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1. BEVEZETES

A gyogyndvényekb6l szarmazd természetes alkaloidok, illetve félszintetikus
szarmazékaik szdmos farmakologiai hatdssal birnak, melyek megalapozzak Kklinikai
alkalmazhatésagukat, tobbek kozott daganatellenes terdpiak hatdéanyagakeént. Ez utdbbi
szempontbol kiemelt jelentdségii cellularis célpontjaik koz¢é tartoznak a citoszkeletalis rendszer
elemei, valamint a sejtosztodast, sejttulélést és migraciot szabalyozo jelatviteli folyamatok,
melyek egyik prominens példaja az IL-6/IL-6R/STATS3 utvonal.

A késoi/latens citoplazmatikus transzkripcios faktorok csoportjaba tartozo jelatvivo és
génatirodast aktivald fehérje 3 (STAT3) szamos olyan sejtfolyamatban télt be szabalyozo
szerepet, amelyek hibas vagy elégtelen szabalyozasa a sejtek tumoros transzformacidjat
okozhatja. A STAT3 egyik célgénje a B-sejtes limféma 2 fehérjét (Bcl-2) kodol6 gén. A Bcel-2
az azonos nevil fehérjecsalad egyik antiapoptotikus tagja, amely az apopt6zis mitokondrialis
utvonalanak gatlasan keresztiil segiti eld a sejtek tulélését.

A STATS3 aktivacidjahoz és kanonikus funkcidinak betdltésehez a 705-6s pozicioban
elhelyezkedo tirozin foszforilacioja sziikséges, melyet a transzkripcios faktor dimerizéacidja és
magi transzlokacioja kovet. A STAT3 a 727-es pozicidban taldlhat6 szerin aminosav
oldallancon is foszforilalodhat: a szerin foszforilacié egyrészt szabalyozza a STAT3
transzkripcids aktivitasat, ugyanakkor a STAT3 egyéb, nem kanonikus funkcioiban is kritikus
szerepet tolthet be. A STAT3 egyik fontos aktivatora az interleukin-6 (IL-6) citokin, amelynek
emelkedett koncentracidjat tébb tumorféleség, igy az uveédlis melanbma (UM)
mikrokornyezetében is kimutattak.

A kemoterapias szerek egyik fontos csoportjat a mikrotubularis rendszert célz6 agensek
(MTA) alkotjak. Kozos jellemzdjik a mitozis gatlasa, ugyanakkor mas, akér a sejtosztodastol
fuggetlen folyamatokba, igy a STAT3 fehérje funkcidjdba is beavatkozhatnak. A
benzofenantridin-vazas alkaloidok kozé tartozé kelidonin bioldgiai hatasai atfednek az MTA-k
fent emlitett hatasaival (mikrotubulus polimerizacio, G2/M blokk), igy felmeril a kérdés, hogy
vajon a STAT3 transzkripcios faktor mitkodését szintén befolyasolja-e.

Az értekezésben bemutatott munkam soran a kelidonin IL-6/IL-6R/STATS3 jelatviteli
atvonalra (1. cikk), valamint a Bcl-2 antiapoptotikus fehérje expresszidjara gyakorolt hatasat
tanulmanyoztam human uvedlis melanoma sejteken, elsGsorban aramlasi citometrias és
konfokalis mikroszképias modszerekkel. Eredményeink egyreszt hozzajarulhatnak egy
potencialis tumorellenes agens, a kelidonin, hatasmechanizmusanak feltérkepezeséhez.

Masrészt az egyedi sejtszintli informaciot szolgaltatd modszerek alkalmazasa elésegiti a



STAT3 Kkétféele foszforilacios allapota kozotti Osszefligges megértését, igy munkam
altalanossagban is hozzajarulhat a STAT3-specifikus terdpidk megtervezeséhez. Az
értekezésemhez felhasznélt masik kozlemeny (Il. cikk) az IL-6/IL-6R/STAT3 jelatvitel
intracelluléris elemeinek, valamint a Bcl-2 fehérje expresszidjanak vizsgalatat modszertanilag

alapozta meg.



2.  IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A STAT fehérjek

Az 1994-ben felfedezett, a citoplazmatikus transzkripcids faktorok csaladjaba tartozo
STAT fehérjek sejtfelszini receptorok ligandum kotése altal kivaltott jeleket tovabbitanak a
sejtmagba. Emlésokben eddig hét, kiilonb6z6é gének altal kodolt STAT fehérjet irtak le, ezek a
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b és STAT6. Felépitésukben 750-900
aminosav vesz részt. Az egyes STAT transzkripcios faktorok jellemz6it az 1. tablazatban

foglaltam 6ssze.

I. tAblazat: A STAT transzkripciés faktorok jellemzdi

. Méret | Kromoszomalis | Foszforilacios _

Név (kDa) elhelyezkedés helvek Legfontosabb aktivatorok
STAT1 91 2032.2 Tyr701 | Ser727 | IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-A, IL-9
STAT2 113 12q13.3 Tyr690 - IFN-a, IFN-B, IFN-A

citokinek:

IL-6, IL-2, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-15, IL-22
STAT3 92 17921.2 Tyr705 | Ser727 novekedssi faktorok:

EGF, PDGF, FGF
STAT4 89 2032.2 Tyr693 | Ser721 | IL-12

Ser727

STAT5A 94 17q921.2 Tyr694 Ser780 | citokinek:

IL-2, IL-5, IL-7, IL-15

hormonok:
STATSB 92 17q21.2 Tyr699 | Ser731 eritropoetin, prolaktin, névekedési hormon
STATG6 110 12q13.3 Tyre4l - IL-4, IL-13

IFN: interferon; IL: interleukin; EGF: epidermalis novekedési faktor; PDGF: vérlemezke eredetii
novekedési faktor; FGF: fibroblaszt ndvekedési faktor) (Awasthi et al., 2021; Verhoeven et al., 2020)

A STAT fehérjek altal aktivalt gének kritikus szerepet toltenek be a sejtek
proliferaciojanak, tulélésének és differencialodasanak, valamint funkciondlis aktivitasanak
szabalyozédsdban, melynek révén kozremiikodésiik szamos fiziologias folyamatban alapveto
jelentdségli (pl. embriondlis fejlédés, Ossejt homeosztdzis, hematopoézis, immunrendszer

szabalyozésa, angiogenezis, stb.) (Sehgal, 2000; Verhoeven et al., 2020). A szabalyozott
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cellularis folyamatok jellegéb6l addodoan a rendellenes STAT jelatvitel a sejtek malignus

Felfedezésiikkor a STAT transzkripcios faktorokat a génatirddas indukalhatd
aktivatoraiként azonositottdk. A STAT jelatvitel kanonikus mechanizmusanak alapja a STAT
fehérjek tirozin foszforilacié altali aktivacioja, amely tipikusan a Janus kinaz (Jak) csaladba
tartozo citoszolikus, nem-receptor tipust protein tirozin kinazok koézremiikodésével torténik
(Jak/STAT utvonal). A tirozin kinaz aktivitassal rendelkez6 novekedési faktor receptorok akar
kdzvetlenil, a Jak fehérjék bevonasa nélkiil is foszforilalhatjak a STAT molekulakat. A STAT
transzkripcids faktorok aktivalddasat elsésorban citokinek, igy interferonok és interleukinek,
valamint egyes, membranreceptorokhoz kot6do novekedési faktorok és hormonok véalthatjak ki
(I. tdblazat). Az aktivald ligandumok szama és tipusa alapjan a STAT fehérjéket két csoportra
oszthatjuk. Mig a STAT2, STAT4 és STAT6 esetén csupdn nehany (egy vagy ket) citokin
valthatja ki a transzkripcios faktorok aktivaciojat, a csalad tobbi tagja az extracellularis jelek
joval szélesebb spektrumara valaszol (Awasthi et al., 2021; Lim & Cao, 2006; Stark et al., 2018;
Verhoeven et al., 2020).

Nagymértékii szerkezeti homologidjuk kovetkeztében a STAT fehérjék aktivalodasa
azonos elvek mentén torténik, amelyeket réviden ismertetek a jelen fejezetben. Részletesebben
az 2.1.2.4. fejezetben, a dolgozatom targyat képezé IL-6/IL-6R/STAT3 jelatvitel példajan
mutatom be az aktivacio lépéseit és szabalyozasat. Stimulacid hianydban a STAT fehérjék
nagyreszt a citoplazmaban helyezkednek el inaktiv, foszforildlatlan formaban, elsésorban
monomerek, esetenként dimerek formajaban (Awasthi et al., 2021; Lim & Cao, 2006). A
jelmolekula receptorhoz torténé kotédése a STAT fehérjék C-terminalis végéhez kozel talalhatd
tirozin oldallanc foszforilacidjahoz vezet (I. tdblazat, 1. &bra). A tirozin foszforilacié a
transzkripcids faktor (homo- és/vagy hetero) dimerizaciojat, és magi transzlokaciojat, majd
vegll a célgének atirédasanak fokozddasat/aktivaciojat eredmeényezi.

A STAT aktivéacid fiziologias korilmények kdzott tranziens és szigordan szabalyozott,
amelyben alapvetéen harom, kiilonb6z6 szinten haté negativ szabalyoz6 mechanizmus
kozremilikodését sziikséges megemliteni: (1) a transzkripcids faktor defoszforilaciojat
végrehajto fehérje tirozin foszfatazok; (2) az aktiv receptor komplexhez k6t6do, s igy a tovabbi
jelatvitelt megakadalyozd fehérjék; (3) illetve a STAT-DNS koélcsOnhatast gatld magi
regulatorok (Levy & Darnell, 2002).

A STAT aktivaciot szabalyozd pozitiv és negativ mechanizmusok egyensulyanak
felborulédsa koros folyamatokhoz, igy malignus elvaltozasok kialakulasahoz vezethet (Lee &

Cheung, 2019). A STAT fehérjék konstitutiv aktivacidjat megfigyelték human hematoldgiai
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(leukémiak, limfémak és mieloma multiplex) és szolid daganatokban (pl. fej-, nyak-, mell-,
melanoma és prosztata daganat) (Buettner et al., 2002; Ebersbach et al., 2021). A daganatos
megbetegedések kialakuldsdban a STAT1, STAT3 és STATS fehérjék szerepe kulcsfontossagu,
a STAT2, STAT4 és STATG6 Kkorlatozottabb szerepet toltenek be. A daganatos sejtek tobbféle
stratégiat alakitanak a gazdaszervezet daganatellenes valaszainak elkertilésére. Ahhoz, hogy
taléljenek, terjeszkedjenek és attéteket képezzenek, kritikus a daganatok novekedése és
alkalmazkodniuk kell a megujult mikrokdérnyezetikhdz. Ezekben a stratégidkban a STAT
fehérjék jelentds szabalyozo szerepet jatszanak (Verhoeven et al., 2020).

Fontos megjegyezni, hogy az el6zéekben felvazolt, klasszikus jelatviteli mechanizmus
mellett a STAT fehérjék alternativ, in. nem-kanonikus mechanizmusok réven is kifejthetik
hatasukat, akar foszforilalatlan formaban is. igy pl. a célgének atirodasanak fokozasa helyett
okozhatjak a transzkripcio repressziojat, de emellett sejtmagon kivili folyamatokban is szerepet
jatszhatnak (Awasthi et al., 2021).

A STAT2 és a STATG kivételével a STAT transzkripcios faktorok szerin foszforilaciés
helyet is tartalmaznak (l. tdblazat, 1. dbra), amelynek egyrészt szerepe lehet a transzkripcids
aktivitas kontrollalasaban, de a fent emlitett nem-kanonikus funkciékban betoltétt szerepére is
talalhatunk adatokat (Decker & Kovarik, 2000; Wang & Sun, 2014).

2.1.1. A STATS3 transzkripcios faktor felépitese

A STATS3 transzkripcios faktor egy 92 kDa méretti polipeptidlancbél all, amelyet 770
aminosav alkot. A fehérjét a 17-es kromoszdman talalhato stat3 gén kddolja. A fehérje vazlatos
felépitéset, beleértve az el6z6 fejezetben emlitett hat, a STAT fehérjékre jellemz6 konzervativ
funkcionalis domén megnevezését és elhelyezkedését, az 1. abra mutatja (Awasthi et al., 2021,
Wang & Sun, 2014).

Az N-terminalis végtdl kezdve a STAT3 (és a tobbi STAT fehérje) a kovetkezd
doméneket tartalmazza:

(1) N-terminalis domeén (NTD): t6bb a-hélixbdl felépiild, kampdszeri struktura, amely az egyes

STAT fehérjék kozotti fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kialakitdsdban vesz részt. Ezaltal
egyrészt lehetévé teszi a nem-foszforilalt STAT feherjék dimerizaciojat, masrészt kritikus az
an. dimer-dimer, azaz tetramer szerkezet kialakulasaban is. Ez utbbi elengedhetetlen a STAT3

crer

(2) Coiled-coil domén: szintén fehérje-fehérje kdlcsonhatési hely. Tobb a-hélixbol felépiild,

kotélszerii struktara, amely transzkripcios faktorok és szabalyozé fehérjék (koaktivatorok és

korepresszorok) kapcsolodasat biztositja. Ugyancsak ebben a régidban talalhat6 az a nuklearis
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lokalizaciés szignal, amely a magi transzportot biztositja az importin molekulakkal valo
kolcsonhatés réven.

(3) DNS-k6t6 domén (DKD): immunglobulinszert struktura, amely a specifikus DNS target

szekvencia felismerését és a STAT fehérjének ehhez a szekvenciahoz vald kot6dését teszi

lehetévé. A STAT3 esetén ez az Un. interferon gamma (IFNy)-aktivalt szekvenciat (GAS) jelent,

Ve

(4) Linker régi6 (LR): az a-helikalis szerkezetii linker régi6é a megfelel6 fehérje konforméacio

kialakitasaban vesz részt, amely kritikus mind az aktivacio, mind a kdvetkezményes DNS kotes
folyamatdban. Emellett egyfajta kontaktpontként szolgdl a transzkripcios komplex
kialakul&saban is.

(5) Src-homologia domén (SH2): jelentés mértékben konzervalt régid, amely nemcsak a STAT

molekuldkon, hanem szamos egyéb, a jelatviteli folyamatokban érintett fehérjén megtalalhato.
Specifikus foszfotirozin motivumok felismerése és ahhoz torténé kapcsolodasa révén segiti el6
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasat, jelen esetben az inaktiv STAT fehérjének a tirozin
foszforilalt receptor lancokhoz val6 kapcsolodasat, valamint az aktivalt (tirozin foszforilalt)
STAT monomerek dimerizacidjat.

