Statisztikailag szignifikdns kiilonbséget (p<0,05) azonban csak

72 6ra elteltével figyeltiink meg. Kivételt jelentett az A2058 sejtvonal, amely érzékenyebbnek
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bizonyult az LE-127/2 vegyiiletre, mint a masik két melandma sejtvonal. Ennek megfeleléen
a LE-127/2 doézis- és id6fliggd hatasat figyeltilk meg valamennyi vizsgélt melanoma sejtvo-
nalra vonatkozdan (11. dbra, A, B, C).

A vemurafenib, a CBG és az LE-127/2 hatékonysaganak osszehasonlitasa soran (11. Ab-
ra) megallapitottuk, hogy 20 uM alkalmazott koncentraci6 esetén mindharom vegytilet szigni-
fikansan gatolja a sejtproliferaciot az Osszes vizsgéalt human melandma sejtvonal esetében.
Fontos kiemelni, hogy bar az LE-127/2 hatasa csak magasabb koncentraciok esetén volt ki-
mutathat6 a vemurafenibhez ¢s a CBG-hez képest, toxikus hatast a nem-malignus HaCaT
sejtekre csak 80 uM koncentracioban fejtett ki, vagyis az €p, nem daganatos sejtek Iényegesen

kevésbé érzékenyek az LE-127/2 vegyiilet alacsonyabb koncentracioira.
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11. Abra. Az A2058, WM35 és WM3000 sejtek proliferacios aktivitisa LE-127/2-vel (A—C), CBG-vel (D-F)

e

vel, CBG-vel vagy vemurafenibbel kezeltiik (2,5 uM-t6l 80 uM-ig) 72 6ran keresztiil, majd a sejtek proliferacios

aktivitasat hataroztuk meg. A kezelések hatasara a szignifikdns kiilonbségeket kétutas ANOVA elemzés
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segitségével hataroztuk meg, * p < 0,05. Az adatok az atlag (n=3) + szoras (S.D.) formajaban keriiltek

abrazolasra.

VIL.3. A sejtek koloniaképzo képességének vizsgalata

Klonogén sejt-tulélési vizsgalatokat alkalmaztunk annak érdekében, hogy megfigyeljiik
az LE-127/2 vegylilet hatisat human kutdn melandéma sejtvonalak (WM35, A2058 és
WM3000) koloniaképzd képességére. A sejtproliferacios aktivitds vizsgalatanak eredményei
alapjan a sejteket az LE-127/2 vegyiilettel ndvekvo koncentracioban kezeltiik (5—80 uM) két
héten keresztiil, 37 °C-on, 5%-0s CO2, 95% levegd jelenlétében torténd inkubdalassal, majd
koloniaképzddési vizsgalatnak vetettiik ald dket.

A 12. Abra szemlélteti, hogy az LE-127/2 hatékonyan gatolta a sejtek kolonia képzodését
mindharom sejtvonal esetében. A WM3000 és A2058 sejtek hasonld koloniaképzd képességet
mutattak, és mindkét sejtvonalban az LE-127/2 mar alacsony, 1020 uM koncentracioban is
jelentésen csokkentette a sejtek koloniaképzodését. Azonban az LE-127/2 hatékonyabban
gatolta a koloniaképzddést az A2058 és WM3000 sejtekben 10 uM koncentracional, mint a
WM35 sejtekben (12. Abra). A vizsgalt sejtvonalakban a kolonidk szama koriilbeliil 2—3-
szoros csokkenést mutatott 20 pM LE-127/2 alkalmazdsa esetén a kezeletlen
kontrollcsoporthoz képest.

A klonogén képzddési vizsgalat soran kapott eredmények Osszhangban vannak a sejtpro-
liferacidos vizsgalatok adataival, az LE-127/2 vegylilet hasonld mértékii, intenziv
sejtnovekedeés- €s koloniaképzddés-gatlast mutatott 20 pM koncentracional, €és a humén kutan

melandma sejtekre gyakorolt hatasa dozis- és id6fiiggd modon érvényesiilt (12. Abra).
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12. Abra. Az LE-127/2 kezelés hatasa az A2058 (A), WM35 (B) és WM3000 (C) sejtek kolonia képzddésére. A
sejteket LE-127/2-vel kezeltiik, majd 37 °C-on, 5% CO2-t és 95% levegdt tartalmazo inkubatorban tenyésztettiik.
A kisérlet végén a tléld sejtek koloniait fixaltuk, majd 0,1%-os kristalyibolya-festéssel lathatova tettiik. Ezt
kovetden a kolonidkat 2%-os SDS-oldatban szuszpendaltuk, és az abszorbanciat 570 nm-en mértiik a mennyiségi
meghatarozashoz. Az adatok az atlag (n=3) + szoras (S.D.) formdjaban keriiltek abrazolasra. A szignifikans

kiilonbségeket (*p < 0,05) kétutas ANOVA elemzéssel hataroztuk meg.

VI1.4. Fehérje expresszio analizise

A programozott sejthalal (PCD) harom f6 tipusa koz¢é tartozik az apoptdzis, az autofagia

¢s a nekrozis [127]. A kiilonb6zd sejthalal-formak kozotti kapcsolat €s atmenet szorosan
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Osszefligg szamos human betegség patomechanizmusaval. Az autofagia és az apoptozis egya-
rant alapvetd szerepet jatszanak a melandma kialakulasaban és a metasztazisok képzddésében.
Ezért kutatasunk célja volt, hogy feltarjuk az LE-127/2 vegyiilet hatasat az autofadgidhoz és

apoptozishoz kapcsolodo kulcsfontossagt fehérjék expresszidjara.

VI.4.1. A human autofigia array eredményeinek értékelése

Az LE-127/2-kezelés hatasara bekovetkezd fehérjeexpresszid valtozasanak nyomon
kovetésére human autofagia array-t (Human Autophagy Array) alkalmaztunk, amelyhez a 20
uM LE-127/2-vel 48 oran keresztiil kezelt sejtekbol izolalt fehérjemintakat hasznaltuk fel
(részletes leiras a ,,Anyagok és modszerek™ fejezetben talalhatd). A fehérje array-n taldlhato
specifikus antigéneket (13. Abra) a sejtekbol izolalt fehérjékkel inkubaltuk, majd minden to-
vabbi 1épést a gyartd protokollja szerint végeztiink el.

AL-POS  BI-POS la1]B1|[ca]|  [ex|[F |[e1][H1]
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13. Abra. Az autofagia array-n detektalhaté fehérjék elhelyezkedése (a kit-hez mellékelt hasznalati

utasitasbol).

Az array-n taldlhat6 pontok intenzitasa a kontroll- és kezelt sejtekben az adott fehérjék
expresszids szintjét tiikrozi (14. Abra). A pontintenzitasokat az Image Lab szoftverrel (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) elemeztiik, és minden mért jel értékét az array-re
nyomtatott duplikalt pozitiv kontrollpontokhoz viszonyitva normalizaltunk, amelyek az array

bal fels6 és jobb also sarkaiban helyezkednek el (14. Abra, A, B, C job oldal paneljei).
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Az egyes antigénspecifikus antitestekhez tartozd pontintenzitds ardnyos az adott antigén
vizsgalt mintdban mérhetd relativ expresszids szintjével. Ennek koszonhetdéen az LE-127/2-
vel kezelt és kezeletlen mintdk array képeinek Osszehasonlitdsdval meghatarozhatova valt az
egyes fehérjék expresszidjaban bekdvetkezo relativ expressziobeli valtozas.

A 14. Abran fekete oszlopok mutatjak az alapveté autofagias markerek — példaul Atgl2,
LC-3 (LC3A / LC-31 és LC3B /LC-3II) — expressziojat. Az LC3A elsdsorban perinuklearis €s
nuklearis lokalizaciét mutat, mig az LC3B a citoplazma egészében eloszlik, és a
sejtmagvacskak teriiletén is megjelenik. Mindkettot széles korben hasznaljdk az autofagia
biomarkereiként [128].

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 kovetden a kezeletlen sejtekben mért expresszidhoz képest. Kiemelendd, hogy
a Beclin-1 expresszidja kiillondsen magas volt az LE-127/2-vel kezelt A2058 sejtekben, me-

ghaladva a masik két sejtvonalban mért szinteket (14. Abra, B).
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14. Abra. Human autofagia array (Assay Genie) eredményei. Az array-ben talalhatd membranokat LE-127/2-vel
kezelt (20 uM) és kezeletlen kontroll WM35, A2058 ¢s WM3000 sejtvonalakbol szarmazoé fehérjelizatumokkal
inkubaltuk. Az egyes antigénspecifikus antitestekhez tartozé pontok jelintenzitasa (jobb oldalon) aranyos a
vizsgalt mintdkban (bal oldalon) detektalt célfehérjék relativ expresszidjaval. Az array-k korlatozott szdma miatt

minden panelen egy-egy reprezentativ minta keriilt vizsgalatra.
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V14.2. Az LC3, p62, a Beclin-1 és az Atgl2 expressziojanak megerdositése Western
blottal

Napjainkban az LC-3 fehérjét az egyik j prognosztikai biomarkerként azonositottak a
korai stadiumi melanémak esetében. A bor fiziologiai koriilményei kozott az LC-3 citoplaz-
matikus lokalizacioja, és alacsony szinten expresszalodik, mig malignus melanémékban foko-
zott expresszid figyelhetd meg, és kialakul a membranhoz kotott forma, az LC3-II, amely az
autofagia indukcidjanak jelzdjeként szolgal [129].

A 15. Abra az LC-3 fehérje expresszidjanak valtozasat mutatja az LE-127/2-vel tortént
kezelést kovetden egy-egy adott idopontban. Az eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy az
LC-3 fehérje expresszios szintje modosult a kezelések hatasara (15. Abra, A-C). A 15. Abra,
B paneljén lathatéoan az LC-31I expresszidja emelkedett a WM35 és A2058 melanoma sejtek-
ben 24 oras kezelés utdn, mig a WM3000 sejtvonalban ez a valtozas 48 oraval a kezelés
megkezdése utan jelentkezett. Ez arra utal, hogy az LC-3 citoszolikus formaja (LC-3I)
konjugalodik a foszfatidiletanolaminhoz, kialakitva az LC-31II format, amelynek szintje me-
gemelkedik, ez pedig az autofagia aktivalasanak egyik meghatarozo jele.

Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az LE-127/2 képes autofagiat indukalni a vizsgalt
melanoma sejtvonalakban, amely hatas 24-48 6ran beliil jelentkezik. Elmondhatd, hogy az
LC-3 fehérje expresszidjanak novekedése — amelyet Western blot analizissel detektaltunk 48
oraval az LE-127/2-kezelés utan (15. Abra, A, B) — 6sszhangban van az array analizis ered-
ményeivel, amelyek szintén az LC-3II szint emelkedését mutattdk a kezelt sejtekben (14.
Abra).

A fentebb kapott eredményiinket tovabb erdsitette az immunfluoreszcens jelolés, amely
az LE-127/2-vel kezelt sejtek citoplazmajaban intenzivebb z61d fluoreszcenciat mutatott, mint
a kezeletlen sejtekben. Ez valosziniileg az un. ,LC-3 puncta” (pontszerli struktirak)

megjelenésének tudhaté be, amely az autofagia aktivalasanak kovetkezménye (15. Abra, C).
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15. Abra. Az LC-3 fehérje expresszidja LE-127/2-vel kezelt melandma sejtekben. A fehérjelizatumokat LC-3
fehérje kimutatasara Western blot mddszerrel elemeztiik (A és B). Az LC-3 immunfluoreszcens detektalasa (C)
soran a sejteket targylemezeken tenyésztettiik, majd 48 oran keresztiil LE-127/2-vel kezeltilk. Ezt kdvetden a
sejteket 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, majd 4 °C-on, egy ¢éjszakan at inkubaltuk az elsédleges anti-LC-3
antitesttel, amelyet 1:100 aranyban higitottunk 1% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at tartalmazo oldatban. Az LC-3
pontszeri jeloléseinek (z6ld) detektalasahoz Alexa-488-jeldlt anti-nytl szekunder antitestet hasznaltunk, mig a
sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik meg (C panel). A képeket Zeiss Axioscope fluoreszcens mikroszkoppal

készitettiik, 200-szoros nagyitassal.

V1.4.3. Egyéb autofagia fehérjék detektalasa LE-127/2 kezelés hatasara

Az autofagia cargo-receptora, a p62, melynek fokozott expresszidojat szdmos rossz
prognozisi metasztatikus melanoméaban kimutattdk, €s mint multifunkcionalis fehérjét, a

melanéma tumorprogresszido egyik lehetséges hajtoerejeként tartjdk szamon [130]. A p62
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fehérje expresszioja az LE-127/2-kezelést kdvetden minden vizsgalt melanoma sejtvonalban
markansan megndvekedett 24 6ran beliil, majd a WM35 és WM3000 sejtekben fokozatos
csOkkenést mutatott 48, illetve 72 6ra elteltével. Ezzel szemben az A2058 sejtvonalban a p62
szintje folyamatosan novekedett a 72 6ras idotartam alatt (16. Abra fels panel és 16. Abra,
b).

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 fehé-
rje expresszidja szignifikinsan emelkedett (16. Abra felsé panel és 16. Abra, a). Ez az ered-
mény teljes mértékben 6sszhangban 4ll az array analizis soran kapott adatokkal (14. Abra).

Az Atgl2 fehérje expresszidja 24 oraval az LE-127/2-kezelés utan csokkenést mutatott,

amelyet 48—72 oras idSintervallumban fokozatos emelkedés kvetett (16. Abra felsd panel és
16. Abra, c). Ezek az eredmények szintén megfelelnek az array alapu vizsgalatban
észlelteknek (14. Abra).
a melanéma sejtek halalaban [131]. A Tom20 a reaktiv oxigéngyokok (ROS) mitokondri-
umokhoz irdnyul¢ jelatvitelét kozvetiti, igy alapvetd szerepet tolt be a mitofagiaban. Az LE-
127/2-kezelés 24 ora elteltével jelentés mértékli csokkenést eredményezett a Tom20 ex-
presszidoban, majd 48 €s 72 6ra utan a fehérjeszint visszatért a kontroll (0 6ra) szinthez tartozo
hasonl6 értékre a WM35 és A2058 sejtekben. A WM3000 sejtvonal esetében azonban eltérd
tendenciat figyeltiink meg, a Tom20 expresszidja id6éfliggd mddon, szignifikdnsan csdkkent a
kontrollhoz viszonyitva (16. Abra felsd panel és 16. Abra, d).