(6) Transzaktiviciés domén (TAD): a C-termindlis vegen talalhatd domén egyrészt a

transzkripcids regulatorokkal val6 kommunikacioban vesz részt, masrészt itt helyezkedik el az
a tirozin aminosav, amelynek foszforilacidja a STAT transzkripcios faktorok aktivacidjanak
alapja. Ennek a tirozinnak a foszforilacioja hozza létre azt a foszfotirozin motivumot, amely az
el6z6 pontban emlitett SH2 doménnel kdlcsonhatva teszi lehetdveé az aktivalt transzkripcios
faktor dimerizéciojat. A STAT3 esetén ez a tirozin a 705-6s poziciét foglalja el. Ugyancsak a
TAD-en helyezkedik el az a szerin aminosav, amely a masodik foszforilacios helyet biztositja.
A STAT3 esetén ez a szerin aminosav a 727-es pozicioban talalhatd (Buettner et al., 2002;
Decker & Kovarik, 2000).

pY705 pS727
1 138 321 496 583 688| | 770

NH2- NTD Coiled-Coil DKD LR SH2 TAD -COOH

1. abra: A STAT3 transzkripciés faktor doménszerkezete

A STATS3 fehérje hat jol elkiilonithetd doménbdl épiil fel, ideértve az N-terminélis domént (NTD), a
coiled-coil domént, a DNS-k6t6 domént (DKD), a linker régiét (LR), az SH2 domént (SH2), valamint
a transzaktivaciés domént (TAD). Ez utébbin helyezkedik el a tirozin és szerin foszforilacios hely
(Wang & Sun, 2014).
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A STAT3-nak négy f6 izoformaja létezik, amelyek alternativ splicing, illetve
proteolitikus hasitas révén alakulnak ki. A STAT3 elnevezéssel rendszerinta STAT3a. (92 kDa)
izoforméra utalunk. A STAT3p (83 kDa) izoformabdl hianyzik a TAD régid, ezéltal a szerin
foszforilacids helyet sem tartalmazza, helyette egy unikalis 7-aminosavbol allé szekvencia
talalhatd a C-terminalis végen. A STAT3a és STAT3p izoformak alternativ splicing révén
alakulnak ki, amelyet az utébbiban 7 0j aminosavat kddolo nukleotidszekvencia, illetve egy
stop kodon beillesztése kovet. A masik két izoforma poszttranszlacios proteolitikus hasitas
révén alakul ki: a STAT3y (72 kDa) az a, mig a STAT36 (64 kDa) a B izoforma hasitdsanak
eredménye. A tirozin és szerin foszforilacios helyek mind a y, mind pedig a 6 izoformabol
hianyoznak (Aigner et al., 2019).

A foszforilacié mellett mas poszttranszlacios modositasok is részt vesznek a STAT3
aktivitdsanak szabalyozasaban: acetilacio (Lys9, 87, 601, 615, 631, 685, 707 vagy 709) és
metilacié (Lys49, 140 vagy 180), glutationizacio (Cys328 és 452); ubikvitinacio és
SUMO-izacid (ubikvitinszerti modulator fehérje kapcsolasa) (Lys451) (Tesoriere et al., 2021,
Tosic & Frank, 2021). Ezek a modositasok a transzkripcios faktor dimerizaciojanak, magi
modulalasa révén jarulnak hozza a transzkripciés kimenet finomhangolasahoz (Guanizo et al.,
2018; Huynh et al., 2019).

2.1.2. Az IL-6/1L-6R/STATS3 jelatviteli utvonal

A STATS3 transzkripcios faktor szerepét els6ként az IL-6 jelatvitelében azonositottak.
Késobb kimutattak, hogy aktivalodasat mas citokinek, valamint egyes novekedesi faktorok és
hormonok is kivalthatjak (l. tablazat) (Xiong et al., 2014). Az IL-6 és az IL-6 citokin csalad
tobbi tagja mellett pl. a yc (kdzds y receptor alegységet hasznald) citokinek tébbségének
jelatvitelében is szerepel, altaldban a STAT1 és STAT5 parhuzamos aktivalodasaval egyitt. Az
értekezésemben bemutatott vizsgalatok az I1L-6 altal kivaltott STAT3 aktivacidra vonatkoztak,
igy a tovabbiakban ennek ismertetésére szoritkozom.

2.1.2.1. Az IL-6 citokincsalad

A citokinek kis molekulatomegii polipeptidek, melyek szerkezetét gyakran N- és/vagy
O-glikolizaciok, valamint intramolekularis diszulfidhidak stabilizaljak. Fontos szerepet
jatszanak a tObbsejtli él6lények sejtjei kozotti kommunikacioban. Extracellularis szolubilis
mediatorként, nano- és pikomolaris koncentracioban szamos fiziol6gias és patologias folyamat

szabalyozasaban jatszanak szerepet (Heinrich et al., 1998).
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A citokinek miikodésére a pleiotropizmus jellemzo, tehat egyidejiileg tobb kiilonb6zo
célsejtre hathatnak. Hatasukat additiv, szinergikus vagy antagonista médon befolyasolhatjak
mas citokinek. Pleiotrép hatdsaik mellett a citokinek hatasa gyakran redundéns, azaz egy adott
biologiai folyamat vagy sejtvalasz szabalyozasaban tobb kiilonbozd citokin is hasonld szerepet
tolthet be. A célsejtekre gyakorolt hatdsukat auto-, para vagy esetenként endokrin jelatvitelen
keresztul fejtik ki (Heinrich et al., 1998).

A citokinekre jellemz6 redundancia egyik oka bizonyos receptor alegységek megosztott
hasznélata, ami azonos jelatviteli Gtvonalak aktivalddasat vonja maga utan. A kdzos receptor
alegyseég tipusa alapjan a citokineket csaladokba/csoportokba sorolhatjuk. Az IL-6-tipusu
citokinek csaladjaba a névadd IL-6-on Kkivil — legtagabb értelmezésben — 10 masik citokin
tartozik. Ez utébbiak az 1L-11, LIF (leukémia gatld faktor), OSM (onkosztatin M), CNTF
(ciliaris neurotréf faktor), CT-1 (kardiotropin-1), CLC (kardiotropin-szerii citokin), NP
(neuropoetin), 1L-27, 1L-31, IL-35 és IL-39. Hatasukat a plazmamembranban talalhato
multimer receptor komplexek kozvetitik a sejt belseje felé. Az IL-31 kivételével a receptor
komplexek kdzos alkotoeleme a jelatvitelben kozvetleniil résztvevd glikoprotein 130 (gp130)
alegység (Heinrich et al., 2003; Rose-John, 2018).

A teljes, funkcionalis receptor komplex felépitésében a citokin tipusatol fliggben a
gpl30 lanc homodimerek (IL-6, IL-11) vagy egy masik jelatvivé alegységgel alkotott
heterodimerek formajaban (LIF, OSM, CNTF, CT-1, IL-27, NP) vesz részt. A gp130 homo-
vagy heterodimerek mellett az IL-6, IL-11, CNTF, CLC, CT-1 és NP receptoranak alkotoeleme
egy, a jelatvitelre nem képes, ugyanakkor a ligandum specifikus megkdtéséhez szilkséges
alegység is. Az IL-27, 1L-35 és 1L-39 felépitésében a gp130 mellett az IL-12 tipusu citokinekre
jellemzé receptor alegységek vesznek részt, emiatt mind az IL-6 tipusd, mind pedig az 1L-12
tipust citokinek csaladjaba besorolhatdk. Receptoranak dsszetételét tekintve az IL-31 Kivételt
képez: az IL-31R komplex felépitésében az OSM receptor B lanca, valamint a citokin
specifikus, gpl30-szerti IL-31Ra l&4nc vesz részt. Besoroldsa emiatt valtozd: az irodalmi
hivatkozasok jelentGs része az IL-31-et formalisan nem sorolja az IL-6 citokin csalad tagjai
kdzé (Metcalfe et al., 2020).

A gp130 alegység 6nmagaban, a receptor komplexek egyéb tagjainak hianyaban nem
aktivalhatd a természetben el6fordulod citokinek &ltal. A gpl30 alegység minden sejten
kifejez6dik, mig a tobbi alegység expresszids mintazata joval korlatozottabb. Ez utobbiak
kifejez6dése hatarozza meg, hogy az adott sejttipus mely IL-6 tipusu citokin(ek)re valaszol
(Carbia-Nagashima & Arzt, 2004).
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2.1.2.2. Az IL-6 szerkezete és bioldgiai funkcioi

A human IL-6 egy 21-26 kDa molekulatomegii glikoprotein, mely 184 aminosavhdl
épul fel. A citokin molekulatdmege a cukorreszek nélkil 20 kDa. Négy jol elkiilonithetd
a-hélixbdl (A, B, C és D) és az azokat 0sszekotd szakaszokbol all, valamint tartalmaz két
potencialis N-glikolizacids helyet és négy cisztein csoportot. Harom jél korllhatarolt receptor
kotohellyel rendelkezik. A receptor kotdhely 1. az A és D hélixen talalhato, és az IL-6Ra
alegységgel létesit kdlcsdnhatast, kialakitva ezzel az IL-6/1L-6Ra binaris komplexet. A receptor
kotohely I1. elésegiti az IL-6/IL-6Ra komplex kapcsolodasat a gpl30 alegységhez, mig a Ill.
kotohely felelés az IL-6/1L-6Ra/gp130 receptor komplex aktivalodasaért (2. abra) (Boulanger
et al., 2003; da Silva Mesquita et al., 2020; Heinrich et al., 2003).

KotohelyIll.
gpl30

Kotohely L

g, KotohelyIL

gpl30

2. dbra: Az IL-6 szerkezete
Az IL-6 négy a-hélixbdl épiil fel és harom jol elkiilonithetd receptor kétéhellyel rendelkezik (Heinrich
et al., 2003).

Az IL-6-t el3szor az 1980-as években azonositottak T-sejt eredetil, B-sejt differenciaciot
indukalo faktorként. Késobb feltartak, hogy a B-sejt stimulalo faktornak elnevezett citokin tobb
mas, eltéré folyamatot szabalyozo szolubilis faktorral azonos (Hirano, 1998; Kishimoto et al.,
1992). Ma mér ismert, hogy az IL-6 egy pleiotrop citokin, amelynek bioldgiai aktivitasa igen
sz¢éles spektrumot fed le, beleértve az egyedfejlédés, az immunrendszer, a regenerativ
folyamatok, az anyagcsere, a csont homeosztazis, a sziv- és érrendszeri védelem, valamint az
idegi funkcidk szabalyozasat (Schett, 2018). Tobb sejtféleseg termeli, igy pl. neutrofil
granulocitak, monocitadk, makrofagok, fibroblasztok, endotel sejtek, aktivalt T- és B-sejtek,
valamint egyes tumorsejtek (Schmidt-Arras & Rose-John, 2016).
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A 1. tablazatban néhany kiemelt példat mutatok be az IL-6 altal szabalyozott bioldgiai
folyamatokra. Az IL-6 altal szabalyozott egyik fontos teruletet a gyulladasos folyamatok
jelentik. A fert6zések vagy sériilések kovetkeztében kialakult szovetkarosodas, gyulladas esetén
az IL-6 szintézise gyakorlatilag azonnal fokozddik, ami az akut fazis reakciok és a vérképzés
serkentésen keresztll segiti a gazdaszervezet védekezését (Tanaka & Kishimoto, 2014; Wang
& Sun, 2014). Az IL-6 emelkedett szintje fiziologias korilmények kdzott tmeneti jelenség. A
nem megfeleléen szabalyozott IL-6 termel6dés, valamint az IL-6 jelatvitel egyéb
rendellenességei gyulladassal Osszefiiggd koros allapotok, mint pl. krénikus elhizés, inzulin
rezisztencia, gyulladasos bélbetegségek, gyulladasos artritisz és szepszis kialakulasahoz
vezethetnek. Széles spektrumu bioldgiai aktivitasa miatt az 1L-6 jelatvitel zavara szamos mas
betegség kialakulasaban kockazati tényezd, igy pl. autoimmun betegségek, kardiovaszkularis

problémak stb. kialakulasat okozhatja (Hirano, 2021; Naugler & Karin, 2008).

Il. tAblazat: IL-6 altal szabalyozott folyamatok

Célsejt IL-6 hatésa Folyamat

makrofag iranya differenciacid serkentése

antigén prezentalo sejt
dendritikus sejt iranyu differenciacio homeosztazis
gatlasa

monocita

szdveti infiltracid es aktivalodas
serkentése gyulladésos leukocita mintazat
kialakitasa

mononukleéris sejtek

neutrofil granulocitdk | szdveti infiltracié gatlasa

aktivalt B-sejtek plazmasejt differenciécio serkentése

P - P immunglobulin szintézi
follikularis T sejt differenciacio unglobulin szintezis

naiv CD4* T-sejtek .
serkentése

Tul7 differenciacio serkentése patogénspecifikus immunvalasz,

naiv CD4* T-sejtek

indukalt Tg-sejt differenciacio gatlasa gyulladas

,»pozitiv” akut fazis fehérjék termelésének

serkentése (pl. C reaktiv fehérje,

fibrinogén, stb.) gyulladas
hepatocita ,negativ” akut fazis fehérjék termelésének

gétlasa (pl. albumin, transzferrin, stb.)

hepatocita proliferaci6 serkentése majregeneracio
fibroblaszt VEGF termelés serkentése angiogenezis

o vérsejtek fejlédése
hematopoietikus
ossejtek differencialodas elkotelezett progenitor
sejtekké

hematopoiezis

Th: segit6 T-sejt, Treg: SZabdlyozo T-sejt, VEGF: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
(Mitani et al., 2000; Schett, 2018; Schmidt-Arras & Rose-John, 2016; Tanaka & Kishimoto, 2014)
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Napjainkra bizonyitott, hogy az IL-6 a daganatok kialakulasaban is kituintetett szerepet
jatszik. Kronikus gyulladas soran megnd a karcinogenezis esélye: a gyulladasos allapotot
fenntart6 mediatorok, igy az IL-6, segitik ezt a folyamatot (Multhoff et al., 2012). Az IL-6
taltermelédését tobb daganattipus esetén kimutattdk, igy pl. kolorektalis karcindbmaban,
eml6tumorban, prosztata tumorban, kiilonboz6 limfomakban, valamint az altalunk vizsgalt
uvealis melanémaban is. A megemelkedett IL-6 szint olyan 6sszetett tumormikrokérnyezetet
alakit ki, mely az tumorképzédés folyamatanak minden fontos sajatossagara Kihat. A
tumorsejtekre gyakorolt kozvetlen hatasa mellett, a stromasejtekre, endotélsejtekre és
kiilonb6zé immunsejtekre gyakorolt hatasan keresztul, indirekt modon is hozzajarul az
onkogenezishez. Az IL-6 serkenti a tumorsejtek tulélését és proliferacidjat, gatolja az
apoptozist, hozzajarul a sejtmetabolizmus atalakulasahoz. El6segiti az angiogenezist, a tumorok
invazivitasat és metasztazis képzést, valamint a tumorellenes immunvélasz elkerulését is
(Fisher et al., 2014; Kumari et al., 2016; Naugler & Karin, 2008). Fontos megemliteni, hogy az
IL-6 jelatvitel a T-sejtes tumorellenes immunvalasz mobilizalasa révén bizonyos esetekben
tumorellenes aktivitast is kifejthet (Fisher et al., 2014).

Az IL-6 megemelkedett szintjét uvealis melanomak esetén is kimutattdk. Pozitiv
korrelaciot talaltak az 1L-6 koncentracio, valamint a tumorok mérete, illetve a makrofagok és
Treg Sejtek tumor infiltracidjanak mértéke kdzott (Cheng et al., 2019; Dunavoelgyi et al., 2012).
VEGF-fiiggd angiogenezist is. Az emelkedett IL-6 koncentracio kdzvetlenul hozzéjarul egyéb
angiogén citokinek rendellenes expressziojahoz is, melyek elésegitik a metasztazis képzést.
Elképzelhetd, hogy a makrofagok és a tumorsejtek kozott kialakuld parbeszéd tovabb serkenti
az IL-6 (és egyéb) mediatorok termelddését (Bronkhorst & Jager, 2012; Cools-Lartigue et al.,
2004; Ly et al., 2010; Nagarkatti-Gude et al., 2012).

A tumormikrokornyezetben megemelkedett IL-6 koncentracio a STAT3 jelatviteli
utvonal rendellenes szabalyozasat eredményezi. A konstitutivan hiperaktivalt STAT3 eldsegiti
a daganatok progresszidjat a proto-onkogén c-myc és sejtciklus-szabalyozé ciklin D1 célgének
transzkripcidjan keresztlil. Az 1L-6 a tumorsejtek talélését is tAmogatja, ugyanis a STAT3
aktivacion keresztiil anti-apoptotikus fehérjék, igy a Bcl-2, a Bcl-2 homoldg
antagonista/gyilkos (Bak) fehérje, az extra nagy B-sejtes limfoma (Bcl-XL) fehérje és a survivin
expresszidjat fokozza (Fisher et al., 2014).

A hosszi tava IL-6 expozicié csokkenti a sejtek kozotti adheéziot és beinditja
epitelialis-mezenchimalis atmenet (EMT) programot, ezaltal elésegiti az UM-sejtek migraciojat

és invazidjat. A konstitutivan aktivalt STAT3 kozvetleniil kotédik a JunB promoterhez és

16



fokozza az IL-6 altal kivaltott EMT programban kritikus szerepet jatszo a JunB transzkripcios
faktor expressziojat, amely a konstitutiv STAT3 aktivacioval egyutt egyéb, az EMT-t el0segitd
faktorok, igy tobbféle méatrix metalloproteinaz (MMP-2, MMP-14 és MMP-19) expressziojat is
kivaltja (Gong et al., 2018).

2.1.2.3. Az IL-6R szerkezete

Az IL-6R komplex a 130-160 kDa molekulatomegii gp130, valamint a 80 kDa nagysagu
IL-6Ra (gp80, CD126) alegységbdl épiil fel (3. abra). A gpl30 molekulattmegeének
valtozatossaga a kiilonboz6 glikolizacios mintazat kovetkezménye. A gpl130 lanc 896
aminosavbol épiil fel, ebbdl az extracellularis régid 597, a transzmembran rész 22, mig a
citoplazmatikus régié 277 aminosavbdl all. Az IL-6Ra 449 aminosavbol épiil fel; az
extracellularis régiot 339, a transzmembran részt 28, mig a citoplazmatikus régiot 82 aminosav
alkotja (Hibi & Hirano, 2000).

gp130

IG-szer(
domén

Citokin-kot6
modul
IL-6Ra (CBM)

1G-szer(
domén
FN-III
Citokin-koté domén
modul
(CBM)

~
Box1— Jak1
Y6E3 Boxzj Jak2
SHP-2 ——— [ y759 Tyk2
Y767

Y814
YXXQ

Y905
Y915

] yxpa

;

STAT3 STAT1

3. abra: Az IL-6Ra és a gp130 receptor alegységek domén felépitése

Mindkét alegység extracelluléris része egy-egy immunglobulin (Ig) szerli doménbél és citokin-ko6td
modulbdl (CBM) épiil fel. A gp130 alegység tovabbi harom IlI. tipusu fibronektin (FN-I11) domént is
tartalmaz. A gp130 receptor alegység intracellularis részén talalhaté Box1 és Box2 motivumokhoz
intracellularis tirozin kindzok kapcsolddnak. A gp130 intracellularis részén hat tirozin oldallanc ()
talalhatd, az &bran feltiintetett pozicidkban, amelyek foszforilalt formaban (az Y683 kivételével), a
STATL és 3 transzkripcids faktorok, valamint az SHP2 fehérje tirozin foszfataz szaméra biztositanak
kapcsolddasi helyet (Hibi & Hirano, 2000).
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Mindkét alegyseg az 1. tipusu citokin receptorok csaladjaba tartozik, ennek megfeleléen
extracellularis résziikon megtalalhatd a ket Il1. tipusd fibronektin-szerii (FN-III) doménbdl
felépiil6 citokin-k6té modul (CB modul, CBM). Az ¢ls6, azaz N-termindlis, FN-111 domén 2
par konzervalt ciszteint tartalmaz, amelyeket diszulfid hidak kapcsolnak 6ssze. Az ugyancsak
az er0sen konzervalt WSXWS szakasz pedig a masodik, azaz C-terminalis, FN-111 doménben
talalhatd. Ugyancsak kozOs elem a két alegység felépitésében az N-terminalis végen
elhelyezked6 immunoglobulin-szert (Ig) domén (Hirano, 1998; Metcalfe et al., 2020).

Az IL-6Ra részérdl a citokin megkotésében csak a CB modul vesz részt, az N-termindlis
Ig-szerti domén jelenléte ehhez nem sziikséges. Ugyanakkor ez utobbi domén feltételezhetd
szerepet jatszik az IL-6Ra lanc sejtfelszinre torténd kijutasaban (trafficking). A gp130 esetén a
CB modul mellett az N-terminalis lg-szeri domén is kozvetleniil részt vesz az IL-6
felismerésében és megkotéseben. Ezek a domének a gp130 lanc aktivalddasaban is kritikusak
(Metcalfe et al., 2020).

A gp130 extracelluléris régioja a fentieken kivil tovabbi hdrom harom ismétlédé FN-I11
doment tartalmaz (Hibi & Hirano, 2000), amelyek az IL-6Ra lancban nincsenek jelen. Ezek a
membrankozeli domének az IL-6 felismerésében és megkdtésében nem vesznek kdzvetlendl
részt. Elektronmikroszkdépos vizsgalatok alapjan jelenlétiik a gp130 jelatvivé szerkezetének
szikséges (Lupardus et al., 2011; Skiniotis et al., 2005).

A gp130 hosszu intracellularis régidjaban a membranhoz kozeli, az I. tipusu citokin
receptor csaldd szdmos tagjaban megtalalhatd, konzervalt Box1 és Box2 motivumok a Jakl,
Jak2 és tirozin kinaz 2 (Tyk?2) citoszolikus tirozin kindzok szamaéra biztositanak kapcsolddasi
helyet. Emellett a gpl30 receptor alegység citoplazmatikus része tartalmaz 6t tirozin
aminosavat, melyek foszforilaciéja SH2 doménnel rendelkezé molekulak kapcsolodasa révén
az extracellularis jel tovabbitasanak kulcsfontossagu lépése. Egyrészt sziilkséges a STAT3 és
STAT1 transzkripcios faktorok kapcsolddasahoz és kovetkezményes aktivalodasahoz, masrészt
egyeb jelatviteli molekulak kotodését is lehetové teszik. Nevezetesen a STAT3
kapcsol6dasahoz a 767-es, 814-es, 905-0s és 915-0s pozicidban elhelyezkedd tirozinok
egyikének foszforilacioja, mig a STAT1 kapcsoldédasahoz a 905-6s vagy 915-6s tirozinok
foszforilacidja szikséges (Hibi & Hirano, 2000). A felsorolt 4 tirozin mindegyike Gn. YXXQ
konszenzus szekvenciaban van jelen, azaz a tirozinhoz képest a +3-as poziciéban egy glutamin
talalhato. A 905-0s és 915-0s tirozin esetén a +2 pozicidban 1évé aminosav is meghatarozott, itt
egy prolin talalhatd (YXPQ). A 759-es tirozin foszforilacioja az SH2-domén tartalma feherje

tirozin foszfataz-2 (SHP2) tirozin foszfatazzal valé kélcsonhatas kialakitasa révén a gp130 és
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mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) atvonal kozotti kapcsolatot biztositja, masreszt a
citokin jelatvitelt elnyomo fehérje 3 (SOCS3) is ezen a foszfotirozin oldallancon keresztil
kapcsolodik be a jelatviteli komplexbe és fejti ki negativ szabalyozo hatasat (2.1.2.4. fejezet).
Az intracelluléris régié egy hatodik tirozint is tartalmaz (Y683), ugyanakkor ez nem vesz részt
az el6bbiekben leirt jelatviteli Iépésekben (Takizawa et al., 2003).

Az IL-6Ra viszonylag rovid intracellularis doménnel rendelkezik, amely a jelatvitelben
nem jatszik szerepet (Hibi & Hirano, 2000). Fontos megemliteni, hogy mindkét alegység
intracellularis régioja a fehérjék internalizaciojaban kritikus motivumokat hordoz (Flynn et al.,
2021).

Mig a gpl130 minden sejten kifejezddik, addig az IL-6Ra expresszidja fizioldgids
kortlmeények kdzott néhany sejttipusra korlatozodik, igy hepatocitakra, epitél sejtekre, illetve
egyes leukocitakra. Ugyanakkor az IL-6 bioldgiai hatasa sokkal tobb célsejtet érint, amelynek
hatterében az &ll, hogy az IL-6Ro alegység nemcsak membrankotott, hanem szolubilis
formaban (sIL-6Ra) is rendelkezik biologiai aktivitassal. Az sIL-6Ra altalaban a fehérje
proteolitikus hasitésa, ritkdbban alternativ splicing révén alakul ki. Ennek a jelatviteli
modozatnak a révén megné az IL-6-ra valaszold sejttipusok szdma, ami nagymertekben

hozzajarul a citokin valtozatos bioldgiai funckidihoz (Rose-John, 2012)

2.1.2.4. Az IL-6 dltal kivaltott STAT3 jelatvitel és annak szabdlyozdsa

Az IL-6 altal kivaltott STAT3 aktivacio els6 1épeseként a citokin az IL-6Ra alegység
CB moduljahoz ko6tddik. Az igy kialakult IL-6/1L-6Ro dimer kapcsolddik a gp130 alegységhez.
A kapcsolatot az IL-6 hozza 1étre, amelynek megkotésében a gp130 részérdél a CB modul mellett
az N-terminalis, 1g-szeri domeén is reszt vesz. A kotddés hatasara a gpl30 alegységek
konforméacidja megvaltozik, amelynek kovetkeztében a heterotrimer a gpl30 alegységen
keresztlil dimerizalddik. Az igy kialakult hexamer komplexben a két gpl30 alegység
intracellularis része egymas kozelébe kertil, ami lehet6vé teszi a konstitutivan kapcsol6do Jak
kinazok keresztfoszforilaciojat.

A Jak kinazok a gp130 citoplazmatikus oldalan elhelyezkedé tirozin oldallancokat is
foszforilaljak. Az igy kialakul6 foszfotirozin (pTyr) motivumok molekuléris dokkoloként
szolgalnak a monomer, nem foszforilalt STATS3, illetve a STAT1 fehérjék szamara, azok SH2
doménjén keresztil. A STAT3 dokkolasaban a 767-es, 814-es, 905-6s és 915-0s pozicidban
elhelyezked6 pTyr motivumok vesznek részt. Miutdn a STAT3 ,,toborzasa” megtortént, maga
a transzkripcids faktor is az aktiv Jak kinazok szubsztratjava valik: bekdvetkezik a 705-0s
pozicidban elhelyezkedd tirozin oldallanc foszforilacioja. Ezt a STAT3 homodimerizacioja
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koveti, illetve egyes esetekben STAT1/STAT3 heterodimerek is képzédhetnek. A dimerekben
a STAT fehérjék kapcsolodasat a pTyr és az SH2-domének kdzotti, un. reciprok kdlcsénhatas
hozza létre. A foszforilalt dimerek az a és p importin fehérjék kozremiikodésével a nuklearis
poruskomplexen keresztul a sejtmagba transzloka&ldédnak, ahol kotddnek a specifikus STAT
DNS vélaszelemekhez és kdzvetlendil szabalyozzak célgénjeik expressziojat (4. abra) (Buettner
et al., 2002; Jarnicki et al., 2010; Johnston et al., 2018; Xiong et al., 2014).
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4. &bra: Az IL-6 altal Kivaltott Jak/STATS3 jelatvitel ttvonal fobb lépései

Az IL-6 kotédése az IL-6Ro alegységhez eldidézi a gpl30 alegység kapcsolodasat a receptor
komplexhez. A gpl130 alegységhez konstitutivan kotédd Jak citoszolikus tirozin kindzok gyors
aktivalodast kovetden foszforilaljak a gp130 tirozin oldallancait, mely a STAT3 toborzasat és a Tyr705
aminosav foszforilaciéjat eredményezi. A pTyr-STAT3 fehérjék dimerizalodnak, majd a sejtmagba
transzlokalddnak, ahol kotédnek a specifikus DNS valaszelemekhez a célgének promotereiben, ezaltal
szabalyozva azok transzkripciojat (Jarnicki et al., 2010).

A fentiekben vazolt folyamat az Un. cisz-1L-6 jelatvitelt mutatja be, amikor a gp130 és
az IL-6Ra ugyanazon sejten fejezédnek ki. Mint emlitettem, az IL-6Ra szolubilis forméaban is

képes a citokint megkotni, majd egy membrankotott gpl30 alegységgel kapcsolodva jatvitelt



indukalni (transz-jelatvitel). Ezt kovetben a jelatvitel a korabban felvazoltak szerint térténik
(Rose-John, 2021).

A legtobb citokin indukalt folyamatra jellemzéen a STAT3 aktivacid fiziologias
koriilmények kozott gyors €s tranziens folyamat. A patologias elvaltozasok megeldzéséhez
elengedhetetlen az aktivacid idOtartamanak és erdsségének szoros kontrollja, amelyet negativ
regulatorok Osszetett halozata tesz lehetdvé. A negativ szabalyozok kiilonbozé szinteken
hatnak, beleértve az aktiv STAT3 defoszforilaciojat, gatld fehérjékkel torténd kolcsonhatasat,
valamint proteoszomalis degradaciojat. Az IL-6/IL-6R/STAT3 jelatviteli Utvonal negativ
szabalyozoi kozé tartoznak az aktivalt STAT gatld feherjék (PIAS), a SOCS fehérjecsalad

tagjai, valamint kilénféle fehérje tirozin foszfatazok (PTP) (5. abra).
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5. abra: Az IL-6/IL-6R/STATS jelatviteli Gtvonal negativ szabalyozasa

Az IL-6/IL-6R/STATS3 jelatviteli Gtvonal negativ szabalyozésdban harom fehérjecsalad vesz részt. A

SOCS fehérjék gatoljak a STAT3 kapcsolddasat az IL-6/IL-6R receptor komplexhez. A PTP-k a tirozin

oldallancok defoszforilalasaval megsziintetik a STAT3 aktivaciot. A PIAS fehérjék géatoljdk a

STAT3-DNS kapcsolat kialakulaséat (Wu et al., 2019).

A PIAS fehérjék csaladjaba 0t kiilonbozé fehérje tartozik: PIAS1, PIASxa, PIASXp,

PIAS3, PIAS4). Bar eredetileg a STAT gétld hatasukrol kaptak neviiket, mas transzkripcids
faktorok szabalyozasaban is részt vesznek. A STAT3 Gtvonal negativ szabalyozasaban a PIAS3

szerepét sziikséges kiemelni. A PIAS fehérjék harom f6 mechanizmussal gatolhatjak a STAT
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aktivitast. Egyrészt képesek kotédni az aktivalt STAT homo- vagy heterodimerekhez, amivel
megakadalyozzak a STAT-DNS kolcsonhatast. Emellett el6segitik a transzkripcios
ko-represszorok célgénekhez torténd toborzasat. A harmadik lehetséges mechanizmus sorén a
PIAS fehérje SUMO-ligaz aktivitasa révén egy SUMO-oldallancot kapcsol a transzkripcids
faktorhoz, amelyet felismeré magi tirozin foszfataz defoszforildlja az aktivalt transzkripcios
faktort (Dimri et al., 2017; Heppler & Frank, 2017; Wu et al., 2019).