Megjegyzendd, hogy a 72 oras kezelési 1d0 alatt az autofagias fehérjék expresszidja nem
mutatott egyértelmii novekedést vagy csokkenést, ezzel szemben inkabb egy fluktudldé minta-
zat volt megfigyelhetd a kisérlet soran, amelyet a két kiilonb6zd vizsgalati modszer is tii-
krozott. Az array analizis alapjdan a Western blottal vizsgalt fehérjéken tul tovabbi au-
tofagidhoz kapcsolodo fehérjék expresszidjaban is valtozasokat tapasztaltunk, ezek részletes

elemzése azonban tulmutat a jelen tanulmany terjedelmén.
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16. Abra. A kezelt melanoma sejtekben kimutatott autofagidhoz kothetd fehérjék expresszidja Western blot
analizis alapjan a 20 uM LE-127/2 kezelés hatasara. Az oszlopdiagrammok (a-d) a HPRT-re normalizalt fehé-
rjék expresszidjat (p62, Beclin-1, Atgl2 és Tom20) szemléltetik. Az adatok harom fiiggetlen mérés ered-
ményeibdl, az atlag (n=3) + szords (S.D.) formajaban keriiltek dbrazolasra. A szignifikans kiilonbségeket (*p <
0,05) kétutas ANOVA elemzéssel hataroztuk meg. A CTRL minden minta esetében a kontroll, DMSO-t kapott

sejteket jelenti.
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V1.4.4. Az LE-127/2 kezelés hatasa a HO-1 expresszio szintjére

A HO-1 fokozott expresszioja el0segiti a kemorezisztencia kialakulasat és aktivalja a
védekez6é autofagia mechanizmusokat. Erdekesség, hogy bar a HO-1 fokozott expresszidja
melanoma sejtekben eldsegiti a tumorprogressziot, ugyanakkor csokkentheti a daganat
novekedését és metasztatikus képességét is [132]. A HO-1 ezen kettds szerepe miatt célul
tlztiik ki annak vizsgalatat, hogy a 20 uM koncentraciéja LE-127/2-kezelés miként be-
folyasolja a HO-1 expressziojat WM35, A2058 ¢s WM3000 human melanéma sejtvona-
lakban.

A 17. Abra a HO-1 fehérje expressziojat mutatja be a vizsgalt melanoma sejtekben. A
Western blot analizissel kimutatott HO-1 expresszio (17. Abra, A) alapjan nem volt szignif-
ikans eltérés a LE-127/2-vel kezelt sejtek és a kezeletlen kontrollcsoportok kdzott, valamint a
HO-1 expresszi6 szintje csupan enyhe emelkedést mutatott 72 éréval a kezelés utan (17. Abra,

B).
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17. Abra. A HO-1 fehérje expresszié szintie WM35, A2058 és WM3000 sejtekben. Kezeletlen kontroll és LE-
127/2 kezelt melandma sejtek HO-1 expresszidja (A). Az oszlopdiagrammok a fehérjék HPRT-hez normalizalt
értékeit szemléltetik (B). Az adatok harom fliggetlen mérés eredményeibdl (n=3) + szoras (S.D.) formajaban

keriiltek abrazolasra. A szignifikans kiilonbségeket (*p < 0,05) kétutas ANOVA elemzéssel hataroztuk meg.

V1.4.5. Az apoptotikus fehérjék expresszioja

Az apoptozishoz kapcsolodo fehérjék detektaldsaval célunk annak tisztazésa volt, hogy a
melanéma sejtekben a kezelések hatdsdra bekovetkezett sejpusztulds folyamatahoz

hozzajarul-e az apoptozis. Ennek érdekében olyan sejtlizitumokon végeztiink Western blot
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crer

iddtartamban. A vizsgalatok soran tobb, apoptozissal Osszefliggésbe hozhatd fehérje ex-

presszigjat elemeztiik.

VI1.4.5.1. A p53, bax, bcl-2, PDCD4 és PTEN expresszioja

A p53 tumorszuppresszor fehérje kulcsfontossagl szerepet tolt be a sejthalalt szabalyozo
molekularis halézatban, aktivalédasa a tumorsejtek ndvekedésének megallitasat eredményezi,
akar p53-fiiggd, akar p53-fliggetlen apoptotikus utvonalakon keresztiil [133]. A Western blot
technikdval meghatérozott p53 fehérjeszint kvantifikalasat kovetden (18. Abra felsd panel és
18. Abra, a) megallapithaté volt, hogy a p53 expresszidja eltérd mértékii a harom vizsgalt
sejtvonalban. Az LE-127/2 kezelést kdvetden a p53 fehérjeszint csokkenést mutatott, azonban
ez a csokkenés statisztikailag nem mondhato szignifikans eltérésnek.

A bax ¢és bel-2 fehérjék expresszioja emelkedett a kezelés soran a kezeletlen kontrollhoz
képest, de szignifikdns novekedést csak a bax esetében figyeltiink meg, kiilonosen 48 oras
kezelést kovetéen (18. Abra fels6 panel, 18. Abra, b, c).
ik, hogy az A2058 sejtvonal nem expresszalja a PTEN-t, ami Osszefiiggésbe hozhat6 ezen
sejtek fokozott proliferaciés képességével és agresszivebb fenotipusaval a WM35 ¢és
WM3000 sejtvonalakhoz képest (18. Abra felsd panel és 18 Abra, d).

A PDCD4, mint azonositott tumorszuppresszor, bizonyitottan befolydsolja a metaszt-
atikus melandmas betegek tulélését [134], ezért megvizsgaltuk az LE-127/2 kezelés hatasat a
PDCD4 expresszidjara. A kezelést kovetd 24 ora elteltével a PDCD4 szintje szignifikansan
csokkent, azonban 48—72 éra elteltével visszatért a kezeletlen kontroll szintjére. Erdekesség,
hogy a WM35 sejtvonalban a 48 o6ras kezelés utdn a PDCD4 expresszio kozel 1,5-szeresére

nétt a kontrollhoz képest (18. Abra felsé panel és 18. Abra, e).

65



WM 35 A2058 WM 3000

CTRL 24 48 72 CTRL 24 48 72 CTRL 24 48 72 Inkubalasi idé (ora)

SSkDa - - — — P S S W TN
50 kDa m— — Y WP WP e W W PDCD4
s, RS DA AD A S . — 53

2610, D S S G A S A —— .

21 kDa —_—— A .
23KkDa D G S (17K
a p53 b bel-2 C. bax
08 1 14 *
(&) (K] 2 u T

] Zos L i :

g 06 g 01 E 1 *

- Eos . Zos * i

Z 04 Zos z

) o4 - 3% * i _

fo: i ot : E 04 '

Z o H ‘2 :’I ‘02

L] 0 L]
WM3S A2058 WAL3000 WMas A2058 WM WM3s A2058 WALI000
d. PTEN ¢. PDCD4
12

! ]
3 i
308 |
£ £
Z 02 2

=

nall| pal
WM3S A2058 WAL3000 WM A2053 WM3000

u CTRL u24 m48 072

Inkubalasi idé (6ra)

18. Abra. Az apoptotikus utvonalakhoz kétheté fehérjék detektalasa melanoma sejtekben LE-127/2 kezelés
hatasara. A PTEN, PDCD4, p53 és bax fehérjék molekulatomegiik szerint lettek detektalva (fels6 panel). Az
oszlopdiagrammok a fehérjék HPRT-re normalizalt expresszidjat szemléltetik (a-e). Az adatok harom fiiggetlen
mérés eredményeibdl, az atlag (n=3) + szoras (S.D.) formajaban keriiltek abrazolasra. A szignifikans

kiilonbségeket (*p < 0,05) kétutas ANOVA elemzéssel hataroztuk meg (*p < 0.05).

V1.4.5.2. Az LE-127/2 kezelés altali PARP aktivacio

Az LE-127/2-vel kezelt melandma sejtvonalak mindhdrom tipusaban, a kontroll
csoporthoz képest a hasitott PARP expresszidjanak novekedését figyeltik meg (19. Abra). A
kezelés hatdsara aktivalodott a PARP (116 kDa) fehérje hasitasa, melynek eredményeként a
hasitott PARP (89 kDa) szintje megemelkedett. Az LE-127/2 kezeléssel indukalt hasitott
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PARP szintje szignifikansan megnétt, mely emelkedés idofiiggd mddon jelentkezett, tovabba
a teljes PARP ¢és a hasitott PARP expresszidjaban sejtvonal-fiiggd eltérések is megfigyelhetok
észleltiik.

A kaszpaz-3 fehérje expresszidja szignifikans valtozast mutatott a kezelés utani 2448
ordban a WM35 és A2058 sejtvonalakban, azonban a WM3000 sejtekben nem volt kimu-

tathato szignifikans valtozas az expresszioban.
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19. Abra. A PARP expresszio detektalasa melanéma sejtekben LE-127/3 kezelés hatisara Western blot-tal. A
PARP/hasitott PARP és kaszpaz-3 expresszié szintje LE-127/2 kezelés hatasara a vizsgalt melanéma sejtekben
(felso panel (a) és (b)). Az oszlopdiagrammok a fehérjék HPRT-hez normalizalt értékeit szemléltetik. Az adatok
harom fliggetlen mérés eredményeibdl (n=3) + szdras (S.D.) formajaban keriiltek abrazolasra. A szignifikans

kiilonbségeket (*p < 0,05) kétutas ANOVA elemzéssel hataroztuk meg.

67



VII. EREDMENYEK IL

VIIL.1. Sejtfelszin valtozasa kezelések hatasara

Az eredményeink azt szemléltetik (20. Abra), hogy az 100 nM és 10.000 nM endothelin
(ET-1) dézistartomany alkalmazasa soran (20. Abra, 4. 5. 6. 7. oszlopok), szignifikans
novekedés volt megfigyelhetd a sejtfelszinben (Cell surface), amely az 6déma kialakuldsara
utal ebben a sejtcsoportban (20. Abra). Amennyiben 200 nM koncentracioban alkalmaztuk
elokezelés formajaban a B-Osztradiolt (B-E), az az ET-1 (1000 nM) sejtfelszint noveld hatasat
megakadalyozta (20. Abra, 8. oszlop). Az etanol (E) oldészerként valamennyi kisérletes

csoportban jelen volt, kivétel a kontroll (C, 1. oszlop) csoportot.
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20. Abra. A grafikon (felsé rész) mutatja a kezelések hatasat a sejtfelszin véltozasara. C: kontroll sejtfelszin (1.
oszlop), E: etanol (0,01%, oldészere a hatébanyagoknak, (2. oszlop), B-6sztradiol (B-E) (3. oszlop). Az etanol (E)
és (-0sztradiol onmagukban alkalmazva nem okoztak valtozast a sejtfelszin ndvekedésben (2. és 3. oszlop). Az
endothelin-1 (ET-1) emelkedd koncentracidi esetén (4., 5., 6., 7. oszlopok) szignifikans novekedés volt

sy

nanomol endothelin-1-gyel (8. oszlop), a sejtfelszin mérete szignifikans mértékben csokkent, az 6déma
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kialakulasa kisebb mértékii volt. A sejtfelszin valtozasa (mikronégyzetméter) atlag = SEM. n = 200 sejt tartozott
minden egyes csoportba. *p <0,05 dsszehasonlitva a kontroll (C) csoporttal. p <0,05 Gsszehasonlitva a 7. és 8.
csoportban (oszlop) kapott eredményeket. A sejtfelszin ndvekedés meghatarozasa fluoreszcens mikroszkdppal

tortént.

VIL2. Sejttulélés (%) vizsgalata H9c2 kardiomioblaszt sejteken

Sejtszdmcsokkenés nem volt a sejtek talélésében (cell viability, %) megfigyelheté H9c2
sejtvonalon (21. Abra) a kontroll (C) csoporthoz viszonyitva (1. oszlop) akkor, amikor etanol
(E) 0,01%-ban, mint olddszere a hatbanyagoknak (2. oszlop) és B-0sztradiol (B-E) (3. oszlop)
kezelésnek vetettiik ald a sejteket. Az etanol (E) a hatéanyagok olddszere valamennyi
kisérletes csoportban jelen volt, kivétel a (C, Kontroll, 1. oszlop) csoportot. Tehat, az etanol
(E) és beta-0sztradiol (B-E) onmagukban az alkalmazott koncentracioban, nem okoztak
valtozast a sejttalélés terén (2. és 3. oszlop).

Az endothelin-1 (ET-1) fokozatosan emelkedd koncentracioi 100 nM és 10,000 nM
koncentracioi  (21. Abra, 4., 5., 6., 7. oszlopok) viszont szignifikdns csokkenést
eredményeztek a sejtek tulélésében.
egyiitt alkalmaztuk 1000 nanomol endothelin-1-gyel (21. Abra, 8. oszlop), a sejtek tilélése
szignifikans mértékben megnodvekedett. Tehat, a B-E kivédte az endothelin-1 1000 nM-ban

okozott sejtkarosito (sejtold) tulajdonsagat.
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21. Abra. Sejtek életképességének vizsgalata H9c2 patkany kardiomioblaszt sejteken. C: kontroll (1. oszlop), E:
etanol (0.01%, oldészere a hatéanyagoknak, (2. oszlop), B-Osztradiol (B-E) (3. oszlop). Az etanol (E)
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oldészerként valamennyi kisérletes csoportban jelen volt, kivétel a C (Kontroll) (1. oszlop). Az etanol (E) és 53-
Osztradiol dnmagukban nem okoztak valtozast a sejtek tulélésében (2. és 3. oszlop). Az endothelin-1 (ET-1)

novekvo koncentracioi (4., 5., 6., 7. oszlopok) szignifikans mértékben csokkentették a sejtek tulélési esélyeit.

e

oszlop), a sejtek tulélése szignifikans mértékben megnovekedett. Az eredmények %-ban kifejezve + SEM. n =
200 sejt tartozott minden egyes csoportba. *p <0,05 6sszehasonlitva a hatéanyagmentes kontroll (C) csoporttal.

“p <0,05 6sszehasonlitva a 7. és 8. csoportban (oszlop) kapott eredményeket.

VIL.3. Hemoxigenaz-1 (HO-1) fehérje és Western blot in vitro H9c2 patkany

kardiomioblaszt sejteken

A HO-1 szinteket ng/ml koncentracioban mutatja a 22. Abra 6sszehasonlitva a kezeletlen
kontroll (C) értékkel (1. oszlop) a sejtkultira médiumban. A kapott eredményekbdl lathato,
hogy az 1000 nM ET-1 és 0,01% etanol (E) egyiitt torténd alkalmazasa (2. oszlop)
szignifikans mértékben csokkentette a HO-1 szintet (*p <0,05). Ugyanekkor a béta-6sztradiol
(B-E) 200 nM-os koncentraciodja €s az etanol (E, 0,01%) egyiittadasa (3. oszlop) nem okozott
szignifikans cs6kkenést a HO-1 szintben.

Abban a kisérletsorozatban (4. oszlop), amikor 200 nM béta-6sztradiol (B-E, 200 nM),
endothelin-1-et (ET-1, 1000 nM) valamint 0,01% etanolt (E) egyiitt alkalmaztunk a
sejtkultira médiumban (4. oszlop), szignifikdns emelkedés volt megfigyelheté a HO-1
szintben ("p <0,05) dsszehasonlitva a 2-ik oszlop eredményével, amikor a béta-6sztradiol (B-
E, 200 nM) nem volt jelen a sejttenyészet médiumaban. Tehat, az eredmények azt mutatjak,
hogy a 200 nM-os béta-6sztradiolos (B-E) kezelés kivédte az ET-1 okozta HO-1 koncentracio
csokkenését, amely hozzijarult a sejtek taléléséhez egyarant, ahogyan azt a 22-ik Abra is
szemlélteti.

A 22. Abra (kozéps6 panel) egy reprezentativ eredményét mutatja a Western blotnak,
amelyet a citoszol extraktumok (H9c2 kardiomioblaszt) lizatumabol kaptunk.

A 22. Abra (legals6 rész) a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) expresszijat
szemlélteti, mint , hdztartdsi gén”, amely nem mutatott valtozast, dllandé maradt, jelezve a

futtatott mintdk azonos mennyiségét.

70



S

~100 000 sejt / ml)

:
5

%

HO-1 szint (ng/ml

iy

B-EVE  p-E+ET-14E
200 nM 200 nM
1000 nM

g7
E

HO-1
32 kD

v -

22. Abra. A hemoxigenaz-1 (HO-1) fehérje és Western blot in vitro H9c2 patkany kardiomioblasztokban.
Sejtkultira médium (kontroll, C (1. oszlop). 1000 nM ET-1 és 0,01% etanol (1000 nM ET-1 + E) a médiumban
(2. oszlop). 200 nM B-6sztradiol és 0,01% etanol (200 nM b-E + E) (3. oszlop). 200 nM B-E, 1,000 nM ET-1 és
0,01% etanol (200 nM B -E + 1000 nM ET-1 + E) a sejtkultira médiumban (4. oszlop). *p <0.05:

Osszehasonlitas a gydgyszermentes csoporttal (C, kontroll). *p <0,05: sszehasonlitas az ET-1 + E (1000 nM)
csoporttal. HO-1 fehérje szintek (HO-1 levels) (felsé panel). n=8 minden csoportban. Western blot (k6zépsé
panel), reprezentativ eredmény a citoszol extraktumok (H9c2 kardiomioblaszt) lizatumbdl. Legalso rész (also

panel) a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) reprezentativ expresszidja, ,,haztartasi gén”.
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VIL.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 (22. Abra) 1000 nanogramm/kg
endothelin-1 (ET-1) és 200 nanogramm/kg B-Osztradiol (B-E) hatasvizsgalatat végeztiik in
vivo patkanysziv kisérletekben (23. Abra). Az eredményekbdl jol lathatdo az, hogy 1000
nanogramm/kg endothelin-1 (ET-1) szignifikins mértékben csokkentette a HO-1 protein
plazma szintjét (23. Abra, felsd panel, 2. oszlop) 6sszehasonlitva a kontroll csoport (23. Abra,
C, 1. oszlop) eredményével, mig a B-E kezelt csoportban (felsé panel, 3. oszlop) szignifikans
valtozas nem volt megfigyelhetd. Ugyanekkor, a B-E 200 nanogramm/kg koncentracioban
alkalmazva kivédte az 1000 nanogramm/kg ET-1 okozta plazma HO-1 csokkenést (23. Abra,
fels6 panel, 4. oszlop). Hasonl6 irdnytl eredmények voltak megfigyelhetdek, amikor Western
blot alkalmazasaval meghataroztuk a HO-1 protein expresszidjat szivszovetbol, ahogyan azt a
reprezentativ abra is mutatja (23. Abra, kozEpsé panel). Az (23. Abra) alsé része pedig a
GAPDH értékek reprezentacios eredményeit mutatja, mint haztartdsi gén (housekeeping
gene), amely nem mutatott szignifikdns valtozast a kezelt csoportokban Osszehasonlitva a
kontroll (C) csoport expresszidjaval. 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, feltehetden a HO-1 szigndlmechanizmus befolyasolhatosagan

keresztiil valdsulhatott meg.
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23. Abra. A hemoxigenaz-1 (HO-1) szint a plazmaban és Western blot analizis in vivo kisérletekben patkany
szivszovetben. C: kontroll, kezeletlen csoport (1. oszlop). ET-1: endothelin-1 kezelt csoport (2. oszlop). B-E: -
Osztradiol kezelt csoport (3. oszlop). B-E és ET-1 (B &sztradiol és endothelin-1, 4. oszlop) kezelt csoport. E:
etanol mint alkalmazott oldoszer (injekcid végsé koncentracidja 0,01%). Gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH). Marker: molsaly marker, HO-1, 32 kDa. n=8 minden csoportban (felsé panel). *p <0,05
6sszehasonlitas kontroll (C, kezeletlen) értékkel. *p <0,05: Gsszehasonlitas ET-1 (1000 ng/kg) kezelt csoporttal
(2.0szlop).



VIII. Megbeszélés

A rosszindulatad sejtek eradikacidjara szolgal6 human kutdn melandéma terapias
lehetdségei elsdsorban a sebészeti beavatkozast foglaljak magukban, az elmult tiz évben pedig
egyre nagyobb szerepet kaptak az adjuvans kezelések, az immunterapia és a célzott terapiak is
[135]. A klinikai valasz és a betegek teljes talélésének novelése érdekében, ahogyan azt a
bevezetésben mar emlitettem kiilonféle terapias kombinaciokat alkalmaznak [135-140]. A
melanéma négy genomialis alcsoportja koziil — BRAF, NRAS, NF1 és tripla vad-tipus,
amelyet a BRAF onkogén 15. exon/600-as kodonjanak (BRAFV600E) mutacidja okoz, a
betegek kb. 50%-dban fordul eld, igy a melanéma kezelésében ez az egyik legfontosabb
terapias célpontnak szamit [141]. Nem véletlen tehat, hogy a vemurafenibet — a klinikumban
az els6 engedélyezett BRAF-inhibitort — talaltak legalkalmasabbnak a BRAF-mutdns
metasztatikus melanoma betegek kezelésére. A vemurafenib a V60OE kinaz gatlasaval oly
modon indukal apoptdzist, hogy blokkolja a BRAF mutécio altal vezérelt, konstitutiv MAPK
jelatviteli utvonalat, melynek eredményeként jelentdsen javitva a betegek hosszu tavu
tulélését [142], mindemelett a hosszabb tavi kezelésekben a BRAF-gatlas MEK-
inhibitorokkal valé kombinécioja a melanoma kezelésében rendkiviil sikeresnek bizonyult. A
BRAF-gatlason alapuld célzott terdpia hatranya sajnilatos modon a betegek tobbségében a
terapiaval szemben viszonylag gyorsan kialakuld szerzett rezisztencia. Tovabba, a melandéma
erdsen metasztatikus jellege miatt a betegek hosszabb tavu kezelést igényelnek, viszont a
kialakuld rezisztencia végett a BRAF-gatlas a metasztdzisos betegek esetében nem jar
hosszabb tavon sikerrel [143]. Tehat, metasztatikus betegek hossza tavu kezelése soran
kialakuld gyogyszerrezisztencia a vemurafenib egyik hatranya, mig a masik az ép, nem
tumoros sejtekre gyakorolt toxicitasa. A vemurafenib toxikus mellékhatdsa példaul
boérreakciokban, fényérzékenységben, fejfajasban ¢és iziileti fajdalmakban (arthralgia)
nyilvanul meg [144, 145]. Ezen hétranyos tulajdonsdgai a vemurafenibet, de mas BRAF-
gatlok alkalmazasat is korlatozzdk, melynek lekiizdésével tobb olyan kutatocsoport is
foglalkozik, amelyek kutatdsa els6sorban olyan természetes eredetli vegyliletek feltarasara
iranyul, amelyek potencidlisan alkalmazhatok lennének a melanoma kezelésében.

A Cannabis sativa (Cannabis sativa L., Cannabaceae) tobb mint 500 bioaktiv vegytiletet
termel. Ezek koziil a kannabinoidok, példdul a A9-tetrahidrokannabinol (THC) és a
kannabidiol (CBD) erdsen kutatottak daganatellenes hatasaik miatt. Kevésbé ismert azonban a
C. sativa masik Osszetevéje, a kannabigerol (CBG) hatasa, noha mar egyes

daganattipusokban, igy melanomaban is igazoltdk daganatellenes tulajdonsagait [18]. A CBG
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jelentds antiproliferativ hatasat irtdk le mas agressziv tumorokban is [146], igy példaul
147], amely kedvezd irdnyban befolyasolhatja a betegség kimenetelét. Eddigi ismereteink
alapjan azonban a CBG kedvezd biolodgiai tulajdonsagai [148] ellenére alacsony
vizoldhatosaga ¢és mérsékelt biohasznosuldsa korlatozza annak klinikai felhasznalasat,
azonban ezek a tulajdonsagok kémiai modositassal javithatok. Nemrégiben Lorincz Eszter és
munkatarsai szintetizaltak 1j, nitrogéntartalmt CBG-szdrmazékokat, és leirtdk ezen
vegyliletek kiilonb6zo biologiai tulajdonsagait [22]. Az Gjonnan szintetizalt CBG-szdrmazék a
nitrogén tartalom miatt fokozhatja a kotddést kiilonb6zo receptorokhoz, enzimekhez vagy
egyeb fehérjékhez, tovabba lehetéséget biztosit soképzésre is, amely a vizoldékonysagat is
fokozza az eldallitott vegyiiletnek. E tulajdonsdgok hozzajarulhatnak a biohasznosulas
noveléséhez, amelynek kovetkeztében feltehetden kisebb mennyiség is elegendé lehet a
szarmazékbol a kiinduldsi (CBQG) vegyiilethez képest. Emellett Lorincz és kollégai
kimutattak, hogy a soképzés nem befolyasolja az uj CBG szarmazékok altal kifejtetett elonyos
bioldgiai hatasokat [22]. Munkank sordn az Gjonnan szintetizalt CBG-szarmazékok koziil, az
LE-127/2 antiproliferativ hatdsat vizsgaltuk harom kiilonb6zé melanoma sejtvonalon, és
annak hatasat vetettiik 6ssze a vemurafenib-ével. A vizsgalatok soran alkalmazott A2058 és
WM35 sejtvonalak BRAF-mutaciét hordoznak, mig a WM3000 N-RAS génmutaciot, igy
nem meglepd, hogy a vemurafenib — mint BRAF-mutans szelektiv inhibitor — mar alacsony
hatékonyabban fejtette ki hatasat, mint a WM3000 (N-RAS mutans) esetében. Erdekes modon
az LE-127/2 kevésbé kifejezett gatlast mutatott a vizsgalt melandma sejtvonalak
proliferacidjara, mint a vemurafenib, ugyanakkor figyelemremélto, hogy 20 uM
koncentracioban kb. 50%-kal csokkentette mindhdrom sejtvonal novekedését, fliggetleniil a
mutacid tipusatol. E tulajdonsdga azért jelent elényt a vemurafenibbel szemben, mert azt
jelenti, hogy az LE-127/2 nem mutécid-specifikus, €és hasonlo antiproliferativ hatast képes
kifejteni kiilonb6zé molekularis hatteri melandmakban egyarant. Ennek alapjan feltehetdleg,
a vemurafenibbel ellenben, az j CBG-szarmazék potencialisan alkalmazhato lehet kiilonféle
genetikai hatterli melanomak kezelésében is.

A kisérleteink sordn azt is kimutattuk, hogy a kiinduldsi CBG (anyavegyiilet) hatdsa
erdsebbnek bizonyult a melandma sejtvonalakra, mint az LE-127/2-¢, amely csak 20 puM
koncentracioban mutatott kb. 50%-os sejtproliferacios gatlast. Ugyanakkor, hangstlyozni kell
az anyavegyiilettel szemben a vizsgalt LE-127/2 egyik igen pozitiv tulajdonsagat: alacsony

citotoxikus hatast fejtett ki a normal, nem tumoros keratinocita (HaCaT) sejteken, az LDH
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citotoxikus assayt alkalmazva, az effektiv 20 uM koncentracidohoz viszonyitva az LE-127/2
csak 80 uM koncentracidoban bizonyult toxikusnak. Az LE-127/2-vel tortént kezelés tehat sem
szignifikansan nem gatolta a nem tumoros, ép sejtek ndvekedését, de morfologiai valtozasokat
sem okozott HaCaT sejteken. Ezzel szemben a kiindulasi CBG a HaCaT sejteken is
toxikusnak bizonyult, annak ellenére, hogy kifejezett gatlo hatast mutatott a melanoma sejtek
fibroblaszt és keratinocita sejtekre (HaCaT) [147]. Fontos tehat ismételten hangsulyozni, hogy
bar az j CBG-szarmazék, az LE-127/2, bar magasabb koncentracioban hatékonyabb, mint a
kiindulasi CBG, az alacsonyabb hatékonysag nem csdkkenti elonyeit sem a vemurafenibbel,
sem a CBG-vel szemben. Az altalunk igazolt alacsony toxicitds arra utal, hogy ez a
gyogyszerjelolt potencidlisan alkalmazhaté melanéma kezelésében Onmagéaban vagy mar
engedélyezett gyogyszerekkel kombinacidban, anélkiil, hogy karositand a kdérnyezd nem
malignus sejteket. Tovabbi citotoxicitasi vizsgéalataink H9c2 sejteken ¢és fibroblasztokon
szintén megerdsitették, hogy az LE-127/2 kevésbé toxikus, mint a kiindulasi CBG vegyiilet,
ami tovabb hangstlyozza klinikai alkalmazasanak elényeit, mivel ennek koszonhetden
varhatdan kevesebb mellékhatast okozhat. Mindezek alapjan indokolt lenne az LE-127/2-vel
folytatott kutatdsok tovabbi elmélyitése annak tisztdzdsira, hogy eredményeink klinikai
kornyezetben is alkalmazhatok-e, illetve abbdl a célbol, hogy az LE-127/2 6nmagaban vagy
mas terapidkkal kombinalva haszndlhato-e egy 1) terdpids megkozelitésként a melandoma
kezelésében. Annak bizonyitdsara azonban, hogy az LE-127/2 valdéban egy potencidlis
[149, 150].

A sejtek kemoterapiaval vagy besugarzassal torténd kezelését kovetd talélést vizsgalo
klonogén tesztek (koloniaképzd assay) jelentds koloniaképzddés gatlast mutattak 20 uM-os
koncentracioban alkalmazott LE-127/2 kezelés hatdsdra, ami arra utal, hogy ez a vegyiilet
hasznos lehet a metasztdzisok elleni kiizdelemben vagy a metasztatikus melanomak
kezelésében.

Eddigi tudasunk szerint kemoterapiaval szembeni melandmékban kialakult rezisztencia
gyakran Osszefiigg a melandma sejtekben bekovetkezett autofdgia indukcidjaval vagy
gatlasaval, ezért vizsgéltuk az LE-127/2 hatasat autofigiaval kapcsolatos fehérjékre. A
kezelés hatasara emelkedett az LC-3, a p62 ¢€s az Atgl2 szintje is, ezek a fehérjék mind az
autofagia alapvetd markerei. Erdekes modon az autofigia f6 markere, az LC-31I szintje
szignifikansan nétt a kezelés elsé 24—48 orajaban, majd 72 6randl a szintje visszaesett a

kezeletlen kontroll szintjére. A Beclin-1 és az LC-3 a nukleacios fazisban vesznek részt, mig a

76



p62 fehérje, mint kargoreceptor, az aggregalt molekulak és organellumok eltavolitasaban
jatszik szerepet az LC-31I-vel vald kolcsonhatas révén. Ez lehet az oka annak, hogy a p62
szintje csak 72 6ranal emelkedett minden LE-127/2-vel kezelt sejtben [151].