A SOCS fehérjecsaladnak nyolc tagja ismert, ezek kozil a SOCS1-3 és a citokin-
indukalt SH2-tartalmu fehérje (CIS) Jak/STAT jelétvitelben betoltott negativ szabalyozd
funkcioja viszonylag jol karakterizalt, mig a tobbi tag szerepe kevéshé feltart. A SOCS fehérjék
expresszios szintje stimuldcio hidnyaban viszonylag alacsony. A megfeleld stimulus altal
aktivalt STAT a SOCS fehérjék génjeinek atirddasat is fokozza, igy expresszidjuk
megemelkedik. A SOCS fehérjék SH2 doménjuk révén kapcsolédnak a gp130 alegység pTyr
motivumaihoz, gatolva ezzel az STAT3 kotddését kompetitiv gatlas és/vagy sztérikus gatlas
réven, ez még pontosan nem tisztazott. A SOCS1 és SOCS3, ugyancsak SH2 doménjik
kozremiikodésével, kozvetlenll kapcsolddhat az aktivalt Jak kindzokhoz, ezéltal gatolva azok
enzimatikus aktivitasat. A SOCS fehérjék C-termindlis végéhez kapcsolddo E3 ubikvitin ligaz
komplex a STAT jelatviteli Utvonal szdmos tagjanak ubikvitinaciojat és kdvetkezményes

A tirozin foszfatdzok az aktivalt STAT3 tirozin oldallancanak defoszforilacidja révén
jarulnak hozza a STAT3 jelatvitel gyengitéséhez. Hét kiilonb6z6 PTP kézremiikodését mutattak
ki a STAT3 inaktivaciojaban, melyek kozott receptor tipusu, transzmembran, illetve
nemreceptor tipusd, citoszdlikus PTP egyarant megtalalhatd. Ez utdbbiak kozé tartozik az
SHP2, amelynek szerepét elsdként azonositottak az IL-6 kivaltott STAT3 aktivacié negativ
szabalyozasaban. A gyakorlatilag minden sejtben kifejez6d6 SHP2 két SH2 doménnel
rendelkezik. Inaktiv allapotban az N-terminalis SH2 domén sztérikusan gatolja az enzim aktiv
centrumanak kolcsonhatdsat a potencidlis szubsztratokkal. 1L-6 stimulaciot kovetéen az SH2
domének révén az SHP2 kapcsolddhat az aktivalt gp130 alegységhez, amelynek hatasara
konformdacioja megvaltozik, elérhetévé valik az aktiv centrum. A Jak kinazok a jelatviteli
komplexbe becsatlakozé SHP2-t is foszforilaljak a C-terminalis régidban, ami a fehérje sajat
SH2 doménjeihez kapcsolddva fenntartja az enzim aktiv allapotat. A T-sejt fehérje tirozin
foszfatdz (45 kDa) (TC45) nemreceptor tipusu PTP szintén kifejez6dik a legtobb sejtben,
ugyanakkor az SHP2-vel ellentétben, stimulacié hianyaban elsésorban a sejtmagban dusul fel.

Stimulaci6 hatdsara a mag €s a citoszol kozott ,,kozlekedik”, igy mind a magban, mind pedig a
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citoszolban képes a pTyr-STAT3 defoszforilacidjara (Heinrich et al., 2003; Kim et al., 2018;
Wu et al., 2019).

2.1.2.5. STAT3 szerin foszforilaciéja

A STAT3 (és a tobbi STAT) feheérje tirozin foszforilacidja a klasszikus Jak/STAT
jelatviteli utvonal alapvet6 feltétele, mivel lehetové teszi a STAT3 homo- vagy heterodimerek
kialakulasat. Mint lathattuk (2.1.1. fejezet), a STAT3 a 727-es pozicioban elhelyezkedd szerin
aminosav oldallancon is foszforilalhato. A szerin foszforilacioban stimulustol és sejttipustol
fiiggden tobb kiilonbdzd szerin/treonin kindz vehet részt. Egyebek mellett feltartdk a mitogén
aktivalt fehérje (MAP) kindzok, a protein kinaz C-delta (PKC?), az emlés rapamicin célpont
kindz (mTOR), valamint a ciklin fiiggé kinaz 1 (Cdk1) kézremtikodését (Decker & Kovarik,
2000) (Decker & Kovarik, 2000; Demaria et al., 2014).

A szerin oldallancot tartalmaz6 P(M)SP motivum a fehérje TAD regidjaban helyezkedik
el, igy a szerin foszforilacio lehetdséget ad a STAT3 transzkripcios aktivitas befolyasolasara
(Decker & Kovarik, 2000). A rendelkezesre allé adatok alapjan a szerin foszforilacié pozitiv és
negativ szabalyozd szerepet egyarant ellathat a kanonikus STAT3 jelatviteli utvonalban,
ugyanakkor a hatdsmechanizmus még nem minden részletében tisztazott és az adatok sokszor
ellent mondanak egymaésnak. Kimutattak, hogy a szerin oldallanc foszforilacidja szlikséges a
maximalis transzkripcios aktivitas eléréséhez, ugyanakkor a transzkripcids faktor DNS kotését
nem befolyasolja (Wen et al., 1995). Méas adatok szerint a szerin foszforilacié fokozza a
transzkripcids faktor kotdédését a DNS-hez, bar pontmutécids kisérletekkel nem sikerilt
megfelelden aldtamasztani ezt a feltételezést (Ng et al., 2006). Ugyanakkor arra vonatkozo6an is
van adat, miszerint a szerin foszforilacio gatlasa fokozza a transzkripcios faktor DNS-kotését
(Shi et al., 2006).

Szerin-kinaz-gatlok hasznalataval kimutattdk, hogy a szerin oldallancon torténd
foszforilacié modulélja a STAT-ok transzkripcids aktivitasat, valamint hatassal van a tirozin
foszforilacidra is. Tobb adat utal arra, hogy a szerin foszforilacio kozvetve, koaktivator fehérjék
(pl. CREB-ko6t6 fehérje, magreceptor koaktivatorok (NcoA) és a pozitiv transzkripcios elongald
faktor (Ptefb)) toborzésa révén fokozza a STAT3 transzkripcios aktivitasat és erdsiti a citokin
indukalt génexpresszidt (Chung et al., 1997; Courapied et al., 2010). Ugyanakkor arra
vonatkoz6 adatok is vannak, miszerint a szerin foszforilacio elésegiti a pTyr-STAT3
defoszforilécidjat, ezaltal leroviditi a STAT3 transzkripcios aktivitas idétartamat (Wakahara et
al., 2012). Mindezek alapjan a szerin foszforilacio feltételezhetéen a STAT3 optimalis

transzkripcios aktivitasanak fenntartdsahoz sziikséges.
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Sokaig tigy gondoltak, hogy a szerin foszforilacio a tirozin foszforilaciot kovetd, tn.
masodlagos esemeny, amely kizardlag a transzkripcids aktivitds szabalyozasaban jatszik
szerepet. Napjainkra egyre nyilvanvalobba valik, hogy a szerin foszforilacid lényegesen
Osszetettebb szerepet jatszik a STAT3 funkcid szabalyozéséban és a tirozin foszforilaciétol
fliggetlentil is el6fordulhat (Sakaguchi et al., 2012). Melanéma sejtekben kimutattdk a
pSer-STAT3 konstitutiv jelenlétét tirozin foszforilacio hianyaban is. Emellett a tumor promoter
12-O-tetradekanoil-forbol-13-acetat (TPA) jelentdsen fokozta a pSer-STAT3 szintjét anélkiil,
hogy tirozin foszforilaciot indukalt volna.

A STAT3 szerin foszforilacioja kritikus szerepet jatszik a sejtciklus M-fazisanak kezdeti
szakaszaban. A Cdk1/ciklin B1 komplex altal kdzvetitett STAT3 szerin foszforilacié a mitozis
kezdetekor elnyomja a p21 és p27 Cdk1 inhibitorok expressziéjat, ami biztositja a Cdk1/ciklin
B1 komplex aktiv allapotanak fenntartdsat. Amint a sejtek kilépnek az M-fazisbdl a ciklin B
ubikvitinacidja és kovetkezmenyes degradacioja eredményeként a Cdk1 aktivitasa csokken, igy
a szerin foszforilacid helyett a pSer-STAT3 defoszforilacioja valik dominanssa. A p21 és p27
expresszidja fokozadik, ami tovabb gatolja a Cdk1 aktivitasat negativ visszacsatolas révén (Shi
et al., 2006).

A kanonikus STAT3 funkciok ellatasahoz nélkulozhetetlen a STAT3 magi
transzlokacidja, amelyet megel6z a transzkripcios faktor tirozin foszforilacioja. A szerin
foszforilaciénak a magi transzlokacidban jatszott szerepével kapcsolatban tobb egyméasnak
ellentmondo kdzlemény jelent meg az elmult idészakban. A P(M)SP motivum eltavolitdsa nem
befolyésolta a STAT3 sejten beliili elrendez6dését (Decker & Kovarik, 2000). Ugyanakkor a
pSer-STAT3-at konstitutivan kifejez6é kronikus limfoid leukémia (CLL) sejtekben kimutathato
volt a STAT3 magi transzlokacidja tirozin foszforilacié hianyaban is. Szamos STAT3
pSer-STAT3 a tirozin oldallanc foszforilaciojatol fiiggetleniil is kotédhet a DNS-hez és
génatirodast valthat ki (Hazan-Halevy et al., 2010).

A szerin foszforilacio szerepére vonatkozo ellentmondasos adatok — legalébbis részben
— annak tudhatok be, hogy azt t6bb kiilonboz6 stimulus és igy jelatviteli Gt is kivalthatja. A
STAT3 szerin foszforilacigjanak és az azt kovetd molekularis mechanizmusok alapos ismerete
ravilagithat azokra a folyamatokra, melyek meghatarozzak a szerin foszforilacio negativ €és
pozitiv szabalyozo szerepét a STAT3 funkcidkban egészséges és daganatos sejtekben egyarant.

A STATS3 szerin foszforilacioja nemcsak a kanonikus STAT3 jelatvitelben jatszik
szerepet. Részt vesz a mitokondridlis STAT3 (mitoSTAT3) funkcid szabalyozéasaban is: mig a

mitoSTAT3 miikodése fliggetlen a transzkripcids faktor tirozin foszforilaciojatol, a szerin

24



foszforilacid kritikus az elektron transzport lanc mitoSTAT3 altal térténd szabalyozasaban. A
transzkripcids faktor szerin foszforilacioja feltehetben a mitokondrialis import el6tt, a
citoszblban kdvetkezik be (Gai et al., 2021; Guanizo et al., 2018).

2.1.3. STAT3 szerepe az onkogenezisben

Az aktivalt STAT3 élettani hatasa rendkivil széleskort, egyarant szabalyozza a sejtek
differencialodasat, proliferacidjat, tulélését és halalat. Mivel a STAT3 sokféle fiziologiai
folyamatban jatszik kozponti szerepet, aktivacioja normal sejtekben atmeneti és szorosan
kontrollalt. Ezzel szemben a szolid és hematoldgiai tumorok jelentés hanyadaban kimutattak a
STATS3 tartdésan fennall6 aktivaciojat, ideértve a leukémiat, az emld, a prosztata és a
hasnyalmirigy daganatos megbetegedéseit, valamint a kiilonb6z6 melanémakat is (Huang,
2007; Tolomeo & Cascio, 2021; Yu et al., 2014).

A kanonikus STAT3 jelatviteli utvonal szamos célgénjét azonositottak, melyek
kontrollalatlan expresszioja és megvaltozott szabalyozasa kritikus szerepet jatszik kulonféle
daganatos megbetegedések kialakuldsaban. A tumoros transzformacié alapveté jellegzetessegei
a kovetkezoképp foglalhatok ossze: (1) csokken a ndvekedési faktor igény, a sejtproliferacio
autokrin jelatvitel révén valdsul meg; (2) érzéketlenség a proliferaciot gatlo jelekre; (3)
apoptozis elkertlése; (4) korlatlan replikacios potencial; (5) fokozott angiogenezis; (6) szoveti
invazio és metasztazis; (7) megvaltozott metabolizmus; (8) immunvalasz elkertlése (Hanahan
& Weinberg, 2000, 2011). A konstitutiv. STAT3 aktivacié legaldbb harom ilyen
jellegzetességet, a proliferaciot, a talélést és angiogenezist is elGsegiti, de mara mar bizonyitott,
hogy szerepet jatszik az EMT folyamataban és a metasztazisok képzésében is (6. abra) (Gong
etal., 2018).
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6. abra: A STATS3 célgének szerepe a tumoros transzformécioban

A STATS3 tartésan fennallé aktivacioja szamos proto-onkogén fokozott expresszidjat eredményezi,
melyek olyan jelatviteli Utvonalak hal6zatat inditjak be, ami végiil tumoros transzformacidhoz és
daganatok kialakulasahoz vezet (Xiong et al., 2014).

NF-xB: nuklearis faktor-kappa B; RTK: receptor tirozin kinaz; GPCR: G-fehérje kapcsolt receptor

A STAT3 angiogenezisben betoltott szerepét el0szor akkor igazoltdk, amikor a
VEGF-a-rol kiderilt, hogy a STAT3 kozvetlenil szabalyozza a VEGF-a gén atirodasat egér
melanoma sejtekben. A STAT3 kdzvetett modon is hozzajarul a VEGF-a transzkripcidjahoz:
fokozza a hipoxia-indukalhat6 faktor 1o (HIFla) expresszidjat, amely a VEGF-a gén egyik
legfontosabb transzkripcios faktora (Bournazou & Bromberg, 2013; Chonov et al., 2019).

A STAT3 aktivacidja nélkilozhetetlen az endotél sejtek proliferaciojahoz,
migracidjahoz és Uj mikrovaszkularis strukturak kialakitasahoz. A STATS3 tulzott aktivitasa
egyértelmii pozitiv korrelaciét mutat a tumor invazids képességevel és a metasztazis kepzessel
a legtobb daganatos megbetegedésben. A STAT3 kozponti szerepldje annak az Osszetett
jelatviteli uthal6zatnak, amely kozvetiti az EMT folyamatat glioblastoma esetén (Demaria et
al., 2014).
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Az aktivalt STAT3 szabalyozza a melandma sejtek tumor invazidjat az MMP-2 gen
atirasan keresztil, valamint fokozza a hugyholyag tumorsejtek MMP-1 és MMP-10 indukalt
migraciojat. A STAT3 a tumorsejtek migraciojahoz és invaziojahoz transzkripcids utvonalaktol
fuggetlendl is hozzajarulhat, ugyanis kozvetlen kapcsolatban van a sejtmotilitas kdzponti
elemeivel, tébbek kozo6tt a mikrotubulusokkal és a fokalis adhézioval is (Avalle et al., 2012;
Xiong et al., 2014)

A STATS3 aktivicié a daganatokban gatolja a gyulladasi citokinek és kemokinek,
példaul a tumor nekrézis faktor o (TNF-a) és az INF-y expresszidjat, melyek aktivalhatnék a
tumorellenes immunitast. Ezzel szemben elésegiti olyan faktorok kifejezédését, mint a VEGF
és IL-10, melyek gatoljak a dentritikus sejtek érését és a T-sejtek aktivalodasat, ami
immuntoleranciat eredmeényez (Fisher et al., 2014; Kamran et al., 2013).

A STATS3 a ciklin B1, cdkl, c-myc és cyclin D1 proto-onkogének transzkripciojanak
Bcl-2 fehérje és a Bcl-2 fehérjecsalad egyéb antiapoptotikus tagjainak, igy pl. BAK és Bcl-XL
expresszidjat, ezaltal gatolja az apoptodzis intrinsic Utvonalat (Epling-Burnette et al., 2001;
Kamran et al., 2013). Kimutattak, hogy tirozin foszforilacié hianyaban a pSer-STATS3 is képes
kotédni a bcl-2 gén promoteréhez (Choi & Han, 2012). A STAT3 géatolja a tumorsejtek p53
kozvetitett apoptdzisat a p53 gén promoterének a csendesitésével.

Emellett az apoptozis extrinsic Gtvonalat is elnyomja a FAS (CD95) sejthalal receptor
transzkripcids repressziojaval (Pham et al., 2020). Epitél sejtekben, a STAT3 kdzvetetten is
gatolja az apoptdzist a Hsp70 dajka fehérje és a C-tipust lektin tipusi RegllIf fehérjék
szabalyozasaval, melyek tllzott expresszidjat kimutattak a vastagbélrakban és tébb gyulladasos
bélbetegségben (Xu et al., 2018). A STAT3 tirozin foszforilacidja elbsegiti a G1/S fazis
atmenetet a sejtciklus soran a gyomor- és nyelécsé daganatokban (Zhou et al., 2018).

2.2. Kelidonin

2.2.1. Alkaloidok

Az alkaloidok ndvényekben talalhatd olyan természetesen eléfordulo, bazikus, foként
heterociklikus szerves vegyiletek, melyek legalabb egy nitrogénatomot tartalmaznak. A
novények kiilonb6zo részeiben szerves savakkal képzett sok formdjaban dusulnak fel. Jelentds
¢lettani ¢és fiziologiai hatassal rendelkezd masodlagos anyagcseretermékek, igy feltehetden a

mikroorganizmusok elleni védelmi mechanizmusok egy részét az alkaloidok biztositjak a
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novényekben. Egyes alkaloidok részt vehetnek a sejtek ndvekedésenek és osztodasanak a
szabalyozdsadban a novények bizonyos részeiben, mint példaul a gyokércsicsokban.
Farmakoldgiai hatdsukat a modern orvostudomany gyorsan felismerte. Napjainkban szdmos
olyan szintetikus vagy fél-szintetikus hatéanyagot tartalmaz6 gyogyszer van forgalomban,

melyeknek az alapjait névényi alkaloidok, vagy azok szarmazékai adjak (Bhikha, 2018).

2.2.2. Vérehullo fecskefii (Chelidonium majus)

A vérehull6 fecskefii a makviragtiak rendjébe (Papaverales), és ezen bell a makfélék
csaladjaba (Papaveraceae) tartozo lagyszara, éveld novény. Oshonos Eurdpaban, Azsia nyugati
és kozépsé részein, valamint Eszak-Afrikaban. Amerika északi teriiletein is gyakori, de ezeken
a teriileteken nem Gshonos, valdszinilileg behurcoltdk. Erddk szélén, parlagokon, keritések
mentén, arokpartokon eléforduld, rudedlis tarsuldsokban ¢él6 kozonséges gyomndvény.
Gyakran telepedik meg varfalak repedéseiben és meredek, napos sziklafalak keskeny
hasadékaiban. A ndveny jellegzetessége, hogy a sérilések helyein vordsessarga, ragadds
tejnedv csordul ki (Zielinska et al., 2018) (7. abra).

7. dbra: Vérehullo fecskefii (A) és az alkaloidokban gazdag novényi tejnedv (B)
https://nepgyogyaszat.com/cikkek/szemolcsok-eltavolitasa-verehullofecskefuvel/
A novény nedveit és a gyokeérrészét évszazadok oOta hasznaljak a népi gyogyaszatban.
Mar az |. szazadban szerkesztett, De materia medica gyogynévények gyogyszerkonyvében is
emlitést tesznek arr6l, hogy a gyokérrész ragcsalasa csokkenti a fogfajast. Az eurdpai népi
gyogyaszat azota is gyakran hasznalja a novény torott szaranak friss nedvét szemdolcsok
eltavolitasara, ekcéma és vagasok kezelésére. A lengyel tradicionalis gydgyaszat szerint a
vérehullo fecskefii leveleibdl fozott teanak pedig féreghajté hatasa van (Zielinska et al., 2018).
Sokoldalu felhasznalasat a népi gyogyaszatban a benne talalhatd szamos szerves savnak,
karotinoidnak, flavinnak és tobb mint husz féle izokinolin-alkaloidnak koszonheti. Az

izokinolin-alkaloidok szerkezetik alapjan harom csoportba oszthatok: (l.) protopin és
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szarmazékai, (I1.) protoberberin (berberin, koptizin), (111.) benzofenantridin-vazas alkaloidok
(BA) (kelidonin, szangvinarin és keleritrin). A kelidonin, a berberin és a koptizin foként a
ndvény szaranak és leveleinek a 6 alkaloid komponensei, mig a szangvinarin €s a keleritrin a

gyokérrészben dusul fel (Ganan et al., 2016).

2.2.3. Benzofenantridin-vazas alkaloidok

A benzofenantridin-vazas alkaloidok, melyeket féként a Papaveraceae és a Rutaceae
csaladokba tartoz6 novények allitjak el6, harom kategériaba sorolhatok: 1. tipusd
(hexahidrobenzofenantridin), II. tipust (dihidrobenzofenantridin) és Ill. tipust (kvaterner
benzofenatridin) (Han et al., 2016). A benzofenantridin-vaz kialakitdsanak bioszintetikus Utjat
empirikus megfigyelések és hipotetikus kovetkeztetések alapjan hataroztak meg. Az egyik
elfogadott nézet szerint a benzofenantridin-alkaloidok egy benzil-izokinolin-alkaloidbol
szarmaznak (Colombo & Bosisio, 1996; Han et al., 2016).

A benzofenantridin-vazas alkaloidok széles spektrumu farmakoldgiai hatasokkal
rendelkeznek. A virélis replikaciéhoz nélkildzhetetlen reverz transzkriptaz enzim gatlasaval
képesek csokkentik az RNS tumor virusok aktivitdsat. Gombaellenes hatasuk tobbek kozott a
Microsporum canis, az Epidermophyton floccosum és az Aspergillus fumigatus fajok ellen
iranyul. A szangvinarin és a keleritrin jelentds antibakteridlis hatdssal rendelkezik szamos
Gram-pozitiv (Staphylococcus Aureus) és Gram-negativ (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) baktériumra nézve. Fajdalomcsillapitdé  és
gyulladascsokkenté hatasuk van, valamint apoptdzist és nekrozist valtanak ki. Daganatellenes
hatasuk hatterében az all, hogy egyrészrdl jelentds mértékben gatoljak a topoizomeraz | és Il
valamint a telomeraz aktivitast, masrészrdl képesek befolyasolni a mikrotubuléris rendszer
dinamikus atrendezddését (Colombo & Bosisio, 1996; Han et al., 2016).

Az human daganatos sejtvonalakra gyakorolt in vitro citotoxikus aktivitdsuk miatt az
elmult években egyre nagyobb figyelem évez tébb benzofenantridin-vazas alkaloidot is, mint
példaul a szangvinarin, keleritrin és kelidonin. Annak ellenére, hogy a természetesen el6forduld
alkaloidok mindennapi alkalmazédsahoz a daganatellenes terapiakban még szamos kihivast kell
lekiizdeni, farmakologiai hatasmechanizmusok pontos feltérképezése lehetdséget kindlhat 1y
daganatellenes gydgyszerek fejlesztéséhez.

A legfontosabb kihivast a daganatos sejtek alkaloid rezisztenciajanak kialakulasa, nem
megfeleld farmakokinetika, valamint az alkaloid eredetii készitmények alkalmazédsa soran
tapasztalhatd, sokszor sulyos mellékhatasok lekiizdése jelenti (Zhang & Kanakkanthara, 2020).

Kiilonb6z6 megoldasok 1éteznek az ismertetett problémak kikiiszobolésere, igy pl. specifikus
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gyogyszerhordoz6 anyagok alkalmazéasa €s/vagy mas tumorellenes gyogyszerekkel torténd

kombinalt alkalmazasuk.

2.2.4. Kelidonin molekularis szerkezete és ismert hatasai

A 353,4 g/mdl molekulastlyu kelidonin az 1. tipust benzofenantridin-vazas alkaloidok
csoportjaba tartozik. Az alkaloidokra jellemz6 nitrogén atomhoz egy metilcsoport kapcsolddik.
A kelidonin képlete: C20H19NOs (8. abra).

Kelidonin
C1oH;oNO;5

Benzofenantridin-vaz

8. dbra: Benzofenantridin vaz (A) és kelidonin szerkezete (B) (Colombo & Bosisio,
1996)

Kutatocsoportunk korabban feltarta, hogy a kelidonin géatolja az OCM-1 uvealis
kivalté hatasa all (Kemeny-Beke et al., 2006). A kelidonin proliferacidégatlé hatasat szamos
egyéb sejttipuson is leirték, igy primer nyalkahartya keratinocitakon, fibroblasztokon, huméan
cervikalis karcindbma, valamint transzformalt majom és human vesesejteken (Havelek et al.,
2016; Herrmann et al., 2018; Panzer et al., 2001).

A kelidonin egyik ismert intracellularis célpontja a mikrotubuléris rendszer: gatolja a
tubulin polimerizaciot €s csokkenti a mikrotubulusok mennyiségét a sejtekben. Feltehetden a
kolhicin-kot6 helyre épiil be, ezéltal beavatkozik a mikrotubulusok dinamikus instabilitasaba,
aminek kovetkeztében a kinetokor mikrotubulusok nem kepesek megfeleléen kapcsolédni a
kromoszomakhoz a sejtciklus metafazisaban. A szabad kinetokdr mikrotubulus ugy viselkedik,
mint egy enzim, amely katalizdlja a mitotikus orsé ellen6rzési pont fehérje 2 (Mad2)
konformaécios valtozasat. A Mad2 es a sejtosztodasi ciklus 20 homolég (Cdc20 vagy p55Cdc)
fehérjék kotddnek az anafazis promoveald komplexhez (APC) és inaktiv allapotban tartjak azt.
Az inaktiv APC nem képes ubikvitinalni sem a ciklin-B1-t, sem a szekurin/szepardz komplex

szekurin tagjat. Az eldbbi eredményeként az M-cdk aktivalt allapotban marad, mig az utobbi
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hatasara a szeparaz nem képes szétvalasztani a testvérkromatidakat, ami a sejtciklus Go/M
fazisban torténd berekesztését eredményezi (Panzer et al., 2001; Wang et al., 2016; Wolff &
Knipling, 1993).

A kelidonin hatasara kialakult G2/M blokk tébbek k6zo6tt olyan morfoldgiai valtozasokat
eredményez, mint a multipolaris magorsé fonalak és tébbmagvu orids sejtek kialakulasa,
melyek a mitotikus katasztrofa meghatdrozd jellemzoi kozé tartoznak. A tobbmagvi o6rids
sejtek nem életképesek, ezért apoptozis-szeri sejtpusztulason mennek keresztiil (Mc Gee, 2015;
Panzer et al., 2001).

Napjainkban, a daganatellenes terdpidk egyik legnagyobb kihivasa a tumorsejtek
apoptozissal szembeni rezisztenciajanak a lekiizdése. A kelidonin human gyomorrak és eml6
adenokarcindma sejtekben megkeriilte az apoptozissal szembeni ellenallast, mitotikus
katasztrofat és kovetkezményes sejtpusztulast valtott ki (Qu et al., 2016).

A kelidonin mitokondriumok miikodését is képes megzavarni: gatolja az oxidativ
foszforilaciét, fokozza a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) felhalmozddasat, valamint
csokkenti a mitokondrialis membréanpotenciélt. Ezek a mitokondridlis diszfunkcidk beinditjak
a programozott sejthalal intrinsic Gtvonalat (Xie et al., 2020).

Molekularis dokkolast alkalmazva a kdzelmultban Kkiderult, hogy a kelidonin
kozvetlenll képes kapcsolddni az EGF receptorhoz, igy gatolva az EGFR, valamint a MEK és
az Erk kindzok foszforilaciojat. A nem kissejtes tiidorakra jellemz6 EGF receptor kettGs
pontmutécidja drog-rezisztenciat eredményez a tirozin kinaz gatlokkal szemben. A kelidonin
nagyobb affinitassal kotédik a dupla-mutans EGFR-hoz, mint a vadtipustuhoz. Ez alapjan a
kelidonin feltehetGen szelektiven gatolja az EGFR foszforilaciojat a dupla-mutans receptorral
rendelkez6 sejtekben (Xie et al., 2020).

A kelidonin gyulladascsokkenté hatasa mar régota ismert, de a részletes molekularis
mechanizmust csak az elmalt par évben sikerdlt feltarni. A kelidonin gatolja a TNF-indukalt
NF-xB aktivaciot azaltal, hogy megakadalyozza az NF-«xB inhibitor a (IxBa) foszforilacidjat és

= sz

2018).

2.3. Mikrotubulus-célzé szerek

A mikrotubulusok az egyike annak a harom fehérje filamentum csaladnak, melyek részt

vesznek a citoszkeleton felépitésében és biztositjdk annak valtozatos funkcioit az eukariota
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sejtekben. A mikrotubulusok tubularis szerkezete az ap-tubulin heterodimerekbdl felépiild
protofilamentumok lateralis asszociacidjabdl alakul ki. Ezek a hosszu és viszonylag merev
ureges struktardk rendkivil dinamikusak, a folyamatosan valtozd sejtigényekre reagalva az
egyik végukon gyorsan széteshetnek (depolimerizécid), a méasikon pedig Ujra 6sszeéllhatnak
(polimerizéacid) (Kaul et al., 2019).

A mikrotubulusok kritikus fontossaguak a vezikulak, a fehérjék és az organellumok
mitdzisban is. Nélkilozhetetlen szerepet jatszanak az orsO Osszeszerelési ellenérzé pontban
(SAC), ahol a metafazisos kromoszomak megfelelé elrendezédésének és elvalasztasanak
ellenérzése torténik (Zhang & Kanakkanthara, 2020).