Feltételezésiink szerint az LE-127/2 hatdsmechanizmusa kapcsan az LE-127/2 hatasara
indukalodo autofagia elsdsorban egy sejten beliili lebontd folyamatként kap szerepet, amely
az apoptozis elott zajlik le, és sejthaldlhoz vezethet még az apoptozis bekovetkezte eldtt [152].
Az LC-3II szintjének idébeli emelkedése alapjan feltételezziik, hogy az autofagia indukcioja
24-48 ora kozott torténik, késébb pedig a sejthalal, vagyis a melanoma sejtek
»elpusztitasanak™ végrehajtasaban részben az apoptdzis és a nekrdzis veszi at a szerepet a
kezdetben kivaltott autofagiatol.

Irodalmi adatok alapjan az LE-127/2 feltehet6leg a daganatsejtek életképességét tobbféle
kannabinoid receptoron keresztiil gatolhatja. Ezek aktivalasa eldsegitheti a ceramidok
szintézisét és felhalmozodasat, majd p8 és p38 indukcidjat, amit az Akt-mTORCI tengely
gatlasa kovet, igy beindul az apoptotikus sejthalalt megeldzé autofagia [153]. A melanéma
sejtekben expresszalodd kiilonbozé kannabinoid receptorok vizsgalata (amely jelen
tanulmanyban nem tortént meg) sziikséges a pontos mechanizmus tisztdzdsdhoz. A publikalt
adatok alapjan azonban feltételezhetd, hogy az Akt gatlasa mas molekuldk kozvetitésével az
intrinszik mitokondrialis apoptotikus tvonalat aktivalja [153].

Egy tovabbi érdekesség, hogy az LE-127/2 kezelés hatasara a Tom20 fehérje — amelynek
szerepe a melandmaban csak nemrégiben keriilt elétérbe — kezdetben csokkent, azonban 48—
72 oranal visszatért a kontroll szintjére. Ez a valtozas BRAF-mutans sejtvonalakban (WM35
¢s A2058) volt megfigyelhetd, mig az N-RAS mutaciét hordoz6 WM3000 sejtvonalban a
Tom 20 fehérje szintje a kezelések hatasara végig csokkent maradt a kezeletlen kontrollhoz
képest. Feltételezhetéen az LE-127/2 a Tom20-Bax—kaszpaz-3 utvonalat indukalja, amely a
citokrom-c felszabaduldsdhoz, majd a kaszpaz-3 aktivaciojdhoz vezet. A kaszpdz-3
aktivacidja tovabbi kaszpazok (6 €s 7) aktivalasat valtja ki, amelyek apoptozist idéznek eld
melanéma sejtekben [154]. Ennek kovetkeztében a kaszpdz-3/7 altal hasitott szubsztrat, a
PARP fehérje is hasitodik. Az LE-127/2 kezelés szignifikdnsan fokozta a hasitott PARP
expressziojat a vizsgalt sejtekben, amely nagy valdszinliséggel az autofagia altal kozvetitett
sejthalallal egyiitt végiil a daganatsejtek pusztulasahoz vezet.

Egyéb, apoptodzishoz kapcsolodd fehérjék valtozasat is megvizsgaltuk az LE-127/2-vel
tortént kezeléseket kovetden. A vizsgalt fehérjék koziil — p53, Bcel-2, Bax és PDCD4 — csak a
Bax mutatott szignifikdns expressziobeli emelkedést 48 6ranal az LE-127/2 kezelést kovetden

a kezeletlen kontrollhoz képest. A p53 fehérje expresszidja nem valtozott szignifikdnsan
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egyik sejtvonalban sem, ami arra utal, hogy az LE-127/2 altal indukalt apoptdzisban a p53-
fliggd utvonal nem jatszik jelentds szerepet, feltehetden azért, mert a PI3K/Akt utvonal
gatlasa dominal a BRAF- vagy N-RAS-mutans melandmakban.

A kozelmultban egy masik fontos fehérje, a PDCD4, amely tumorszuppresszor
funkcioval rendelkezik, egyre gyakrabban keriil vizsgalatra. Kimutattak kapcsolatat a p53-
tumorprogressziohoz melandmaban is [155]. Az LE-127/2 kezelés hatdsara a PDCD4 szintje
24 6ranal csokkent, azonban 48—72 oranal ismét emelkedett, kiilondsen a WM35 sejtekben.
Ezért feltételezhetd, hogy az LE-127/2 éltal kivaltott PDCD4-aktivacid gatolja a p53-fiiggd
apoptdzist a melanoma sejtekben. Tovabba az emelkedett PDCD4-szint hozzajarulhat a
PI3K/AKT apoptotikus jelatviteli utvonal blokkolasahoz, ami még inkabb teret ad az LE-
127/2 autofagidt indukalo hatdsanak [156].

Korabbi irodalmi adatok alapjan a HO-1 aktivitdsa citoprotekciot valt ki, amely a
daganatsejtek pusztuldsat, de azok proliferaciojat is eldidézheti, a HO-1 szintjének
emelkedésére adott valasz tehat valtozo lehet az egyes daganatsejtekben. Az is ismert, hogy
bizonyos C. sativa szarmazékok indukaljak a HO-1 szintézisét, eldsegitve az autofagiat és a
sejthalalt [157]. Sajat eredményeinknek megfeleléen az LE-127/2-vel tortént kezelés nem
befolyasolta a HO-1-et a vizsgalt melanoma sejtvonalakban, kovetkezésképpen a vizsgalt
melanoma sejtek halalanak valosziniileg nincs koze HO-1 indukcidjdhoz, vagyis nem ezen
keresztiil valosult meg.

Ismételten hangsulyozanddé az autofigia fontos szerepe a célzott terapidkkal szembeni
rezisztencia lekiizdésében melanomaban. Példaul Verykiou és munkatarsai kimutattdk, hogy
az autofagia tumorszuppresszor funkcidt tolthet be, €s kannabinoidok altal indukalva
citotoxicitast idézhet el6 melanomaban, ami potencialisan képes lehet a BRAF/MEK gatlassal
szembeni rezisztencia lekiizdésére [158].

Osszességében, irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a
CBG és szintetikus szarmazékai — koztliik az LE-127/2 — autofagia-modulalé gyogyszerként
milkddhetnek, hozzajarulva a gyodgyszerrezisztencia lekiizdéséhez melanoméaban [158].
Emellett a kannabisz egyéb szarmazékaival egyiitt a CBG és szarmazékai hozzéjarulnak a
tumoros Ossejtek (CSC) dnmegujitd képességének gatlasahoz is, ezaltal szintén a rezisztencia
lekiizdéséhez, igy feltételezhetd, hogy az LE-127/2 hasonl6 hatdssal birhat [159].

Az  LE-127/2 pontos  hatdsmechanizmusa  valészinlileg  csak  specifikus

mikrokdrnyezetben tarhatd fel. A vegylilet tobb receptort is aktivalhat egyszerre, ennek
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tisztazdsahoz agonistdkkal ¢és antagonistakkal végzett tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
amelyeket a kdzeljovoben kivanunk elvégezni.

Osszességében elmondhatd, hogy a melanoma sejteken elvégzett kisérleteink alapjan az
uj vegyiilet, az LE-127/2, 20 uM koncentracioban hatékonyan csokkentette mindharom
mas nem malignus sejteken arra utal, hogy olyan potencialis gyodgyszerjelolt molekula lehet,
amely kevesebb mellékhatassal és toxicitassal rendelkezik, mint a kiinduldsi CBG, vagy a
klasszikusan alkalmazott vemurafenib. Tehat az LE-127/2 alkalmazasa j megkozelitést
kinalhat a melanoma sejtek gyodgyszerrezisztencidjanak lekiizdésére, ugyanakkor tovabbi in
vitro és in vivo vizsgdlatok sziikségesek a  vegyiilet tulajdonsdgainak és

hatasmechanizmusanak részletes feltarasa érdekében.

Korédbbi, a kardiovszkularis teriilethez kapcsolodd kutatdsi tevékenységem témdja ¢és
eredményei visszavisznek a hemoxigendz (HO) enzimekhez, elsésorban a HO-1-hez, amely
egyben egy k6zds kapcsolodasi pontja is lehet a két eltérd kutatasi témanak.

A bevezetd részben mar sz6 esett a HO-1 jelentségérol az ¢lo szervezetek fizioldgiai és
patofiziologiai folyamataiban betotott kulcsszerepérdl, igy fontossdga alapjan az enzim
miikodésének pontosabb ismerete a farmakoterdpiaban 01j iranyvonalakat és megkdzelitéseket
jelenthet olyan betegségek gyogyszeres kezeléseiben, ahol az apoptozis, a nekrozis és az
autofagias folyamatok szerepet jatszanak. A gyogyszeres kezelések irdnyvonala a
szivbetegségekben elsdsorban a fiziologids miikodéstdl eltérd patologias folyamatok soran
megvaltozott sejtek/szovetek/szervek citoprotektiv (tulélési) kezelésére iranyul. Mind a HO-1
enzim mind pedig a hdsokk fehérjék az oxidativ stressz €s mas stresszfolyamatok pl.,
gyulladdsos folyamatok, sztrok, szivinfarktus, kezelésében igen fontos szerepet jatszik. A
HO9c2 sejtvonalon és patkany szivszovetbdl nyert izolatumon elvégzett kisérleteink soran a
HO-1 szerepének vizsgalatat, annak lehetséges hatdsmechanizmusat tiiztiik ki célul. A kérdés
az, hogy miért a hemoxigenaz-1? Azért, mert a HO-1 szerepet jatszik a bilirubin
anyagcserében (24. Abra), mikozben endogén szénmonoxid (CO) és vas (Fe?') valik
szabadda, amelyek egyarant alapvetd élettani és korélettani szerepet jatszanak az ¢élo
sejtekben, legyenek azok ép vagy karosodott sejtek és szovetek a szivben, erekben, vérben,

kozponti idegrendszerben vagy a vesében [160-167].
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24. Abra. A hemoxigenaz szerepe a bilirubin metabolizmusaban [168].

Az endothelin-1 (ET-1) szamos patologias allapot kialakuldsaért felelds, igy a szivmii-
kodés megvaltozasaban vagy a daganatok kialakulasaban is szerepet jatszik [169-171]. Ered-
ményeink alapjan a H9¢2 sejtekben €s a szivszovetbdl nyert sejtekben, az ET-1 okozta sejtka-
rosodas, hipertrofiahoz és sejthalalhoz vezetd mechanizmus B-6sztradiol (B-E) alkalmazasaval
megelézhetd lehet, amelyben alapvetd fontossagl szerepet jatszik a HO-1 enzimrendszer. A
hormonrendszer alapvetd fontossagu szerepet tolt be a szervek miikodésében, igy jelentds
hatassal rendelkeznek a koros szivmiikodés kezelésében is, ezért valasztottuk tanulmanyaink
soran a B-E kezelés hatdsanak vizsgalatat [172-174]. Kisérleteinkben a B-E el6kezelés szigni-
fikans mértékben meggatolta a sejtfelszin ndvekedést az ET-1- gyel kezelt sejtcsoportokban,
utalva ezzel a sejtek duzzadasanak a meggatlasara, valamint szignifikdns mértékben javitotta
a sejtek tulélési aranyat is. A B-0sztradiol altal kivaltott védo hatas kapcsolatba hozhat6 a ki-
sérletek eredményeivel, amikor az enzim aktivitdsa (HO-1 szint) és a HO-1 fehérje expresz-

szi0, valamint a sejtek tilélése nagymértékben csokkent akkor, amikor az endotelin dnmaga-
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ban keriilt alkalmazasra. Azokban a kisérletsorozatokban viszont, amikor B-6sztradiolt az ET-
1-gyel alkalmaztuk egyiitt, akkor a HO-1 enzimszint nagymértékii csokkenése akadélyozotta
valt, azaz blokkolva lett. A kapott eredmények azt sugalljak tehat, hogy azokban a patologias
folyamatokban, amikor valamely tipust gyogyszeres kezelés a HO-1 enzim aktivitasat (szint-
jét) noveli és igy a HO-1 protein expresszidjanak a csokkenését meggatolja, a HO-1 szintjé-
ebben az esetben elsOsorban a kardiovaszkularis betegségekrdl van szo.

Fontosnak tartjuk megemliteni azt, hogy az etanol (E) 6nmagaban abban az alkalmazott
koncentracioban, amelyet a hatoanyagok oldoszereként hasznéltunk, semmiféle szignifikans
valtozast nem okozott a mért paraméterekben. Ugyancsak, hasonloképpen az etanollal nyert
eredményekhez, az onmagaban alkalmazott B-E sem hozott 1étre szignifikans valtozasokat a
sejtek méretében, a sejtek tulélésében, a HO-1 szintek valtozasdban és a fehérje
expressziojaban, Osszehasonlitva a kezeletlen (hatbanyagmentes) csoport eredményével H9c2
sejtekben (21. Abra).

A kapott H9¢2 sejtkisérletek eredményeit alapul véve, egy tovabbi része a tervezett ki-
sérletsorozatnak az volt, hogy a kezeléseket in vivo sziven elvégzett kisérletek céljara is al-
kalmazzuk patkdnyokban. Az ET-1, egy 21 aminosavbdl all6 peptid, amely szerepet jatszik
szamos fizioldgias €s patologias folyamatban a sejtek, szovetek €s szervek muikodése szem-
pontjabol a termodinamikai egyensuly fenntartasa végett, beleértve az erekre gyakorolt vazo-
konstriktor hatasat [175, 176], amely eldbb-utdbb sejt és szovetkarosodashoz majd sejthalal-
hoz vezet. Tovabb4, tanulmanyok igazoljak azt a tényt, hogy az ET-1 egy kritikus érsziikitd
faktor [177], s alapvetd szerepet jatszik a pulmonalis eredetli artérias magasvérnyomas létre-
jottében [178], amely tovabbi szivmiikddési zavarok [179, 180] kialakulésat eredményezi.

Publikaciok eredményei azt mutatjak, hogy az ET-1 stimuldcié hipertrofiat okoz H9c2
kardiomioblasztokban. A hipertréfia jelei pedig megmutatkoznak a ndvekvd sejtméretekben
[181] és a sejtek ¢€letképességében [182], amelyek Osszefiiggenek a HO-1 csokkent fehérje
expressziojaval [183]. Mindezek a hatasok megjelennek az ET-1 0 ¢és 10.000 nM
dozistartomanyaban.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az ET-1 kezelés szignifikdns mértékben
hozzajarulhat a hipertrofia kialakulasahoz és a szovetek elhalasdhoz. Mindez, feltehetden
azon mechanizmuson keresztiil kovetkezik be, hogy az ET-1 okozta patoldgias folyamatokat a
B-E kezelés meggatolta, hozzajarulva igy a HO-1 szint emelkedéséhez (23. Abra).
Természetesen, az ET-1 és B-E egyiittes alkalmazasa mas hatdsmechanizmusokat is magaban

foglalhat, de az bizonyossa tehetd, hogy ha gyodgyszeres uton beavatkozunk egy
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szignaltranszdukciés folyamatba, akkor szamos mas patoldgids folyamat, pl., apoptotikus és
autofagias sejtelhalasok, is eldny0s iranyba (javulhat) mozdulhat el az adott szovetekben.
Kisérleteinkben a H9¢2 sejteken €s az in vivo koriilmények kozott kapott eredmények alapjan
a tendencia a HO-1 mechanizmus jelentdségére vonatkozoan kimutathat6 volt.