Napjainkra tobb tucat mikrotubulus-célzd szert izolaltak tengeri és szarazfoldi
¢lolényekbdl, ideértve a magasabb rendii novényeket, a tengeri szivacsokat, a
cianobaktériumokat és az endofita baktériumokat. Ezek a méasodlagos anyagcsere termékek
eltér6 kémiai szerkezetiik ellenére, képesek kozvetleniil kotdédni a tubulinhoz ezéltal
megzavarni a mikrotubulusok szerkezetét és dinamikajat. Az MTA-k nagy szdma és szerkezeti
sokféelesége ellenére viszonylag kevés MTA kotbhelyet fedeztek fel a mikrotubulusokon
(9. abra). A hat ismert MTA kotohely koziil 6t a B-tubulinon helyezkedik el, amelynek oka
feltehet6en az, hogy a mikrotubulus dinamikus instabilitasahoz nélkil6zhetetlen GTP hidrolizis
ezen az alegységen zajlik. Meglep6 modon eddig még nem sikerilt azonositani olyan MTA-t,
mely a B-tubulin nukleotid kétéhelyéhez kapcsoldodna (Steinmetz & Prota, 2018; Zhang &
Kanakkanthara, 2020).
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9. abra: A mikrotubulus-célzo szerek ismert kotéhelyei

A tubulin dimeren beliil hat MTA kotohely kiilonitheté el, melyek a pironetin kotShelyet leszamitva a
B-tubulinon helyezkednek el. A kelidonin felteheten a kolhicin kotShelyre épiil be (Zhang &
Kanakkanthara, 2020).

Az MTA-kat két osztalyba soroljak: a mikrotubulus-stabilizatorok eldsegitik a tubulin
polimerizaciojat, mig a mikrotubulus-destabilizatorok a tubulin szé&lak depolimerizaciojat
idézik el6. Az elsé osztalyba tartozik a kolhicin, kriptoficin, esztramusztin és a legtébb vinka
alkaloid, mig a masodikba a docetaxel, epotilonok és az elséként felfedezett MTA, a paklitaxel
(Kaul et al., 2019).

Viszonylag magas koncentracioban mindkét osztalyba tartoz6 MTA-k képesek jelentos
mértékben modositani a tubulin polimerek mennyiséget, ezéltal leéllitani a sejtciklust. A
rendellenes magorso fonalak kialakuldsa SAC ellendrzd pont aktivalasaval idézi eld a sejtciklus
ledllasat a Go/M fazisban, ami végsé soron apoptdzis révén kivalthatja a sejthalalt. Alacsony
koncentracidéban az MTA-k a multipoléaris magorsé fonalak kialakitdsaval mitotikus csuszést
okozhatnak, ami a sejtciklus berekesztését eredményezheti a G; fazisban. A Gy fazisban rekedt
aneuploid sejtekben végul beindul az apoptozis folyamata. A sejtek belépése a mitdzisba
alapvet6 elofeltétele a MTA-kal torténd sejtdlésnek, de az apoptdzist nem feltétleniil a G2/M
blokk inditja be (10. bra) (Mukhtar et al., 2014).

Tébb MTA-r6l, igy pl. a nokodazolrol és a paklitaxelr6l, bebizonyosodott, hogy
beavatkozik a STAT3 szerin foszforilacidjaba és IL-6 kivaltott aktivacidjaba (Shi et al., 2006;
Walker et al., 2011; Walker et al., 2010).
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‘ Mikrotubulus destabilizalé agensek ‘
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valtozasok kialakulasa aktivacio (Bax, Noxa, Puma) kolcsénhatas
Tumor Mitoais Bel-2, Bel XL, Mcl-1
vaszkularizacio gatlasa
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10. 4bra: Az MTA-k altal kivaltott apoptdzishoz vezetdé események dsszefoglalasa

A mikrotubulus destabilizal6 agensek a mikrotubuldris rendszer karositasan keresztiil olyan események
sorozatat inditjak el, melyek végsosoron a sejtek apoptdzisdhoz vezetnek. Ezek koziil kiemelkedd
jelent6séggel birnak a koros magorsd fonalak kialakulasat és az antiapoptotikus Bcl-2 fehérjecsalad
kifejez6désének gatlasat eredményez6 folyamatok (Bates & Eastman, 2017).

Bax: Bcl-asszocialt X fehérje; Noxa: forbol-12-mirisztat-13-acetat indukalt fehérje 1; Puma:
p53-szabélyozott apoptdzis modulator; Bim: Bcl-2 kélcsonhatd sejthaldl mediator; Bmf: Bcl-2
madosito faktor; Mcl-1: mieloid sejtes leukémia 1

Az MTA-k hatékonysagat és klinikai alkalmazésat tobb folyamat is hatranyosan
befolyasolja. Egyrészt a legtobb daganatos sejttipuson fokozottan kifejez6dé Pgp
(P-glikoprotein) és MRP (multidrog rezisztencia fehérje) membranfehérjék képesek kipumpalni
az MTA-kat is. Mésrészt a mikrotubulusokat legalabb 13 izotipust o és B tubulin épiti fel,
melyekhez az MTA-k kiilonboz6 hatasfokkal képesek kotddni. Az MTA-mikrotubulus
kapcsolodast jelentds mértékben befolyasolja a mikrotubulusok poszttranlacios madositasa is.
A rezisztencia mechanizmusok mellett az MTA-k klinikai alkalmazasanak masik f6 korlatja a
gyakori és sulyos mellékhatasok, igy pl. axonalis neuropatia, kialakulasa, melyekre nincs
hatékony kezelés (Dumontet & Jordan, 2010).

Az MTA-k klinikai sikerének eredményeként folyamatosan kutatjak és azonositjak az
Uj mikrotubulusokra hat6 szereket. Az elmult 50 évben szamos olyan MTA-t fedeztek fel és
izolaltak, melyek klinikai alkalmazéasba kertiltek a daganatellenes terapidkban. Azonban meg
mindig tobb tisztazatlan kérdés van a hatdsmechanizmusukkal kapcsolatban, mint példaul a

gyakori rezisztencia és az effektiv dozis telitédésének kialakulasa. igy az eddig megismert
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novényi eredetii MTA-K biologiai és biokémiai jellemzdinek pontosabb megértése eldsegiti az

Uj és hatékonyabb szerek kifejlesztését.

35



3. CELKITUZESEK

Munkacsoportunk kordbbi eredményei alapjan a benzofenantridin-vazas alkaloidok
csaladjaba tartozé kelidonin apoptdzist és nekrézist valt ki az OCM-1 human, uvedlis melandma
eredetii sejteken. Irodalmi adatok alapjan a kelidonin — a daganatterapiaban széles kdrben
alkalmazott mikrotubulus-célzé szerekhez hasonléan — megzavarja a mikrotubulusok
polimerizacios/depolimerizacios dinamikajat, a sejtciklust pedig a G2/M féazisban berekeszti.
Emellett tobb MTA esetén kimutattak, hogy beavatkozik a STAT3 transzkripcios faktor tirozin
és szerin foszforilacids folyamataiba.

A fentieket figyelembe véve kisérleteink soran a kovetkezO kérdésekre kerestiik a
valaszt:
e milyen hatdssal van a kelidonin az OCM-1 és OCM-3 uvedlis melandma sejtek
sejtciklusara;
e valtozik-e kelidonin hat&sara az IL-6/IL-6R/STATS3 jelatviteli Utvonal tagjainak, illetve
a STATS éltal szabalyozott antiapoptotikus Bcl-2 fehérjének az expresszidja;
e hogyan befolyésolja a kelidonin a STAT3 tirozin és szerin foszforilaciojat, illetve a

kétfajta foszforilaciora gyakorolt hatas k6zott kKimutathat6-e korrelécio.

Az apoptotikus sejtek ¢és a sejtciklus egyes fazisaiban 1évé sejtek frakciojat
DNS-fragmentécios eljarassal, mig halott sejtek aranyat Annexin V — PI kombinalt kotédésével
aramlasi citometriaval hatroztuk meg. A STATS3 tirozin- és szerin foszforilaciojanak a
mértékét, illetve az IL-6/1L-6R/STAT3 jelatviteli Gtvonal tagjainak és a Bcl-2 fehérjének az
expressziojat immunfluoreszcens jelzést kovetden aramldsi citometridval és konfokalis
mikroszkopiaval vizsgaltuk meg. Ezek a megkozelitések lehetévé tették a sejtenkénti
kiértékelést, igy feltarhatok voltak a sejtpopulacion bellili lehetséges heterogenitasok és

korrelaciok.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Felhasznalt oldatok

PBS puffer 150 mM NacCl, 3,2 mM KClI, 5,6 mM NazHPOQO4, 1,7 mM KH2POyq;
pH=7,4

Hipotonias propidium 50 pg/ml PI (P4170, Sigma Aldrich), 0,1% Triton X-100, 0,1%

jodid (PI) oldat natrium-citrat

Annexin V-kot6 puffer 10 mM HEPES, 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCly; pH=7,5

Jelol6 puffer 1xPBS, 2% FBS, 0,1 % Na-azid

0,01 M PBS 8,4 mM NazHPOg4, 1,6 mM NaH2POa, 145 mM NaCl, 15 mM Na-

azid, 1% BSA; pH=7,5

4.2. OCM sejtvonalak jellemzeése

Kisérleteink soran az OCM-1 és OCM-3 (okuléris choroidalis melanéma-1 és 3) human
primer uvealis melanéma sejtvonalakat hasznaltuk, amelyeket H. Monique H. Hurks (Leids
Universitair Medisch Centrum, Leiden, Hollandia) bocsatott a kutatécsoport rendelkezésére.
Mindkét sejtvonal malignus daganatokra jellemz6 ndvekedési tulajdonsagokat mutat, egyrészt
az egyrétegii tenyészetek sejtjei nagyfoku rendezetlenségben ndnek minden irdnyban, mésrészt
még magas sejtkoncentracioban sem figyelhetd meg a kontaktgatlas jelensége. A human
melanémékban gyakori GNAQ és GNAI11 mutéacid egyik sejtvonalban sem figyelheté meg,
ugyanakkor a BRAF (V600E) mutdci6 mindkettdben kimutathaté. Mindkét sejtvonal
tartalmazza a koOvetkez0 melanoma markereket: Melan-AMART-1, gpl100, tirozinaz,
tirozindz-fiiggé protein-1 és dopakrom-tautomeraz (Folberg et al., 2008; Griewank et al., 2012).
egyarant rosszindulati human uvedlis melanomakbdl szarmaznak. Az OCM-3 sejtekhez
viszonyitva az OCM-1 sejtek alacsonyabb proliferacios rataval rendelkeznek (Kaliki et al.,
2015; Van Ginkel et al., 1998).
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4.3. Sejttenyésztés és kezelés

A sejteket 10% fotalis borja szérumot (FBS, F9665, Sigma-Aldrich) tartalmazd
RPMI 1640 sejttenyészté tapfolyadékban (R6504, Sigma-Aldrich), allandd parciélis nyomasu
CO2 atmoszféra (5% COy) és paratartalom mellett, 37 °C-on tenyésztettiik. A tdpfolyadék 2 mM
L-glutamint (G3126, Sigma-Aldrich) és az esetleges fert6zések elkeriilése végett 50 pg/ml
penicillint (P4333, Sigma-Aldrich) tartalmazott.

A sejteket hetente hdrom alkalommal passzaltuk, mely soran elészor eltavolitottuk a
sejttenyészté folyadékot, majd a tenyésztd edény aljahoz letapadva novekedd sejtekhez 3 ml
1%-o0s tripszin oldatot mértiink. A letapadt sejtek 3-5 perces, 37 °C-on torténdé inkubacio utan
felvaltak az aljzatrol. A tripszin hatdsat néhany ml 37 °C-os tapfolyadék hozzaadasaval
kdzombositettiik, majd a sejtszuszpenziot centrifugaltuk (5 perc, 200xg, 37°C). A fellluszé
eltavolitasa utan a sejtekhez mértiik a megfelelé mennyiségi friss tapfolyadékot, majd az igy
nyert sejtszuszpenziét flaskdban vagy — az alkaloiddal végzett Kisérletek soran — 6-lyukd
sejttenyészté edényben tenyésztettiik tovabb (I1d. 4.3.1. fejezet). A tenyésztéshez sziikséges

sejtszamot Blrker-kamra segitségével hataroztuk meg.

4.3.1. Kelidonin kezelés

A frissen passzalt, az el6z6ekben leirt modon elékészitett sejtekbdl 2-2 ml-t mértlink
6-lyuku sejttenyészté edény lyukaiba (500000 sejt/ml), majd 24 éran keresztiil ndvesztettiik
Oket. Ez 1d6 alatt a sejtek a tenyésztdedény felszinének 80-90%-4t fedd konfluens réteget
képeztek.

Az alkaloid kezelés soran az adott kisérlethez sziikséges koncentracioban (1 vagy
4 ug/ml) kelidonint (54274, Sigma-Aldrich) adtunk a sejtekhez, majd tovabbi 24 éran keresztiil
tenyésztettiik Oket. Az idoéfliggéses kisérletek esetében a 24 6ras kezelés mellett két rovidebb
(6 és 12 ora) id6tartamot is alkalmaztunk. A kelidonin torzsoldatot a kezelések el6tt, frissen
higitottuk dimetil-szulfoxidban (DMSO, D2650, Sigma-Aldrich). Tobb koncentracié
alkalmazésa esetén higitasi sorozatot alkalmaztunk, igy minden esetben azonos térfogatd
alkaloid oldatot adtunk az egyes mintakhoz. A kontroll mintak esetén ugyanilyen térfogatl
tiszta DMSO-t mértiink be. Az el6zéek alapjan a DMSO koncentracio minden mintéban
0,5 viv % volt.

A kelidonin kezelés sordn a sejtek egy jelentds része felvalt az edény aljzatarol. Annak
érdekében, hogy ezeket a sejteket ne veszitsiik el, a kezelés végén a feliiltiszot eldre feliratozott

15ml-es centrifuga csovekbe gytijtottiik dssze. Az aljzathoz letapadva maradt sejteket a 4.3.
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fejezetben leirt modon, tripszinezésnek vetettlik ala, annyi kilonbséggel, hogy itt 2%-o0s
tripszinoldatot alkalmaztunk (2 ml/lyuk). A magasabb koncentracio alkalmazasanak oka, hogy
maximalizaljuk a sejtek kinyerésének hatékonysagat. A tripszinezést kdvetden felvalt sejteket
a megfelelé (ugyanazon minta feliiliszojat tartalmazo) centrifugacsovekbe pipettaztuk. Ezt
kovetden a sejteket 5-5 ml PBS pufferben mostuk (5 perc, 200xg, 37°C), majd a feluliszé
eltavolitdsa utan a sejteket az aktualis kisérletnek megfelelé pufferrel €s koncentracidoban

szuszpenzioba vittik.

4.3.2. 1L-6 kezelés

A sejteket a 4.3. fejezetben emlitett modon mostuk, friss RPMI médiumban
szuszpendaltuk (108 sejt/ml), majd 20ng/ml koncentrécidju 1L-6 (206-1L-010, R&D Systems)
jelenlétében, 30 percig, 37 °C-on inkubaltuk. A kisérleteinkben alkalmazott IL-6 koncentraciét

a STAT3 aktivacio mértékének id6- és koncentracio-fiiggd vizsgalata alapjan hataroztuk meg
(5.1.1. fejezet).