Ambar, az ET-1-indukélta patolégias molekularis mechanizmusok nem magyarazzak
kozvetleniil a szivizomsejtek megnovekedését, mas kutatok mar igazoltdk azt a megallapitast,
hogy a ’heat shock’ fehérjék stimuldljadk az mTOR szintjét emldsokben, amely egy sze-
rin/threonin protein kindz és egy kozponti szabalyozoja a sejtmetabolizmusnak, a ndvekedési
faktoroknak, szdmos hormon-szabalyozott mechanizmusnak, valamint a sejt/szovet talélésnek
a stressz faktorokkal szemben. Igy tehat, az ET-1 noveli az mTOR aktivitast szivizomsejtek-
ben, stimulalva a foszforilacios szignaltranszmissziot, amely felelds a hipertrofias hatdsokért
[184]. Az mTOR-hoz kapcsolédd mechnanizmusok hozzajarulnak a gyulladasos folyamatok
kialakuldsdhoz, az oxidativ stressz okozta kdvetkezményekhez és az ezekhez kapcsolodo au-
tofagidhoz, amelyek fontos szerepet toltenek be az 6regedési folyamatokban ¢és a sejtkaroso-
dasokban [185-187]. E szignaltranszdukciés folyamat eredménye lesz a novekedett sejtméret
¢s a fiziologias funkciok megvaltozasa, amelyek végiil eredményezik a gyulladasi folyamatok
kialakulasat és a szoveti homeosztazis felborulasat, amely autofagia okozta vagy mas tipusu
sejtelhalasokhoz vezet [180, 188, 189].

Eredményeinkbdl megallapithatdo, hogy a kardiomioblaszt sejtekben és a vizsgalt
melanoma sejtvonalak apoptozisdban eltérd szerepet tolthet be a HO-1 enzim. Vizsgalataink
alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a HO-1 enzim alapvetd fontossadgu szerepet
jatszik szdmos sejt-€s szdvet, igy a kardiomioblasztokban €s a daganatsejtekben egyarant.
Ahogyan azt mar masok is igazoltdk, a szivbetegségekben az emelkedett HO-1 szint
védohatasu, tehat a HO-1 expressziojat noveld gyodgyszeres terapiaval a betegség kimenetelét
pozitiv iranyba terelhetjiik, ezzel szemben daganatokban a HO-1 indukcidja abbdl a
szempontbdl hatranyos, hogy a melandma sejtek talélését segitené el a daganat javara, ami
azt jelenti, hogy a beteg kezelése szempontjabol nem jarna pozitiv eldnnyel, ha emelnénk a
HO-1 szintet. Eredményeink azt jelzik, hogy a kutdn melanoma sejtvonalakon alkalmazott 1
szintetikus LE-127/2-vel tortént kezelés nem indukalt jelentdés mértékli HO-1 szintemelkedést,
vagyis az alkalmazott szer a HO-1 enzim indukcidjaban nem jatszik jelentOs szerepet, igy a
HO-1 nem kotheté ebben az esetben az apoptdtikus és autofagias sejtelhalashoz, vagy

feltehetdleg csak kis mértékben befolyasolja azt.
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IX. Uj megallapitasok

e LE-127/2 CBG-szarmaz¢ék human kutan melanéma sejtvonalakra kifejtett hatasa:
o Mutaciétol fiiggetleniil proliferaciogatld hatast fejtett ki melandma sejtvonala-
kon.
o Normal keratinocitdkon és kardiomioblasztokon alacsony citotoxicitast detektal-
tunk, amely kedvez6 mellékhatasprofilt jelez a klinikai alkalmazas soran
o A koloniaképzés hatékony gatlasat idézi eld, metasztazis elleni potencialt jelez.
o Az LE-127/2 feltételezett hatasmechanizmusra vonatkozo 0j eredmények:
o Autofagia indukcidja (LC-31I, p62, Atgl2 szint emelkedése)
o Apoptozis aktivalasa kaszpaz-3/7-PARP aktivalast érintve, a PI3K/AKT-utvonal
dominéns szerepet kap.
o PDCD4 expresszid fokozodasa figyelhetd meg az LE-127/2 hatasara 1d6fliggd
moédon
o HO-1 szint nem valtozik szignifikdnsan, szinte valtozatlan maradt, kovetkezete-
sen nem kapcsolodik be a sejtvalaszba, nem indukalodik az LE-127/2 hatasara
e Kardiovaszkularis kutatdsokbol szarmazd megéallapitasok:
o ET-1 csokkenti a HO-1 aktivitast, melynek eredménye a sejtkarosodas, hipertro-
fia
o B-0sztradiol eldkezelés hozzdjarul a HO-1 emelkedéséhez, védi a sejteket, mér-
sékli az ET-1 kdaros hatasait
o B-E eldkezelés szignifikans mértékben meggatolta a sejtfelszin novekedést az
ET-1- gyel kezelt sejtcsoportokban
o ET-1 altal kivaltott hipertrofia mérséklddése B-0sztradiol hatasara in vivo is iga-
zolodott
o ET-1 okozta sejtkarosodas, hipertrofidhoz és sejthaldlhoz vezetd mechanizmus
B-0sztradiol (B-E) alkalmazasadval megel6zhetd lehet, amelyben alapvetd fon-
tossagu szerepet jatszik a HO-1 enzimrendszer
o HO-1 kettds szerepe van: sziv- és érrendszerben protektiv, daganatokban tumor-
sejtek tulélését segitheti
o igazolddott, a HO-1 expresszids szintjének valtozasa fiigg az alkalmazott hato-

anyagtol
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X. Osszegzés

A civilizéacios betegségek kozé tartozod sziv- €s érrendszeri, valamint daganatos megbete-
gedések napjaink vezetd halalokainak szamitanak vilagszerte. A két nagy és legelterejedtebb
betegségcsoport kialakuldsdban szamos kozos kapcsolodasi mechanizmus van jelen, amelyek
figyelembevétele mindenképpen hozzajarulhat a hatékonyabb terapids lehetOségek feltarasa-
hoz és igy a betegségek elonydsebb kimeneteléhez is.

A kutan melandma kezelésében a sebészi eltavolitds mellett az immun- €s célzott terapiak
valtak meghatarozova. A betegek tobb mint felében kimutathatd BRAFV600E mutacidé miatt
a vemurafenib (BRAF-inhibitor) hosszu ideig elsévonalbeli célzott terapias szerként jott sza-
mitasba, amely hatékonyan gatolta a MAPK-jelatviteli itvonalat és javitotta a tulélést. A
gyorsan kialakul6 rezisztencia és komoly toxikus mellékhatasok korlatozzdk a vemurafenib
alkalmazasat. Ez indokolja a természetes eredetli vegyiiletek vizsgalatat, példaul a Cannabis
sativa természetes-és szintetikus szarmazékait. A kevésbé ismert kannabigerol (CBG) daga-
natellenes hatdsokat mutat, azonban alacsony vizoldhatdsaga és biohasznosuldsa korlatozza
alkalmazasat. E problémak kikiiszobolésére olyan szintetikus nitrogéntartalmtit CBG-
szarmazek, az LE-127/2 hatésat vizsgéaltuk human kutan melanéma sejteken, amely jobb bio-
hasznosulasa ¢s vizoldékonysaga miatt kivaloan alkalmazhat6 lehet terapias célra.

Az LE-127/2 a vemurafenib szelektiv hatasaval szemben mérsékelt, de mutacidfiiggetlen
proliferacidgatld hatasti melandma sejtvonalokon. Elénye, hogy normdl, nem tumoros sejtekre
minimalis toxicitassal bir. Mechanizmusaban fontos szerepet jatszik az autofagia indukciodja
(LC-311, p62, Atgl2 novekedés), majd az apoptozis (kaszpaz-3/7 aktivacid, PARP hasitas,
Bax szintemelkedés). A p53 nem valtozott, ami arra utal, hogy a PI3K/AKT-utvonal kézponti
szerepet jatszik az LE-127/2 hatdsmechanizmuséaban.

A sejtek hosszabb tava talélését vizsgald klonogén assay-k azt mutattdk, hogy az LE-
127/2 gatolja a koldniaképzést, ami a metasztazisképzés elleni hatékonyséagra utal. Az LE-
127/2-vel torténd kezelések a HO-1 enzim szintjét nem befolyésoltak, igy hatdismechanizmusa
ettdl az enzimtdl fiiggetlen lehet. Az eddigi eredmények alapjan az LE-127/2 igéretes gyogy-
szerjelolt lehet a rezisztencia lekiizdésében €s kombinécios terdpidkban, de tovabbi in vitro és
in vivo vizsgalatok sziikségesek ennek pontos feltarasara.

A korabbi kutatdsaink a hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim védoé szerepére iranyultak. A HO-
1 antioxidans, citoprotektiv és gyulladdscsokkentd hatasu, ami a sziv- és érrendszerben létfon-

tossagu. Az endothelin-1 (ET-1) egy 21 aminosavbol 4ll6 erds vazokonstriktor peptid, amely
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hozz4jarul hipertr6fidhoz, oxidativ stresszhez €s sejthaldlhoz. Kisérletekben kimutattuk, hogy
az ET-1 csokkenti a HO-1 aktivitast €s expressziot, ezaltal fokozza a sejtkarosodast.

A vizsgalatok szerint a -0sztradiol (B-E) elokezelés mérsékli az ET-1 karosito hatasait, gatol-
ja a sejtek duzzadasat, javitja a sejtek tulélését, fenntartja a HO-1 szintet. Ez a hormonprotek-
tiv hatas részben a HO-1 védé mechanizmusanak aktivalasan alapul. Az ET-1 és B-E egyiittes
kezelése akadalyozza a HO-1 csokkenését, ezaltal mérsékli a patoldgias folyamatokat. In vivo
kisérleteinkben a B-E az ET-1 altal kivaltott szivizom-hipertrofiat is mérsékelte, ami Ossze-
fligghet azzal, hogy befolyasolja az mTOR-aktivitast, valamint az oxidativ stressz és autofagia
szabalyozasat.

Kisérleteink igazoltak, hogy mind a szivbetegségekben, mind pedig a daganatokban je-
lentds szerepet kapnak az autofagias -€s apoptotikus folyamatok. A HO-1 enzimnek kettos
szerepe van: mig sziv- és érrendszerben protektiv az enzim szintjének emelkedése, dagana-
tokban ez a tumorsejtek tulélését segitheti. Ezen mechanizmusok megismerése lényeges a

gyogyszeres terapiak megvalasztdsa szempontjabol a kezelés sikeres kimenetele végett.
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XI. Summary

Cardiovascular and oncological diseases, classified among civilization-related disorders,
represent the leading causes of mortality worldwide. The development of these two major and
prevalent disease groups involves several overlapping molecular mechanisms, the recognition
of which may facilitate the identification of more effective therapeutic strategies and thereby
improve clinical outcomes.

In the management of cutaneous melanoma, surgical excision remains the primary
approach; however, immunotherapies and targeted therapies have emerged as dominant
treatment modalities. The BRAF V600E mutation, detected in more than half of melanoma
patients, led to the introduction of vemurafenib, a selective BRAF inhibitor, as a first-line
targeted therapy. Vemurafenib effectively suppresses the MAPK signaling pathway and
prolongs survival; nevertheless, its clinical utility is limited by the rapid onset of resistance
and severe toxic side effects. These limitations underscore the importance of exploring
alternative agents, including naturally derived compounds such as phytocannabinoids and
their synthetic analogues. Cannabigerol (CBG), although less well studied than other
cannabinoids, has demonstrated antineoplastic properties; however, its poor aqueous
solubility and limited bioavailability restrict therapeutic application. To overcome these
barriers, we investigated the effects of a synthetic nitrogen-containing CBG derivative, LE-
127/2, in human cutaneous melanoma cells. Owing to its improved solubility and
bioavailability, LE-127/2 may represent a promising candidate for therapeutic development.

Unlike the mutation-specific action of vemurafenib, LE-127/2 exerted moderate but
mutation-independent antiproliferative effects across melanoma cell lines, while displaying
minimal toxicity toward non-malignant cells. Mechanistically, LE-127/2 induced autophagy,
as evidenced by the upregulation of LC-31II, p62, and Atgl2, followed by the activation of
apoptotic pathways, including caspase-3/7 activation, PARP cleavage, and Bax upregulation.
Notably, p53 expression remained unchanged, suggesting that the PI3K/AKT pathway may
serve as a central mediator of LE-127/2 activity.

Clonogenic survival assays revealed that LE-127/2 significantly impaired colony
formation, indicating potential efficacy against metastatic progression. Furthermore, LE-127/2
treatment did not alter HO-1 expression, implying that its mechanism of action is independent
of this enzyme. Collectively, these findings identify LE-127/2 as a potential therapeutic

candidate for overcoming drug resistance and for application in combination therapies,
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although further in vitro and in vivo investigations are required to fully elucidate its
mechanism of action.

Our previous studies addressed the cytoprotective role of the heme oxygenase-1 (HO-1)
enzyme. HO-1 possesses antioxidant, anti-inflammatory, and cytoprotective properties, which
are of particular importance within the cardiovascular system. Endothelin-1 (ET-1), a 21-
amino acid potent vasoconstrictor peptide, contributes to the development of hypertrophy,
oxidative stress, and cell death. Experimental data demonstrated that ET-1 downregulates
HO-1 activity and expression, thereby exacerbating cellular damage.

Pretreatment with B-estradiol (B-E) was shown to attenuate ET-1-induced cytotoxic
effects, preventing cellular swelling, improving survival, and maintaining HO-1 levels. This
hormone-mediated protective effect is, at least in part, attributable to the activation of HO-1-
dependent defense mechanisms. Combined treatment with ET-1 and B-E prevented the
decline of HO-1 expression, thereby alleviating pathological alterations. In vivo, B-E
administration reduced ET-1-induced cardiac hypertrophy, an effect likely related to
modulation of mTOR activity as well as regulation of oxidative stress and autophagy.

Cumulative evidence indicates that both autophagy and apoptosis play critical roles in the
pathophysiology of cardiovascular diseases and cancer. HO-1 demonstrates a dual function:
while its upregulation exerts protective effects in the cardiovascular system, in malignancies it
may enhance tumor cell survival. A deeper understanding of these context-dependent
mechanisms is essential for the rational design and selection of therapeutic strategies,

ultimately determining the success of clinical interventions.
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XII. Mellékletek
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1. Melléklet. Az LE-127/2 (A, B) és a CBG (C, D) citotoxikus hatasa az LDH felszabadulasra patkany H9c2
szivizomsejtekben és egér NIH-3T3 fibroblaszt sejtekben. 6 x 10° sejtet tenyésztettiink 96 lyuku plate-en, majd
novekvo dozisi CBG-vel vagy LE-127/2-vel kezeltiik 6ket (1,25 puM-tol 80 uM-ig, 2472 éran keresztiil).
Oldoszerként DMSO-t hasznaltunk. Az LDH aktivitdst 490 nm-en mértiik a vegyiiletekkel kezelt sejtek
médiumabol vett mintakban. *p < 0,05 — az LE-127/2 vagy a CBG szignifikans hatasat jelzi. Az adatok az atlag
(n=3) £ széras (S.D.) formajaban keriiltek abrazolasra, a vegyiiletekkel kezelt sejtek kezeletlen sejtekhez

viszonyitott normalizalt abszorbancia értékeként.
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2. Melléklet. Az LE-127/2 és a CBG ICso értékei kiilonbozo

Koncentracio log; o (M)
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ICsy: 4.383 uM
ICsq: 4.338 pM
ICsq: 2.515 pM
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ICs): 31.86 pM
IC54: 5.932 uM

melanoma (A, B) és nem rosszindulata

sejtvonalakon (C, D) végzett citotoxicitasi vizsgalatokban. A sejteket 0—-80 uM koncentracié tartomanyban

kezeltiik LE-127/2-vel vagy CBG-vel 72 6ran keresztiill. A sejtek életképességét a Cell Titer Blue teszttel

(Promega) mértiik, az értekeket pedig a kezeletlen sejtek 100%-ra normalizalt életképességi értékeihez

viszonyitva adtuk meg. A citotoxicitasi gorbék 3 kiilonallo kisérlet alapjan késziiltek, minden koncentraciohoz 3

ismétléssel. A relativ ICso értékeket nemlinedris regresszioval hataroztuk meg a GraphPad Prism szoftver

segitségével.
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XIII. Targyszavak

kutdn melandéma cutaneous melanoma

autofagiat érintd jelatviteli utvonalak signaling pathways involved in autophagy
természetes hatdéanyag natural compound / natural product
kannabisz szarmazék cannabis derivative

kardialis hipertrofia cardiac hypertrophy
hem-oxigenaz-1(HO-1) heme oxygenase-1 (HO-1)
endotelin-1(ET-1) endothelin-1 (ET-1)
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XIV. A kutatast tamogato palyazatok

Koszonettel tartozunk palyazati tamogatoinknak a munka anyagi tAmogatasaért:

GINOP-2.3.2-15-2016-00043 (H.G.), Sziv és érkutatdsi kivalosagkdzpont (IRON-
HEART)

EFOP-3.6.1-16-2016-00022 (H.G.)

NKFIH-1150-6/219 (H.G.) Fels6oktatasi Intézményi Kivaldsadgi Program, Debreceni
Egyetem Biotechnologia témateriileti programja

TKP2020-IKA-04 (H.G.), Fels6oktatasi Intézményi Kivalosagi Program, Debreceni
Egyetem Biotechnologia témateriileti programja

A Kulturalis és Innovaciés Minisztérium UNKP-23-4-1-DE-157 szamu Uj Nemzeti
Kivalésag Programjanak a nemzeti kutatdsi, fejlesztési és innovacios alapbol fi-
nanszirozott szakmai tdmogatésa

HUN-REN-DE Pharmamodul Kutatocsoport

A projektek az Eurépai Unié tamogatasaval, a Magyar Allam és az Eurépai Szocialis Alap

tarsfinanszirozasaval valdsultak meg.

91



XV. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetem fejezem ki a Debreceni Egyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar,
Gyogyszerhatastani Tanszék munkatarsainak, valamint a témavezetémnek, Dr. Szab6 Erzsé-
betnek, tovabba mindazon munkatarsaknak, akik lehetdvé tették szdmomra azt, hogy a Tan-
sz€ken egyetemi tanulmanyaim soran TDK munkat folytathattam. Tovabba, koszonettel tarto-
zom Dr. Szab6 Zsuzsannanak és Dr. Kiraly Jozsetnek az altaluk elvégzett kisérletes munkaért,
szakmai tanéacsaikért és tamogatdsukért. Kiilon koszonettel és halaval tartozom a Bor-
gyogyaszati Klinikan Professzor Dr. Szegedi Andrea és Professzor Dr. Remenyik Eva klini-
kavezetoknek azért, hogy a klinikai rutin feladatok ellatdsa mellett, lehetOséget nyujtottak
szamomra tovabbi kutatasi eredmények megvaldsitasahoz, amelyek kiemelkedd mértékben
hozzajarultak a jelenlegi Ph.D. tézisek elkészitéséhez. Végiil, de nem utolsdsorban kdszonet
jar sziileimnek azért a szeretetteljes csaladi tamogatasért, biztatasért, amelyet mindvégig nyt;j-

tottak.

92



XVI.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Irodalom

Murray, C.J., et al., The state of US health, 1990-2010: burden of diseases, injuries,
and risk factors. Jama, 2013. 310(6): p. 591-608.

National Research, C. and M. Institute of, The National Academies Collection:
Reports funded by National Institutes of Health, in U.S. Health in International
Perspective: Shorter Lives, Poorer Health, SH. Woolf and L. Aron, Editors. 2013,
National Academies Press (US) Copyright © 2013, National Academy of Sciences.:
Washington (DC).

Sacks, D., et al., Multisociety Consensus Quality Improvement Revised Consensus
Statement for Endovascular Therapy of Acute Ischemic Stroke. AJNR Am J
Neuroradiol, 2018. 39(6): p. E61-¢76.

Bray, F., et al., Global cancer statistics 2022: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin, 2024. 74(3):
p. 229-263.

Amaravadi, R., A.C. Kimmelman, and E. White, Recent insights into the function of
autophagy in cancer. Genes Dev, 2016. 30(17): p. 1913-30.

Shirakabe, A., et al., Aging and Autophagy in the Heart. Circ Res, 2016. 118(10): p.
1563-76.

Levy, JM.M., C.G. Towers, and A. Thorburn, Targeting autophagy in cancer. Nat
Rev Cancer, 2017. 17(9): p. 528-542.

Woolf, S.H. and L.Y. Aron, The US health disadvantage relative to other high-income
countries: findings from a National Research Council/Institute of Medicine report.
Jama, 2013. 309(8): p. 771-2.

Lyon, AR., et al, 2022 ESC Guidelines on cardio-oncology developed in
collaboration with the FEuropean Hematology Association (EHA), the European
Society for Therapeutic Radiology and Oncology (ESTRO) and the International
Cardio-Oncology Society (IC-OS). Eur Heart J, 2022. 43(41): p. 4229-4361.
Zamorano, J.L., et al., 2016 ESC Position Paper on cancer treatments and
cardiovascular toxicity developed under the auspices of the ESC Committee for
Practice Guidelines: The Task Force for cancer treatments and cardiovascular
toxicity of the European Society of Cardiology (ESC). Eur Heart J, 2016. 37(36): p.
2768-2801.

Patel, J.K., et al., Metastatic pattern of malignant melanoma. A study of 216 autopsy
cases. Am J Surg, 1978. 135(6): p. 807-10.

Siegel, R.L., et al., Cancer statistics, 2023. CA Cancer J Clin, 2023. 73(1): p. 17-48.
Knight, A., L. Karapetyan, and J.M. Kirkwood, Immunotherapy in Melanoma: Recent
Advances and Future Directions. Cancers (Basel), 2023. 15(4).

Zhang, S., et al., Targeted therapeutic strategies for melanoma. Chin Med J (Engl),
2023.136(24): p. 2923-2930.

Motofei, 1.G., Malignant Melanoma: Autoimmunity and Supracellular Messaging as
New Therapeutic Approaches. Curr Treat Options Oncol, 2019. 20(6): p. 45.

An, S., et al., Natural Products for Melanoma Therapy: From Traditional Medicine to
Modern Drug Discovery. Plants (Basel), 2025. 14(6).

Schanknecht, E., et al., Phytochemical Constituents and Derivatives of Cannabis
sativa; Bridging the Gap in Melanoma Treatment. Int J Mol Sci, 2023. 24(1).

93



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.

40.

Ligresti, A., et al., Antitumor activity of plant cannabinoids with emphasis on the
effect of cannabidiol on human breast carcinoma. J Pharmacol Exp Ther, 2006.
318(3): p. 1375-87.

Nichols, M., et al., Cardiovascular disease in Europe: epidemiological update. Eur
Heart J, 2013. 34(39): p. 3028-34.

Kadriya, A., S. Forbes-Robertson, and M. Falah, The Anticancer Activity of
Cannabinol (CBN) and Cannabigerol (CBG) on Acute Mpyeloid Leukemia Cells.
Molecules, 2024. 29(24).

Sooda, K., S.J. Allison, and F.A. Javid, Investigation of the cytotoxicity induced by
cannabinoids on human ovarian carcinoma cells. Pharmacol Res Perspect, 2023.
11(6): p. e01152.

Lérincz, E.B., et al., Mannich-type modifications of (-)-cannabidiol and (-)-
cannabigerol leading to new, bioactive derivatives. Sci Rep, 2023. 13(1): p. 19618.
Tamareille, S., et al., Endothelin-1 release during the early phase of reperfusion is a
mediator of myocardial reperfusion injury. Cardiology, 2013. 125(4): p. 242-9.
Banecki, K. and K.A. Dora, Endothelin-1 in Health and Disease. Int J Mol Sci, 2023.
24(14).

Garbe, C. and U. Leiter, Melanoma epidemiology and trends. Clin Dermatol, 2009.
27(1): p. 3-9.

Parrag, P., et al., [Hungarian situation of melanoma incidence and mortality in the
first two decades of 21st century]. Magy Onkol, 2022. 66(2): p. 94-99.

Gloster, H.M., Jr. and K. Neal, Skin cancer in skin of color. ] Am Acad Dermatol,
2006. 55(5): p. 741-60; quiz 761-4.

Whiteman, D.C., A.C. Green, and C.M. Olsen, The Growing Burden of Invasive
Melanoma: Projections of Incidence Rates and Numbers of New Cases in Six
Susceptible Populations through 2031. J Invest Dermatol, 2016. 136(6): p. 1161-1171.
Greenwald, H.S., E.B. Friedman, and 1. Osman, Superficial spreading and nodular
melanoma are distinct biological entities: a challenge to the linear progression model.
Melanoma Res, 2012. 22(1): p. 1-8.

Obieta, M.P., et al., Dermoscopy of superficial spreading melanoma. G Ital Dermatol
Venereol, 2009. 144(1): p. 51-60.

Longo, C. and G. Pellacani, Melanomas. Dermatol Clin, 2016. 34(4): p. 411-419.
Gronbeck, C. and P.E. Kerr, Nodular melanoma. Clin Dermatol, 2025. 43(1): p. 64-
70.

Karponis, D., et al., Lentigo maligna: a review. Clin Exp Dermatol, 2024. 49(3): p.
218-225.

Moreno, A., et al., Histologic Features Associated With an Invasive Component in
Lentigo Maligna Lesions. JAMA Dermatol, 2019. 155(7): p. 782-788.
Fernandez-Flores, A. and D.S. Cassarino, Histopathological diagnosis of acral
lentiginous melanoma in early stages. Ann Diagn Pathol, 2017. 26: p. 64-69.

Busam, K.J., Desmoplastic melanoma. Clin Dermatol, 2025. 43(3): p. 341-347.
Xavier-Junior, J.C.C., et al., The 'AEIOU’ system to identify primary oral melanoma.
Oral Oncol, 2022. 124: p. 105670.

Jojoa Acosta, M.F., et al., Melanoma diagnosis using deep learning techniques on
dermatoscopic images. BMC Med Imaging, 2021. 21(1): p. 6.

Stratigos, A.J., et al., Detection of malignant melanoma and other skin cancers during
the Euromelanoma Screening Day, 2003. Melanoma Research, 2004. 14: p. A16.
Patel, J.K., et al., Newer technologies/techniques and tools in the diagnosis of
melanoma. Eur J Dermatol, 2008. 18(6): p. 617-31.

94



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Keung, E.Z. and J.E. Gershenwald, The eighth edition American Joint Committee on
Cancer (AJCC) melanoma staging system: implications for melanoma treatment and
care. Expert Rev Anticancer Ther, 2018. 18(8): p. 775-784.

Blum, A., et al., Digital image analysis for diagnosis of cutaneous melanoma.
Development of a highly effective computer algorithm based on analysis of 837
melanocytic lesions. Br J Dermatol, 2004. 151(5): p. 1029-38.

Slominski, A., et al., Malignant melanoma. Arch Pathol Lab Med, 2001. 125(10): p.
1295-306.

Lefterts, J.A., et al., CDI0 and p63 expression in a sarcomatoid undifferentiated
melanoma: A cautionary (and molecularly annotated) tale. J Cutan Pathol, 2020.
47(6): p. 541-547.

Shain, A.H. and B.C. Bastian, From melanocytes to melanomas. Nat Rev Cancer,
2016. 16(6): p. 345-58.

Genomic Classification of Cutaneous Melanoma. Cell, 2015. 161(7): p. 1681-96.
Wahdan-Alaswad, R.S., et al., Retraction: Insulin-Like Growth Factor I Suppresses
Bone Morphogenetic Protein Signaling in Prostate Cancer Cells by Activating mTOR
Signaling. Cancer Res, 2020. 80(9): p. 1902.

Catalanotti, F., et al., PTEN Loss-of-Function Alterations Are Associated With
Intrinsic Resistance to BRAF Inhibitors in Metastatic Melanoma. JCO Precis Oncol,
2017. 1.

Dankort, D., et al., Braf(V600E) cooperates with Pten loss to induce metastatic
melanoma. Nat Genet, 2009. 41(5): p. 544-52.

Miller, E.M., et al., Histopathologic and molecular characterization of BAP-1-
inactivated melanoma. J Cutan Pathol, 2023. 50(4): p. 349-357.

Jitian Mihulecea, C.R., et al., The Many Roles of Dermoscopy in Melanoma Detection.
Life (Basel), 2023. 13(2).

Freedberg, D.E., et al., Frequent pl6-independent inactivation of pl4ARF in human
melanoma. J Natl Cancer Inst, 2008. 100(11): p. 784-95.

Liguoro, D., et al., The MITF/mir-579-3p regulatory axis dictates BRAF-mutated
melanoma cell fate in response to MAPK inhibitors. Cell Death Dis, 2024. 15(3): p.
208.

Dilshat, R., et al., MITF reprograms the extracellular matrix and focal adhesion in
melanoma. Elife, 2021. 10.

Sanchez-Del-Campo, L., et al., MITF induces escape from innate immunity in
melanoma. J Exp Clin Cancer Res, 2021. 40(1): p. 117.

Leonardi, G.C., et al., Cutaneous melanoma: From pathogenesis to therapy (Review).
Int J Oncol, 2018. 52(4): p. 1071-1080.

Mooradian, M.J. and R.J. Sullivan, Immunotherapy in Melanoma: Recent
Advancements and Future Directions. Cancers (Basel), 2023. 15(16).

Wang, X., et al., Advances in Immunotherapy and Targeted Therapy of Malignant
Melanoma. Biomedicines, 2025. 13(1).

Habib, S., et al., Tumor associated macrophages as key contributors and targets in
current and future therapies for melanoma. Expert Review of Clinical Immunology,
2024. 20(8): p. 895-911.

Chapman, P.B., et al., Improved survival with vemurafenib in melanoma with BRAF
V600OE mutation. N Engl J Med, 2011. 364(26): p. 2507-16.

Larkin, J., et al., Combined vemurafenib and cobimetinib in BRAF-mutated melanoma.
N Engl J Med, 2014. 371(20): p. 1867-76.