4.4. Aramlasi citometria

A sejtek életképességét, a sejtciklust, a fehérjék expresszidjat és a STAT3
foszforilacidjat fluoreszcens reagensekkel torténd jelzést kovetben aramlasi citometriaval
vizsgaltuk. A technika segitségével rovid idén beliil, nagyszamu sejtr6l nyerheté egyedi
sejtszintll informacio, valamint kiilonbozd cellularis paraméterek korrelalt vizsgalatat is
lehetévé teszi (McKinnon, 2018). A jeldlések részletes protokolljat, amely szerves egészet alkot
az alkalmazott mérési és kiértékelési stratégiaval, az adott vizsgalati modszernél ismertetem.

Az aramlasi citometrids meérések soran z6ld (532 nm) és vords (635 nm) didda
lézerekkel felszerelt FACSArray aramlési citométert (Becton Dickinson Company)
alkalmaztunk. A mérések soran a fluoreszcencia jel(ek) mellett az elére és oldalra iranyuld
fényszoras (FSc és SSc) jeleket is rogzitettik (az 532 nm-es megvilagitas felhasznalasaval). A
mérések soran kezelésenként harom parhuzamosan, azonos feltételek mellett jelolt mintat
vizsgaltunk. Az egyes vizsgalatok soran felhasznalt fluoroforok gerjesztési és detektalasi

paramétereit az I11. tAblazat foglalja 6ssze.
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I11. tablazat: Aramlasi citometrias méréseinkhez hasznalt fluoroférok gerjesztési
és detektalasi hullamhossza

. Gerjesztés Detektalés
Fluorofér neve Csatorna neve , ,
hullamhossza hullamhossza
Pl
PE »Yellow” (sarga) 532 nm 585+21nm

Alexa Fluor 546

Alexa Fluor 647 »Red” (piros) 632 nm 661+8nm

(PE: Phycoerythrin)

Az &ramlasi citometrias adatokat az FCS Express 6 (De Novo Software) és FlowJo (BD
Biosciences) szoftverekkel értékeltiik ki. Els6 1épésként a kétféle fényszorast (Fsc és Ssc)
korrelalt modon megjelenité kétparaméteres diagrammokon (dot-plot) alkalmazott kapu
segitségével a sejttormeléket kizartuk a tovabbi analizisbdl. Az analizis tovabbi 1épéseit az adott

vizsgalati modszer hatarozza meg, igy arra a relevans fejezetben térek ki,

4.5. Konfokalis mikroszkdpias vizsgalatok

A tirozin és szerin foszforildlt STAT3 sejten belili lokalizaciojat, ugyancsak
fluoreszcens jelolést kovetéen, konfokalis mikroszkopiaval tanulmanyoztuk. A konfokalis
mikroszkopos vizsgalatok soran kis atmérdji apertra alkalmazasaval Kizarjuk a fokuszsikon
kiviilrél érkezé fénysugarakat, ezéltal az adott sejtparaméter a sejt egy jol meghatarozott,
vékony rétegében vizsgalhat6 (Jonkman et al., 2020).

Konfokalis mikroszkopias méréseinket Olympus Fluo View 1000 (Olympus
Corporation) vagy Zeiss LSM 880 (Zeiss) konfokalis mikroszképokkal végeztuk el. A
mikroszkopos vizsgélatokhoz ugyanazokat vagy ugyanolyan koriilmények kozott elOkészitett
mintakat hasznaltunk, mint az 4ramlési citometrids mérésekhez. A megfeleld modon jelolt és
formaldehiddel fixalt sejtszuszpenzidt tisztitott targylemezre cseppentettiink, majd 5-5 pl
Mowiol (81381, Sigma-Aldrich) hozzaadasa utan fedélemezzel lefedtiik. A Mowiol segiti a
sejtek kitapadasat a targylemezhez, valamint csokkenti a fluoroférok kiégéesét A felhasznalt
fluoroforok gerjesztési és detektalasi paramétereit az 1V. tablazat foglalja 6ssze.
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IV. tablazat: Konfokalis mikroszkopias méréseinkhez hasznalt fluoroforok
gerjesztési és detektalasi hullamhossza

Fluorofér Gerjesztés Detektalas Mikroszké

neve (Iézer, hulldmhossza) hulldmhossza P
Olympus 1000

Alexa Fluor 647 He-Ne 633 nm 651-755 nm
Zeiss LSM 880
DAPI dioda 405 nm 410-474 nm Zeiss LSM 880
] Olympus 1000

FITC Argon ion 488 nm 499-533 nm -

Zeiss LSM 880
Pl He-Ne 543 nm 562-615 nm Olympus 1000
Olympus 1000

PE He-Ne 543 nm 562-615 nm
Zeiss LSM 880

(DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol, FITC: fluoreszcein-izotiocianat)

Annak érdekében, hogy elkeriljik az egyes csatornak kozotti esetleges atvilagitast, a
képeket Un. ,szekvencidlis lizemmodban” vettiikk fel, mely sordn a kiilonbozd festékek
gerjesztése és detektalasa nem egyidoben, hanem egymas utan torténik. A sejtekrdl 512x512
vagy 2048x2048 pixel méretli (pixel méret: ~88 nm) képeket vettiink fel 60x UPSAPO
immerzids olajos objektivvel (NA 1,35). A képek analizisét a mikroszkopok sajat szoftvereivel

vagy a FIJI képanalizalé programmal végeztik el.

4.6. Sejthalal vizsgalatok

4.6.1. DNS fragmentécio vizsgalata

Az apoptozis egyik f0 morfologiai jellemzdje a magi DNS szétesése néhany szaz
bézispar nagysagt fragmentumokra. A széttoredezett DNS-t megfelelé6 detergensek
segitségével el lehet tavolitani a sejtekbdl. Aramlasi citometria segitségével a DNS tartalom
sejtenkénti eloszlasat mutatd hisztogramon az alacsonyabb DNS tartalom alapjan az
apoptotikus sejtek elkiilonitheték a tobbi sejttdl, ideértve az €16, valamint azon nekrotikus
sejteket, ahol a sejthalalt nem kisérte DNS fragmentacié (Nicoletti et al., 1991; Riccardi &
Nicoletti, 2006).

Vizsgalatainkban a korabban emlitett modon (4.3.1. fejezet) el6készitett kelidonin
kezelt és kezeletlen sejteket 500pl hipotdnias Pl oldatban szuszpendaltuk (~0,5x10° sejt/0,5ml).

A mintakat ~20 6ran keresztiil fénytdl elzarva 4 °C-on tartottuk, mely ido alatt a DNS
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fragmentumok kimosodtak a sejtekbdl, valamint a PI interkalalédott a magban maradt DNS
bazisparjai kozé. A kotddés eredményeként a PI fluoreszcencia kvantumhatasfoka megnd
(~20x), igy aramlési citométerrel konnyen mérhet6vé valik. A mért fluoreszcencia intenzitas a
beépiilt PI mennyiségével, ennek megfelelden a sejtek DNS tartalméval aranyos.

A DNS fragmentacio vizsgalatdt FACSArray aramlasi citomeéteren vegeztik el. Az
adatok kiertékelése az FCS Express szoftver (De Novo Soltware) segitségével tortént. Els6
lépésként az FSC-SSC kétparaméteres dot-plot segitsegével kikapuztuk a sejttormeléket. A Pl
intenzitas hisztogramon az apoptotikus sejtek csokkent DNS tartalma egy jellegzetes szub-G1
cstcs megjelenését eredményezi, mely alapjan azonosithatok és aranyuk meghatarozhat6 (11.

abra).

] DMSO
[ 1 pg/mlCE
1750 +
g
‘=
2
Iy
“ 500
szub-G1 pop
250 ~ < >
0 T B T f
10° 10° 104 10°

Propidium jodid

11. 4bra: DNS fragmentéacié aramlasi citometrias vizsgalata

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok OCM-1 sejtek DNS tartalménak eloszlasat
szemléltetik kelidonin (kék), illetve DMSO (fekete) jelenlétében tenyésztett sejteken. A sejtek DNS
tartalma az interkal&l6dott Pl fluoreszcencijaval ardnyos. A fragmentélt DNS-t tartalmazd, Un. szub-G;
sejtpopulécidt, a berajzolt kapu mutatja. A sejteket 24 6éran at kelidonin (1 pg/ml) vagy DMSO
jelenlétében inkubaltuk, majd a sziikséges elokészitd 1épéseket kdvetden ~20 oran keresztiil 4 °C-on,
hipotonias P1 oldatban tartottuk.

(CE: kelidonin, PI: propidium-jodid)

4.6.2. Apoptozis vizsgalat Annexin V és propidium jodid kombinalt
alkalmazéasaval

Az apoptozist jellegzetes morfologiai és biokémiai valtozasok kulonboztetik meg a
nekrozistdl, ideertve a magi kromatin fragmentaciot, a citoplazma zsugorodasat és a
plazmamembran aszimmetridjanak az elvesztését. Normal, életképes sejtekben a
foszfatidil-szerin (PS) a sejtmembran citoplazmatikus felliletén helyezkedik el, mig apoptotikus

sejtekben a flippdz enzim miikddése zavart szenved, igy a PS kijut a sejtmembran kiilsé
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rétegébe. Az Annexin V egy 35-36 kDa nagysagu, Ca?*-fiiggé foszfolipid-koté fehérje, mely
nagy affinitassal képes kapcsolodni a PS-hez (Nagata et al., 2016).

24 o6ras kelidonin kezelést kovetéen az 4.3.1. fejezetben leirtaknak megfelelden
elokészitett sejteket 100-100 pl un. Annexin-kétdé pufferben szuszpendaltuk (108 sejt/100ul). A
mintakhoz 5-5 ul Alexa Fluor 647-tel konjugéalt Annexin V-t (640912, BD Biolegend), valamint
0,5 pg/ml PI-t adtunk és 15 percig szobahémérsékleten, fénytél védve tartottuk. Az aramlasi
citometrids méréseket a jelolést kovetden azonnal elvégeztiik.

Az ¢l6, apoptotikus valamint nekrotikus sejtpopulaciokat az Alexa Fluor
647-Annexin V és Pl pozitivitasuk alapjan kulonitettlik el (Bacso & Eliason, 2001; Bacso et al.,
2000), amelyhez az aramlasi citometrias adatokat kétparaméteres (dot-plot) forméaban
jelenitettlik meg. Az életképes sejtek ép plazmamembranjan keresztill egyik reagens sem képes
atjutni, igy ezek mind az Alexa Fluor 647-Annexin V, mind pedig a Pl csatornaban alacsony
intenzitassal jellemezhet6k. Az apoptotikus sejtek plazmamembréanja impermeabilis Pl-ra,
viszont a kiils6 membranban feldusulé PS-hez az Annexin V képes kotddni, ezért ezek a sejtek
alacsony Pl és magas Alexa Fluor 647 intenzitassal rendelkeznek. Nekrézis sorédn a
plazmamembran permeabilitasa jelentés mértékben megnd, igy a nekrotikus sejtekre mindkét

csatornaban magas fluoreszcencia intenzitas jellemz6 (12. &bra).

Elé sejtek € Apoptotikus sejtek D Nekrotikus sejtek

105
Kontroll 1 pg/ml CE
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g 1004
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107 10° 10¢ 10? 103 104
Alexa647 — Annexin V

12. dbra: Apoptozis vizsgalata Annexin V és Pl kombindlt alkalmazésaval

A reprezentativ aramlasi citometrids dot-plotok az €16 (z61d kapu), az apoptotikus (piros kapu), valamint
a nekrotikus sejtpopulécidkat szemléltetik kontroll, illetve kelidonin kezelt OCM-3 sejteken. Az egyes
alpopulécidkat Alexa Fluor 647-konjugélt Annexin V és PT k6tddésiik alapjan kiilonitettiik el. A sejteket
elézetesen 1 pg/ml kelidonin, illetve DMSO (kontroll) jelenlétében tenyésztettiikk 24 6ran keresztiil,
majd a szilkséges el6készité 1épéseket kovetben Alexa Fluor 647-Annexin V és Pl keverékével
megfestettilk. A mindkét detektalasi csatornaban alacsony intenzitassal jellemezhet6 (in. dupla negativ)
populécio az é16 sejteket, a csak Alexa Fluor 647-Annexin V pozitiv alpopuléaci6 az apoptotikus sejteket,
mig a mindkét csatornadban magas jelet mutaté populacié (dupla pozitiv sejtek) a nekrotikus sejteket
reprezentalja (sajat készitésii abra).

(CE: kelidonin, P1: propidium-jodid)
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4.7. Sejtciklus vizsgalatok

A sejtciklus egyes fazisai a sejtek DNS tartalma alapjan aramlasi citometrias analizis
segitségevel megkuldnboztetheték (Darzynkiewicz et al., 2010; Kim, 2015). A sejtek DNS
tartalma az egyik leggyakrabban vizsgalt sejtparaméter, mely nem csak arrél nyujt informéciot,
hogy egy adott sejt mely szakaszaban tart a sejtciklusnak, hanem feltarja a sejtek ploiditasat,
valamint lehetové teszi az apoptotikus sejtek hanyadanak a meghatarozasat is, ahogy azt az
el0z6 részben ismertettem.

Az aramlési citometridval meghatarozott DNS-tartalmat DNS-indexként (DI) szokas
definialni. A normal, nem tumoros, euploid sejteket a Go/G: fazisaban DI = 1,0, G2/M fazisban
DI = 2,0, mig az S-fazisu normal sejteket pedig 1,0 < DI < 2,0 jellemzi (Darzynkiewicz et al.,

2010). A DNS-mennyiség véaltozasat a sejtciklus soran az 13. abra szemlélteti.

S fazis

000
£

N
G, fazis 2

o G, fazis
PI intenzitds
G, fazis .
M fazis

13. dbra: A sejtciklus fazisainak az azonositasa DNS-tartalom alapjan

A kiils6 kordiagram a sejtciklus fazisait, a reprezentativ aramlasi citometrids hisztogram pedig a

DNS-tartalom (Pl intenzitas) eloszlasat szemlélteti az egyes fazisokban. Az els6 csucs a Go/G1 fazisnak,

mig a masodik a Go/M fazisnak felel meg. Az aktiv DNS-szintézis soran az S-fazisban 1év6 sejtek DNS-

tartalma a Go/G1 és Go/M sejtek DNS-tartalma kozott valtozik (sajat készitésti abra).

A DNS eloszlas hisztogram elsé cstcsa a Go/G1, mig a masodik csucs a G2/M fazisban

talalhato sejteket reprezentalja. A hisztogram két cstcsa kozotti rész az S fazisban 1év6 sejtekre
jellemz6, koztes DNS tartalomnak felel meg. A Go/G1 és G2/M féazisokon beluli tovéabbi

elkilonitésre ez a modszer nem alkalmas.
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A sejtciklus vizsgalatainkhoz az 4.3.1. fejezetben leirtak alapjan a kelidonin kezelt es
kontroll  sejteket Osszegyjtottiik, majd hipotonias PI  oldatban szuszpendaltuk
(~0,5%x10° sejt/0,5ml) és 20 oran at, fénytdl elzarva, 4 °C-on tartottuk.

A kiértékelés soran az FCS Express 6 kiértékelé programban az FSc/SSc dot-plot abrékon
kikapuztuk a sejttormeléket, majd a programba épitett ,multicycle” modul segitségével

meghataroztuk a Go/G1, az S és a Go/M fazisban 1év6 sejtek aranyat.