Long, G.V., et al., Adjuvant Dabrafenib plus Trametinib in Stage Il BRAF-Mutated
Melanoma. N Engl J Med, 2017. 377(19): p. 1813-1823.

95



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Long, G.V., et al., Dabrafenib and trametinib versus dabrafenib and placebo for
Val600 BRAF-mutant melanoma: a multicentre, double-blind, phase 3 randomised
controlled trial. Lancet, 2015. 386(9992): p. 444-51.

Long, G.V., et al., Combined BRAF and MEK inhibition versus BRAF inhibition alone
in melanoma. N Engl J Med, 2014. 371(20): p. 1877-88.

Dréno, B., et al., Incidence, course, and management of toxicities associated with
cobimetinib in combination with vemurafenib in the coBRIM study. Ann Oncol, 2017.
28(5): p. 1137-1144.

Larkin, J., et al., Combined Nivolumab and Ipilimumab or Monotherapy in Untreated
Melanoma. N Engl J Med, 2015. 373(1): p. 23-34.

Larkin, J., et al., Five-Year Survival with Combined Nivolumab and Ipilimumab in
Advanced Melanoma. N Engl ] Med, 2019. 381(16): p. 1535-1546.

Sharma, M., et al., Bempegaldesleukin selectively depletes intratumoral Tregs and
potentiates T cell-mediated cancer therapy. Nat Commun, 2020. 11(1): p. 661.
Dummer, R., et al., Randomized Phase IIl Trial Evaluating Spartalizumab Plus
Dabrafenib and Trametinib for BRAF V600-Mutant Unresectable or Metastatic
Melanoma. J Clin Oncol, 2022. 40(13): p. 1428-1438.

Wolchok, I.D., et al., Long-Term QOutcomes With Nivolumab Plus Ipilimumab or
Nivolumab Alone Versus Ipilimumab in Patients With Advanced Melanoma. J Clin
Oncol, 2022. 40(2): p. 127-137.

Amaral, T., et al., Cutaneous melanoma: ESMO Clinical Practice Guideline for
diagnosis, treatment and follow-up. Ann Oncol, 2025. 36(1): p. 10-30.

Hendrickx, A., et al., Radiotherapy for lentigo maligna and lentigo maligna melanoma
- a systematic review. Radiat Oncol, 2020. 15(1): p. 174.

Hollander, S., et al., Adjuvant Therapy for Melanoma. Surg Clin North Am, 2025.
105(3): p. 555-568.

Wong, M.K.K., et al., Efficacy and safety of RP1 combined with nivolumab in patients
with anti—PD-1—failed melanoma from the IGNYTE clinical trial. Journal of Clinical
Oncology, 2024. 42(16_suppl): p. 9517-9517.

Hu, L., et al., FDA approval summary: Lifileucel for unresectable or metastatic
melanoma previously treated with an anti-PD-1 based immunotherapy. Clin Cancer
Res, 2025.

Pal, H.C., et al., Phytochemicals for the Management of Melanoma. Mini Rev Med
Chem, 2016. 16(12): p. 953-79.

Zheng, Y., et al., Prenylated Flavonoids from Roots of Glycyrrhiza uralensis Induce
Differentiation of B16-F10 Melanoma Cells. Int J Mol Sci, 2018. 19(8).

Sudha, T., et al., Antitumor/anti-angiogenesis efficacy of epigallocatechin gallate
nanoformulated with antioxidant in melanoma. Nanomedicine (Lond), 2022. 17(15):
p.- 1039-1053.

Li, H., et al., Dysfunctional CD8 T Cells Form a Proliferative, Dynamically Regulated
Compartment within Human Melanoma. Cell, 2019. 176(4): p. 775-789.e18.
Pourhanifeh, M.H., et al., Resveratrol: A New Potential Therapeutic Agent for
Melanoma? Curr Med Chem, 2021. 28(4): p. 687-711.

Palliyage, G.H., et al, MNovel Curcumin-Resveratrol Solid Nanoparticles
Synergistically Inhibit Proliferation of Melanoma Cells. Pharm Res, 2021. 38(5): p.
851-871.

Kapetanovic, .M., et al., Pharmacokinetics, oral bioavailability, and metabolic profile
of resveratrol and its dimethylether analog, pterostilbene, in rats. Cancer Chemother
Pharmacol, 2011. 68(3): p. 593-601.

96



83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Ali, M.A., et al., Pterostilbene as a Multifaceted Anticancer Agent: Molecular
Mechanisms, Therapeutic Potential and Future Directions. Med Oncol, 2025. 42(7):
p. 220.

Palliyage, G.H., et al., Novel Curcumin-Resveratrol Solid Nanoparticles
Synergistically Inhibit Proliferation of Melanoma Cells. Pharmaceutical research,
2021. 38(5): p. 851-871.

AlQathama, A. and J.M. Prieto, Natural products with therapeutic potential in
melanoma metastasis. Nat Prod Rep, 2015. 32(8): p. 1170-82.

Magro, C.M., A.N. Crowson, and M.C. Mihm, Unusual variants of malignant
melanoma. Mod Pathol, 2006. 19 Suppl 2: p. S41-70.

Mashabela, M.D. and A.P. Kappo, Anti-Cancer and Anti-Proliferative Potential of
Cannabidiol: A Cellular and Molecular Perspective. Int J Mol Sci, 2024. 25(11).
Ramer, R., et al., Impact of Cannabinoid Compounds on Skin Cancer. Cancers
(Basel), 2022. 14(7).

Richtig, G., et al., Cannabinoids Reduce Melanoma Cell Viability and Do Not
Interfere with Commonly Used Targeted Therapy in Metastatic Melanoma In Vivo and
In Vitro. Biology (Basel), 2023. 12(5).

Wyrobnik, L., et al., Decreased melanoma CSF-1 secretion by Cannabigerol treatment
reprograms  regulatory myeloid cells and reduces tumor progression.
Oncoimmunology, 2023. 12(1): p. 2219164.

Lucas, C.J., P. Galettis, and J. Schneider, The pharmacokinetics and the
pharmacodynamics of cannabinoids. Br J Clin Pharmacol, 2018. 84(11): p. 2477-
2482.

Mangal, N., et al., Cannabinoids in the landscape of cancer. J Cancer Res Clin Oncol,
2021. 147(9): p. 2507-2534.

Bachari, A., et al., Roles of Cannabinoids in Melanoma: Evidence from In Vivo
Studies. Int J Mol Sci, 2020. 21(17).

Hauser, W., et al., Cannabis-based medicines and medical cannabis for adults with
cancer pain. Cochrane Database Syst Rev, 2023. 6(6): p. Cd014915.

Legare, C.A., W.M. Raup-Konsavage, and K.E. Vrana, Therapeutic Potential of
Cannabis, Cannabidiol, and Cannabinoid-Based Pharmaceuticals. Pharmacology,
2022.107(3-4): p. 131-149.

Liu, C., et al.,, Autophagy in skin barrier and immune-related skin diseases. ]
Dermatol, 2021. 48(12): p. 1827-1837.

Mizushima, N. and M. Komatsu, Autophagy: renovation of cells and tissues. Cell,
2011. 147(4): p. 728-41.

Galluzzi, L., et al., Molecular definitions of autophagy and related processes. Embo j,
2017.36(13): p. 1811-1836.

Galluzzi, L., et al., Molecular definitions of autophagy and related processes. The
EMBO Journal, 2017. 36(13): p. 1811-1836-1836.

Mizushima, N., Autophagy: process and function. Genes Dev, 2007. 21(22): p. 2861-
73.

Meyer, G., et al., The cellular autophagy markers Beclin-1 and LC3B-II are increased
during reperfusion in fibrillated mouse hearts. Curr Pharm Des, 2013. 19(39): p.
6912-8.

Tosaki Agnes, Szabd, Erzsébet ; Szabd, Imre Loérinc ; Remenyik, Eva. Az autofagia
jelentésége a bérbetegségek patomechanizmusaban. BORGYOGYASZATI ES
VENEROLOGIAI SZEMLE, 2023. 99 : 4 pp. 314-321.

Mizushima, N., T. Yoshimori, and B. Levine, Methods in mammalian autophagy
research. Cell, 2010. 140(3): p. 313-26.

97


https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10047486
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10035913
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10011418

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Bjorkey, G., et al., p62/SOSTM1 forms protein aggregates degraded by autophagy
and has a protective effect on huntingtin-induced cell death. J Cell Biol, 2005. 171(4):
p. 603-14.

Eskelinen, E.L., Fine structure of the autophagosome. Methods Mol Biol, 2008. 445:
p. 11-28.

Wel, Z., et al., Daturataturin A, a withanolide in Datura metel L., induces HaCaT
autophagy through the PI3K-Akt-mTOR signaling pathway. Phytother Res, 2021.
35(3): p. 1546-1558.

Murase, D., et al., Autophagy has a significant role in determining skin color by
regulating melanosome degradation in keratinocytes. J Invest Dermatol, 2013.
133(10): p. 2416-2424.

Nagar, R., Autophagy: A brief overview in perspective of dermatology. Indian J
Dermatol Venereol Leprol, 2017. 83(3): p. 290-297.

Bittencourt, T.L., et al., Autophagy as a Target for Drug Development Of Skin
Infection Caused by Mycobacteria. Front Immunol, 2021. 12: p. 674241.

Verschooten, L., et al., Autophagy inhibitor chloroquine enhanced the cell death
inducing effect of the flavonoid luteolin in metastatic squamous cell carcinoma cells.
PLoS One, 2012. 7(10): p. €48264.

Hartman, M.L., Non-Apoptotic Cell Death Signaling Pathways in Melanoma. Int J
Mol Sci, 2020. 21(8).

Tenhunen, R., H.S. Marver, and R. Schmid, The enzymatic conversion of heme to
bilirubin by microsomal heme oxygenase. Proc Natl Acad Sci U S A, 1968. 61(2): p.
748-55.

Ryter, SSW., J. Alam, and A.M. Choi, Heme oxygenase-1/carbon monoxide: from
basic science to therapeutic applications. Physiol Rev, 2006. 86(2): p. 583-650.
Kansanen, E., et al., The Keapl-Nrf2 pathway: Mechanisms of activation and
dysregulation in cancer. Redox Biol, 2013. 1(1): p. 45-9.

Paine, A., et al., Signaling to heme oxygenase-1 and its anti-inflammatory therapeutic
potential. Biochem Pharmacol, 2010. 80(12): p. 1895-903.

Shan, H., et al., Heme oxygenase-1 prevents heart against myocardial infarction by
attenuating ischemic injury-induced cardiomyocytes senescence. EBioMedicine, 2019.
39: p. 59-68.

Wu, M.L.,, Y.C. Ho, and S.F. Yet, 4 central role of heme oxygenase-1 in
cardiovascular protection. Antioxid Redox Signal, 2011. 15(7): p. 1835-46.

Wang, H., et al., Cytoprotective Role of Heme Oxygenase-1 in Cancer
Chemoresistance: Focus on Antioxidant, Antiapoptotic, and Pro-Autophagy
Properties. Antioxidants (Basel), 2023. 12(6).

Chiang, S.K., S.E. Chen, and L.C. Chang, The Role of HO-1 and Its Crosstalk with
Oxidative Stress in Cancer Cell Survival. Cells, 2021. 10(9).

Ryter, S.W., Heme Oxygenase-1: An Anti-Inflammatory Effector in Cardiovascular,
Lung, and Related Metabolic Disorders. Antioxidants (Basel), 2022. 11(3).

Hou, C., et al., Inhibition of Heme Oxygenase 1 Suppresses Growth, Migration, and
Invasion, and Regulates Tumor-Infiltrating CD8+ T Cells and in Uveal Melanoma.
Invest Ophthalmol Vis Sci, 2024. 65(10): p. 37.

Tracey, N., et al., HO-1 drives autophagy as a mechanism of resistance against
HER2-targeted therapies. Breast Cancer Res Treat, 2020. 179(3): p. 543-555.

Bigl, K., et al., Comparison of results of the CellTiter Blue, the tetrazolium (3-[4,5-
dimethylthioazol-2-yl]-2,5-diphenyl  tetrazolium  bromide), and the lactate
dehydrogenase assay applied in brain cells after exposure to advanced glycation
endproducts. Toxicol In Vitro, 2007. 21(5): p. 962-71.

98



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

Schoenfeld, B.J., The mechanisms of muscle hypertrophy and their application to
resistance training. J Strength Cond Res, 2010. 24(10): p. 2857-72.

Pedram, A., et al., Estrogen inhibits cardiomyocyte hypertrophy in vitro. Antagonism
of calcineurin-related hypertrophy through induction of MCIP1. J Biol Chem, 2005.
280(28): p. 26339-48.

Wallenstein, S., C.L. Zucker, and J.L. Fleiss, Some statistical methods useful in
circulation research. Circ Res, 1980. 47(1): p. 1-9.

Shen, S., Y. Shao, and C. Li, Different types of cell death and their shift in shaping
disease. Cell Death Discov, 2023. 9(1): p. 284.

Koukourakis, M.L., et al., Autophagosome Proteins LC3A, LC3B and LC3C Have
Distinct Subcellular Distribution Kinetics and Expression in Cancer Cell Lines. PLoS
One, 2015. 10(9): p. e0137675.

Tang, D.Y., R.A. Ellis, and P.E. Lovat, Prognostic Impact of Autophagy Biomarkers
for Cutaneous Melanoma. Front Oncol, 2016. 6: p. 236.

Lai, S.L., M.R. Mustafa, and P.F. Wong, Panduratin A induces protective autophagy
in melanoma via the AMPK and mTOR pathway. Phytomedicine, 2018. 42: p. 144-
151.

Zhou, B, et al., Tom20 senses iron-activated ROS signaling to promote melanoma cell
pyroptosis. Cell Res, 2018. 28(12): p. 1171-1185.

Was, H., et al., Effect of Heme Oxygenase-1 on Melanoma Development in Mice-Role
of Tumor-Infiltrating Immune Cells. Antioxidants (Basel), 2020. 9(12).

Loureiro, J.B., et al., Targeting p53 for Melanoma Treatment: Counteracting Tumour
Proliferation, Dissemination and Therapeutic Resistance. Cancers (Basel), 2021.
13(7).

Tran, T.T., et al., Clinical Significance of PDCD4 in Melanoma by Subcellular
Expression and in Tumor-Associated Immune Cells. Cancers (Basel), 2021. 13(5).

van Zeijl, M.C.T., et al., Survival outcomes of patients with advanced melanoma from
2013 to 2017: Results of a nationwide population-based registry. Eur J Cancer, 2021.
144: p. 242-251.

Soengas, M.S. and S.W. Lowe, Apoptosis and melanoma chemoresistance. Oncogene,
2003. 22(20): p. 3138-51.

Flaherty, K.T., et al., Improved survival with MEK inhibition in BRAF-mutated
melanoma. N Engl ] Med, 2012. 367(2): p. 107-14.

Luke, J.J. and G.K. Schwartz, Chemotherapy in the management of advanced
cutaneous malignant melanoma. Clin Dermatol, 2013. 31(3): p. 290-7.

Austin, E., et al., Laser and light-based therapy for cutaneous and soft-tissue
metastases of malignant melanoma: a systematic review. Arch Dermatol Res, 2017.
309(4): p. 229-242.

Mattia, G., et al., Cell death-based treatments of melanoma:conventional treatments
and new therapeutic strategies. Cell Death Dis, 2018. 9(2): p. 112.

Wilson, M.A. and L.M. Schuchter, Chemotherapy for Melanoma. Cancer Treat Res,
2016. 167: p. 209-29.

Mandel, V.D., et al., Long-term vemurafenib therapy in advanced melanoma patients:
cutaneous toxicity and prognostic implications. J Dermatolog Treat, 2022. 33(3): p.
1368-1375.

Tovari, J., et al., Evolving Acquired Vemurafenib Resistance in a BRAF V600E Mutant
Melanoma PDTX Model to Reveal New Potential Targets. Cells, 2023. 12(14).
Gouravan, S., et al.,, Preclinical Evaluation of Vemurafenib as Therapy for
BRAF(V600E) Mutated Sarcomas. Int ] Mol Sci, 2018. 19(4).

99



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Shahriari, M., et al., Enzyme responsive drug delivery systems in cancer treatment. J
Control Release, 2019. 308: p. 172-189.

Lah, T.T., et al., Cannabigerol Is a Potential Therapeutic Agent in a Novel Combined
Therapy for Glioblastoma. Cells, 2021. 10(2).

Lah, T.T., et al., The Cytotoxic Effects of Cannabidiol and Cannabigerol on
Glioblastoma Stem Cells May Mostly Involve GPR55 and TRPV1 Signalling. Cancers
(Basel), 2022. 14(23).

Vacek, J., et al., Antioxidant function of phytocannabinoids: Molecular basis of their
stability and cytoprotective properties under UV-irradiation. Free Radic Biol Med,
2021. 164: p. 258-270.

Wang, X.F., et al., Different receptor mechanisms underlying phytocannabinoid-
versus synthetic cannabinoid-induced tetrad effects: Opposite roles of CB(1) /CB(2)
versus GPRS5 receptors. Br J Pharmacol, 2020. 177(8): p. 1865-1880.

Riera, R., et al., Efficacy and safety of therapeutic use of cannabis derivatives and
their synthetic analogs: Overview of systematic reviews. Phytother Res, 2022. 36(1):
p. 5-21.

Lee, X.C., E. Werner, and M. Falasca, Molecular Mechanism of Autophagy and Its
Regulation by Cannabinoids in Cancer. Cancers (Basel), 2021. 13(6).

Viereckl, M.J., et al., Cannabidiol and Cannabigerol Inhibit Cholangiocarcinoma
Growth In Vitro via Divergent Cell Death Pathways. Biomolecules, 2022. 12(6).

Peeri, H. and H. Koltai, Cannabis Biomolecule Effects on Cancer Cells and Cancer
Stem  Cells:  Cytotoxic, Anti-Proliferative, and Anti-Migratory  Activities.
Biomolecules, 2022. 12(4).

Zhou, M., et al., Caspase-3 regulates the migration, invasion and metastasis of colon
cancer cells. Int J Cancer, 2018. 143(4): p. 921-930.

Yang, W.H., et al., Tumor Suppressor p53 Down-Regulates Programmed Cell Death
Protein 4 (PDCD4) Expression. Curr Oncol, 2023. 30(2): p. 1614-1625.

Ferris, W.F., The Role and Interactions of Programmed Cell Death 4 and its
Regulation by microRNA in Transformed Cells of the Gastrointestinal Tract. Front
Oncol, 2022. 12: p. 903374.

Cardile, A., et al., Hyperforin Enhances Heme Oxygenase-1 Expression Triggering
Lipid Peroxidation in BRAF-Mutated Melanoma Cells and Hampers the Expression of
Pro-Metastatic Markers. Antioxidants (Basel), 2023. 12(7).

Verykiou, S., et al., Harnessing autophagy to overcome mitogen-activated protein
kinase kinase inhibitor-induced resistance in metastatic melanoma. Br J Dermatol,
2019. 180(2): p. 346-356.

Al Hmada, Y., et al., Mechanisms of Melanoma Progression and Treatment
Resistance: Role of Cancer Stem-like Cells. Cancers (Basel), 2024. 16(2).

Csonka, C., et al., Classic preconditioning decreases the harmful accumulation of
nitric oxide during ischemia and reperfusion in rat hearts. Circulation, 1999. 100(22):
p. 2260-6.

Balla, J., et al., Heme, heme oxygenase and ferritin in vascular endothelial cell injury.
Mol Nutr Food Res, 2005. 49(11): p. 1030-43.

Juhasz, B., et al., Resveratrol: a multifunctional cytoprotective molecule. Curr Pharm
Biotechnol, 2010. 11(8): p. 810-8.

Czegledi, A., et al., Electrically-Induced Ventricular Fibrillation Alters
Cardiovascular Function and Expression of Apoptotic and Autophagic Proteins in Rat
Hearts. Int ] Mol Sci, 2019. 20(7).

Feng, X., et al., Ferroptosis Enhanced Diabetic Renal Tubular Injury via HIF-1a/HO-
1 Pathway in db/db Mice. Front Endocrinol (Lausanne), 2021. 12: p. 626390.

100



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Wang, N., et al., Tricuspid regurgitation is associated with increased mortality
independent of pulmonary pressures and right heart failure: a systematic review and
meta-analysis. Eur Heart J, 2019. 40(5): p. 476-484.

Peth6, D., et al.,, Ferryl Hemoglobin and Heme Induce A(1)-Microglobulin in
Hemorrhaged Atherosclerotic Lesions with Inhibitory Function against Hemoglobin
and Lipid Oxidation. Int J Mol Sci, 2021. 22(13).

Peng, J., et al., GPR30 alleviated subarachnoid hemorrhage-induced blood-brain
barrier dysfunction by activating the PI3K/Akt and Nrf2/HO-1 pathways. Am J
Physiol Cell Physiol, 2024. 327(1): p. C65-c73.

Mancuso, C., The Heme Oxygenase/Biliverdin Reductase System and Its Genetic
Variants in Physiology and Diseases. Antioxidants (Basel), 2025. 14(2).

Ryabov, V.V., et al., The Role of Microvascular Obstruction and Intra-Myocardial
Hemorrhage in Reperfusion Cardiac Injury. Analysis of Clinical Data. Rev
Cardiovasc Med, 2024. 25(3): p. 105.

Mazaki, Y., et al., Phosphorylation of annexin A2 at serine 25 is required for
endothelin-1 stimulated cell proliferation and AKT activation in melanoma cells.
Biochem Biophys Res Commun, 2025. 743: p. 151168.

Si, F., et al.,, Reviewing the path to balance: mechanisms and management of
hypertension associated with targeting vascular endothelium in cancer therapy.
Hypertens Res, 2025. 48(3): p. 1034-1047.

Vecsernyes, M., et al., Alpha-Melanocyte-stimulating Hormone Induces Vasodilation
and Exerts Cardioprotection Through the Heme-Oxygenase Pathway in Rat Hearts. J
Cardiovasc Pharmacol, 2017. 69(5): p. 286-297.

Patten, R.D., et al., 17 Beta-estradiol differentially affects left ventricular and
cardiomyocyte hypertrophy following myocardial infarction and pressure overload. J
Card Fail, 2008. 14(3): p. 245-53.

Szczepanska-Sadowska, E., et al., The Interaction of Vasopressin with Hormones of
the Hypothalamo-Pituitary-Adrenal Axis: The Significance for Therapeutic Strategies
in Cardiovascular and Metabolic Diseases. Int ] Mol Sci, 2024. 25(13).

Schiffrin, E.L., Role of endothelin-1 in hypertension and vascular disease. Am J
Hypertens, 2001. 14(6 Pt 2): p. 83s-89s.

Agapitov, A.V. and W.G. Haynes, Role of endothelin in cardiovascular disease. J
Renin Angiotensin Aldosterone Syst, 2002. 3(1): p. 1-15.

Niforou, A., et al., On account of trans fatty acids and cardiovascular disease risk -
There is still need to upgrade the knowledge and educate consumers. Nutr Metab
Cardiovasc Dis, 2022. 32(8): p. 1811-1818.

Kylhammar, D. and G. Radegran, The principal pathways involved in the in vivo
modulation of hypoxic pulmonary vasoconstriction, pulmonary arterial remodelling
and pulmonary hypertension. Acta Physiol (Oxf), 2017. 219(4): p. 728-756.

Pan, Z., et al., Targeting hypertension with a new adenosine triphosphate-sensitive
potassium channel opener iptakalim. J Cardiovasc Pharmacol, 2010. 56(3): p. 215-28.
Luo, Y., Y. Zou, and Y. Gao, Gene polymorphisms and high-altitude pulmonary
edema susceptibility: a 2011 update. Respiration, 2012. 84(2): p. 155-62.

Porchia, F., et al., Endothelin-1 up-regulates plI5RhoGEF in embryonic rat
cardiomyocytes during the hypertrophic response. J Recept Signal Transduct Res,
2008. 28(3): p. 265-83.

Xu, E.Z., et al.,, Rescue treatment with a Rho-kinase inhibitor normalizes right
ventricular function and reverses remodeling in juvenile rats with chronic pulmonary
hypertension. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010. 299(6): p. H1854-64.

101



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

Liou, S.F., et al, KMUP-1 Attenuates Endothelin-1-Induced Cardiomyocyte
Hypertrophy through Activation of Heme Oxygenase-1 and Suppression of the
Akt/GSK-3p, Calcineurin/NFATc4 and RhoA/ROCK Pathways. Molecules, 2015.
20(6): p. 10435-49.

Wu, J.R., et al., Activation of endothelial NO synthase by a xanthine derivative
ameliorates hypoxia-induced apoptosis in endothelial progenitor cells. J Pharm
Pharmacol, 2016. 68(6): p. 810-8.

Haines, D.D., B. Juhasz, and A. Tosaki, Management of multicellular senescence and
oxidative stress. J Cell Mol Med, 2013. 17(8): p. 936-57.

Pandey, S., et al., High Glucose-Induced Cardiomyocyte Damage Involves Interplay
between Endothelin ET-1/ET(A)/ET(B) Receptor and mTOR Pathway. Int J Mol Sci,
2022. 23(22).

Liu, Y., et al., Deficiency of diacylglycerol Kinase { promotes Beclinl-mediated
autophagy via the mTOR/TFEB signaling pathway: Relevance to maladaptive cardiac
hypertrophy. Int J Med Sci, 2024. 21(3): p. 439-453.

Funayama, A., et al.,, Cardiac nuclear high mobility group box 1 prevents the
development of cardiac hypertrophy and heart failure. Cardiovasc Res, 2013. 99(4): p.
657-64.

Shi, J.Y., et al., miR-29a promotes pathological cardiac hypertrophy by targeting the
PTEN/AKT/mTOR signalling pathway and suppressing autophagy. Acta Physiol
(Oxf), 2019. 227(2): p. 13323.

102



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@Ilib.unideb.hu

Jeldlt: Tosaki Agnes

Nyilvantartasi szam:  DEENK/540/2025.PL
Targy: PhD Publikacids Lista

Doktori Iskola: Gyogyszerészeti Tudoméanyok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kdzlemények

1. Tosaki, A., Szabd, Z., Kiraly, J., Lérincz, E. B., Vass, V., Tanczos, B., Bereczki, |., Herczegh, P.,
Remenyik, E., Tésaki, A., Szabg, E.: A new cannabigerol derivative, LE-127/2, induces
autophagy mediated cell death in human cutaneous melanoma cells.

Eur. J. Pharm. Sci. 203, 1-15, 2024.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2024.106920

IF: 4.7

2. Barta, T., Tésaki, A., Haines, D. D., Balla, G., Lekli, I, Tésaki, A.: Endothelin-1-induced
hypertrophic alterations and heme oxygenase-1 expression in cardiomyoblasts are
counteracted by beta estradiol: in vitro and in vivo studies.
Naunyn-Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 391 (4), 371-383, 2018.

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00210-018-1462-z

IF: 2.058

Tovabbi kdzlemények

3. Steuer-Hajdu, K., Tosaki, A., Hagymasy, L., Okros, F., Szegedi, A.: JAK gatlas immunoldgiai és

farmakologiai jellemzdi.

Bérgyogyész. venerol. szle. 101 (2), 58-63, 2025.

4. Tésaki, A., Remenyik, E., Veres, |., Szegedi, A., Varvdlgyi, T.: Mucin a dermisben. B
Bérgyogyész. venerol. szle. 100 (6), 293-298, 2024. Aﬁ“‘”" £
b

DOI: http://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2024.100.6.2 /o*”
*

5. Tésaki, A., Szabd, E. K., Szabd, |. L., Remenyik, E.: Az autofagia jelentdsége a t:{ﬁ_rbeteg
4

patomechanizmusaban.

Bdrgyogyasz. venerol. szle. 99 (4), 314-321, 2023. , \?/n'

\'ex

i N “Prnw-t\ﬁ;o//
DOI: http://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2023.99.4.10 N v/ g ik

103



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

6. Scheili, A., Tésaki, A., Horkay, |., Remenyik, E.: Fényérzékenységgel jaré genodermatézisok,
porphyriak.
Bérgyégyasz. venerol. szle. 98 (4), 198-210, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2022.98.4.1

7. Tésaki, A., Remenyik, E.: Bérgyogyaszati tiineteket okozé felnéttkori szisztémas
virusinfekcidkszemelvények.
Borgyogy. Venerol. Szle. 97 (2), 108-114, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2021.97.2.6

8. Tésaki, A., Remenyik, E.: Ujdonsagok a Mycosis fungoides és a Sézary szindréma
patogenezisében.
Bérgyégyasz. venerol. szle. 96 (5), 236-246, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2020.96.5.5

9. Czeglédi, A., Tésaki, A., Gyongydsi, A., Zilinyi, R., Tésaki, A., Lekli, .: Electrically-Induced
Ventricular Fibrillation Alters Cardiovascular Function and Expression of Apoptotic and
Autophagic Proteins in Rat Hearts.

Int. J. Mol. Sci. 20 (7), 1-12, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms2007 1628
IF: 4.556

10. Gyongyosi, A., Zilinyi, R., Czeglédi, A., Tésaki, A., Tésaki, A., Lekli, |.: The role of autophagy and
death pathways in dose-dependent isoproterenol-induced cardiotoxicity.
Curr. Pharm. Design. 25 (19), 2192-2198, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.2174/1381612825666190619145025
IF: 2.208

11. Emri, G., Paragh, G. J., Tésaki, A., Janka, E. A., Kollar, S., Heged(is, C., Gelién, E., Horkay, .,
Koncz, G., Remenyik, E.: Ultraviolet radiation-mediated development of cutaneous
melanoma: an update.

J. Photochem. Photobiol. B-Biol. 185, 169-175, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2018.06.005

IF: 4.067
<’ ;
A kozl6 folyodiratok osszesitett impakt faktora: 17,589 /: ]
A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kozleménye]

6,758

P
e

A DEENK a Jelolt altal a Tuddstérbe feltltétt adatok bibliografiai és tudoményméfriai ellenérzését a
tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2025.10.06.

104



Fiiggelék

105