4.8. Feherje expresszid és STAT3 foszforilacio vizsgalata

4.8.1. Membranfehérjéek immunfluoreszcens jeldlese

A membrénfehérjék jeldlése soran az 4.3. fejezetben ismertetett modon el6készitett
sejteket 4 °C-os PBS-ben szuszpendaltuk, majd hozzdmértik a monoklonalis antitestet
tartalmazo oldatot, amelynek térfogatat telitési sor felvételével hataroztuk meg (V. tablazat). A
jelols végtérfogat 50 pl, mig a sejtszam ~0,5x10° volt. A mintakat 45 percig jégen, sotét helyen
inkubaltuk, majd a nem ko6t6dott antitestet hideg PBS-ben torténé mosassal tavolitottuk el (5
perc, 200xg, 37°C). A sejteket végul 2% formaldehidet tartalmazé PBS pufferben fixaltuk (500
Ml/minta), majd a mérésig fénytol elzarva, 4°C-on tartottuk. Az aramlési citométeres és/vagy
konfokalis mikroszkopias vizsgalatokat minden esetben elvégeztiik a jeldlésto]l szamitott 24
oran belil. Az antitestek aspecifikus ko6tddését azonos izotipust, irrelevans antitesttel

ellendriztik.

V. tdblazat: Membranfehérjék jelzésére hasznalt monoklonalis antitestek

Epitop Kapcsolt fluorofér Izotipus Gyarté
gp130 PE egér 1gG2a BD BioLegend
Alexa Fluor 647
IL6-Ra egér 1gG1 BD BioLegend
PE

4.8.2. Intracellularis sejtalkotok immunfluoreszcens jeldlése

Az intracelluléris jel6lés soran a korabban T limfoma sejteken a STAT1 aktivacio
vizsgalatara alkalmazott protokollunkat optimalizaltuk letapadé sejtekre (értekezést
megalapozo Il. publikacio). Az 4.3. fejezetben ismertetett modon eldkészitett sejteket 2%
formaldehidet tartalmazo PBS pufferben fixaltuk (~1,5x10° sejt/2ml/minta, 30 perc, 37 °C),

majd a jelolé pufferrel mostuk. Ezutan a sejteket 90%-0s metanolban permeabilizaltuk
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(~1,5%x10%sejt/2ml/minta, 20 perc, -20°C,), majd jeldlé pufferben kétszer mostuk. A feliiluszo
eltavolitasa utan a sejteket az elére meghatarozott mennyiségii jelolo pufferben szuszpendaltuk,
centrifuga csovekbe mértik, majd hozzaadtuk a monoklonalis antitestet vagy antitesteket
tartalmazd oldatot, amelyet telitési sor felvételével hatdroztuk meg (V1. tablazat). A jelold
végtérfogat 50 pl, mig a sejtszdm ~0,5x10° volt. A mintdkat 45 percig szobahdmérsékleten,
sOtétben tartottuk. Ezt kdvetden a sejteket mostuk, végiil 2% formaldehidet tartalmazé PBS
pufferben szuszpendaltuk. A sejteket a mérésig fénytdl elzarva, 4°C-on tartottuk. A mintak
aramlasi citometrias és/vagy konfokalis mikroszkopiés vizsgalatdt minden esetben 24 o6rén
beliil elvégeztiik. Az antitestek aspecifikus kotddését azonos izotipusu, irrelevans antitesttel
ellendriztiik.

Azon kisérletek sorén, ahol a STATS tirozin foszforilacidjat is vizsgaltuk, a sejteket
jelolés el6tt IL-6 stimulacionak vetettik ala (Id. 4.3.2. fejezet). Az alap (konstitutiv) tirozin
foszforilacié meghatarozasdhoz a sejteket azonos korilmények kozott, de IL-6-mentes

médiumban inkubaltuk.

V1. tablazat: Intracellularis fehérjék jelzésére hasznalt monoklonélis antitestek

Epitép Fluorofér Antitest izotipusa Gyarto
Bcl-2 PE egér 1gG1 BD BiolLegend
Jak2 PE egér 1gG Cell Signaling Technology
STAT3 PE egér 1gGap R&B SYSTEMS
pTyr-STAT3 Alexa Fluor 647 egér 19G2a BD Phospflow™
pSer-STAT3 PE egér 1gGy BD Phospflow™

4.8.3. Aramlasi citometrias fehérje expresszio és STAT3 foszforilacios
vizsgalatok kiertékelése

Az &ramlasi citometrias adatanalizis kritikus Iépése egy adott kezelésre (alkaloid, IL-6)
valaszolo sejtek megfeleld elkiilonitése. Ehhez a megfeleld kontroll (adott 4genssel kezeletlen)
minta segitségével létrehoztunk egy olyan Un. ,referenciakaput”, amely a kezeletlen minta
sejtjeinek tulnyomd tobbségét tartalmazta. A referenciakapu létrehozasahoz duplan jelzett
sejtek esetén a két fluoreszcencia intenzitast megjelenitdé kétparaméteres dot-plot (vagy
density plot), mig egyszeresen jelzett mintak esetén a megfelel6 fluoreszcencia intenzitas — FSc
dot-plot (vagy density-plot) diagrammot hasznaltuk. A kezelt mintadban azon sejteket vettik

kelidoninra és/vagy IL-6-ra reagald sejteknek, melyek kiviil estek a referenciakapun. A 14. abra
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egyszeresen jelzett mintdk esetén mutatja be a referenciakapu kivalasztasanak, illetve a

valaszolo sejtek elkulonitésének folyamatat.

A Kezeletlen minta B Kezelt minta
| Referencia-kapu | Referencia-kapu

Referencia-kapun Kkiviil 7 Referencia-kapun kiviil 7

esé sejtek // esé sejtek /
187525 N\ 187525 1

b b
@ 125050 125050
625751 625754
100 -y T T al T 100 ey T T F T
w0 1w 1w w0 1 100 100 1wt a0’
Fluoreszcencia intenzitas Fluoreszcencia intenzitas

14. dbra: Egyszeresen jelolt A&ramlasi citometrias mintak kiértékelése

Az illusztracioként bemutatott density plot diagrammokon a sejtek elére iranyuld fényszorasanak (FSc)
és fluoreszcencia intenzitasanak korrelalt abrazoléasa lathat6 egyszeresen jelzett kezeletlen (A) és kezelt
(B) sejteken. A kezeletlen minta esetén meghatarozott ,,referencia-kapu”-t (piros alakzat) &tmésolva a
kezelt sejtek adatait tartalmazo6 grafikonra az adott kezelésre valaszolo sejtek elkiilonithetdk, aranyuk
meghatarozhato. (sajat készitésii abra)

Az egyes fehérjék expresszidjanak, illetve a STAT3 foszforilacidjanak vizsgalata soran
alkalmazott antitestek esetleges aspecifikus kotodését azonos izotipusu, irrelevans antitestek
kotodésének vizsgalataval ellendriztiik. Mivel aspecifikus kotédés elhanyagolhatdo volt a
specifikus jelhez képest, emellett a valtozasok jellegébdl adoddan a fluoreszcencia intenzitasok
tényleges értékét nem elemeztilk az analizis soran, igy a késébbiekben hattér kontrollként

jeloletlen sejtekre vonatkozo6 adatokat hasznaltuk.

4.8.4. Mikrotubulusok jeldlése

A mikrotubulusok jeloléséhez a sejteket feddlemezen ndvesztettik 24-lyuku
sejttenyésztd edényben, majd tovabbi 24 6rdn keresztiil kelidonin, illetve DMSO (kontroll
sejtek) jelenlétében tenyésztettik (Id. 4.3.1. fejezet). Az alkaloid kezelést kovetGen a
fedélemezeket nedves kamrédba helyeztik, majd haromszori mosassal tavolitottuk el a
tapfolyadék maradékat. A mosas soran a fedélemezekre 200 pl szobahdmérsékleti 0,01 M PBS
puffert pipettaztunk, majd két perc utan papirtorovel dvatosan eltavolitottuk. A sejteket 200 pl
aceton hozzaadasaval fixaltuk és permeabilizaltuk (5 perc, szobahomérsékleten), majd Ujabb

harom alkalommal mostuk. A fed6lemezekre 100 pl végtérfogatu jelold koktélt mértiink, amely
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0,01M PBS pufferben higitva 1 pl FITC-el konjugalt anti-a-tubulin monoklonélis antitestet
(1gG1k, ab64503, abcam), valamint a sejtmag és/vagy a foszforilalt STAT3 jel6léséhez hasznalt
fluoreszcens reagenseket tartalmazott. A jelolést sotétben, szobahdmérsékleten végeztiik. 45
perc elteltével a sejteket haromszor mostuk. Végezetiil a fedélemezekre 5-5 pl Mowiol-t
mértink, majd dvatosan, a sejtekkel lefelé forditva tisztitott tveg targylemezekre helyeztik

Oket. A mikroszkopos vizsgalatot kozvetleniil a jelolés utan végeztiik.

4.8.5. STAT3 magi transzlokéacio kvantitativ analizise

A STAT3 transzkripcios faktor magi transzlokacidja sordn a sejtmagot DAPI DNS
festékkel jelenitettik meg, mig a foszforilalt tirozin- és szerin oldallancokat a méar korabban
emlitett Alexa Fluor 647-konjugalt anti-pTyr-STATS3, illetve PE-konjugalt anti-pSer-STAT3
monoklondlis antitestekkel festettilk meg.

Az analizis sordn magi és teljes-sejt maszkokat készitettink a FIJI képanalizalo
programba beépitett ,,Trainable Weka Segmentation” (tovabbiakban WEKA) modul
segitségével. A WEKA a pixel alapi szegmentaciok eléallitdisdhoz a gépi tanulasi
algoritmusokat egyesiti az elére meghatarozott képjellemzoékkel (Arganda-Carreras et al.,
2017). A képszegmentalast Prof. Dr. Nagy Péter segitségével végeztem el.

A folyamat elsé lépéseként a neuronhdlézatot meg kell tanitani az azonositando
objektumok felismerésére. Ehhez olyan képeket kell bemenetként hasznalni, ahol az
objektumok (sejtmagok és teljes-sejt maszkok) azonositva vannak. A gépi tanulasi algoritmus
ezeknek a tanuld képeknek a segitségével eldallit egy osztilyozot (,.classifier”), amely a
késObbiek soran mar automatikusan elvégzi a képek szegmentalasat. A tanitasra felhasznélt,
manualisan szegmentalt képek elkészitéséhez egy tablagépen a LayerPaint HD nevil
programban korbe rajzoltuk a sejtmagokat €s a sejteket egy adott képen. A konturvonalakat
kilon képrétegen készitettiik el, majd az eredeti képpel egyitt PSD fajlformatumban
elmentettik. A kontarvonalakat tartalmazé képeket Adobe Photoshop-ban megnyitottuk, az
altalunk rajzolt kontur képréteget megjelenitettik és tif fajiformatumban elmentettiik. Ezek utan
a Matlab (Mathworks, Natick, MA) program segitségevel feltdltottik a sejten bellli esetleges
ires pixeleket, ezzel eldallitottuk a magi és teljes-sejt binaris maszkokat, ahol az 1-ek a sejtnek
vagy a sejtmagnak, mig a 0-k a hattérnek feleltek meg.

Az altalunk készitett binaris maszkokat és az eredeti képet betoltottik a FIJI WEKA
modulba, es elkészitettiik az osztalyozdt, ami a gépi tanulds révén mar 6nalléan felismeri a

sejtek és sejtmagok konturjat, igy képes megalkotni az egyes analizalando képek esetéen a magi
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és teljes-sejt maszkokat. Ennek koszonhetéen a tobbi kép szegmentalasa mar automatikusan

tortént. A szegmentalas folyamatat az 15. abra szemlélteti a magi maszkon keresztul.

15. dbra: A szegmentélas folyamata magi maszk létrehozésa soran

A manualisan korbe rajzolt sejtmagok (A) alapjan az Adobe Photoshop szoftverrel elkészitettik a
magok kontar képrétegét (B). A Matlab program segitségével feltoltottiik a ,lyukakat” (iires pixeleket)
és elballitottuk a binaris magi maszkot (C). A WEKA modul gépi tanulas algoritmuséaval létrehoztunk
egy osztalyoz6t, ami automatikusan elvégezte a tobbi kép szegmentalasat. Az osztalyozot a tanitasra
hasznalt képen alkalmazva ellendrizhetjiik az azonositas mindségét (D). A vizsgalatok soran a sejtmagot
DAPI festékkel jel6ltik meg. (sajat készitésii abra)

Az elemzés tovabbi részében a Matlab szoftver segitségével az eredeti képeken
meghataroztuk a pixelenkénti fluoreszcencia intenzitdsokat, majd a magi és teljes-sejt maszkok
hasznalataval kiszamitottuk a teljes sejtre, illetve az adott sejt magjara vonatkoz6 atlagos
fluoreszcencia intenzitasokat. A citoplazmatikus maszkokat ugy allitottuk eld, hogy kivontuk a
magi maszkot a teljes-sejt maszkbdl. Az atlagos fluoreszcencia intenzitast minden esetben
korrigaltuk a hattérintenzitassal, melyet a sejtmentes teriiletek alapjan hataroztunk meg.
Végezetiil az atlagos fluoreszcencia intenzitasokat kétparaméteres dot-plot abrakon jelenitettiik

meg.
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4.9. Statisztikai elemzések

A kiilonbozd kezelések statisztikai elemzéséhez Student-féle, kétmintds t-tesztet
hasznéltunk. Az elemzéseket Microsoft Excel beépitett modulja segitségével végeztik el.
Azokat a valtozasokat tekintettiik szignifikansnak, ahol p<0,05 volt.
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5. EREDMENYEK

5.1. Kontroll vizsgalatok

5.1.1. IL-6 stimulalt STAT3 aktivacié optimalizalasa

A STAT3 aktivacidja a 705-6s pozicioban elhelyezked6 tirozin oldallanc
foszforilalodasat jelenti, amelyet a transzkripcids faktor dimerizacidja és magi transzlokacidja
kovet. Kisérletes munkank egyik kdzponti kérdése az volt, hogy a kelidonin miként befolyasolja
a STATS tirozin foszforilacidjat, ezért kulonodsen fontos volt, hogy maximalizaljuk az IL-6
stimulécidra valaszolo sejtek hanyadat, valamint az aktivacio mértékét.

Az optimalizécios vizsgalatokat az OCM-3 sejtvonalon végeztik el. A szakirodalomban
fellelheté kozlemények jelentds része a STAT3 aktivalasahoz az 5 és 20 ng/ml kozotti 1L-6
koncentraciot ajanlja a néhany perctdl az egy oraig terjedd idéintervallumban (Sun et al., 2012;
Wakahara et al., 2012). Optimalizacios kisérleteink elsd részében a STAT3 aktivacio
mértékének az IL-6 stimulacié id6tartamatol valod fliggését vizsgaltuk, két magasabb (10 és 20
ng/ml) IL-6 koncentracio alkalmazédsaval. A STAT3 aktivacio mértékét az Alexa Fluor
647-pTyr-STAT3 monoklondlis antitest kotodésének &aramlasi citometrids vizsgalataval
kdvettiik nyomon (16. abra).

Eredményeink alapjan a pTyr-STAT3 szint a 10 ng/ml-s IL-6 stimulacio elsé 30
perceben ndvekvo tendenciat mutatott, majd kb. 30 percnél érte el a maximalis mértékét. Ezt
kovetden jelentdsen visszaesett, ahogy azt a 60 perces citokin kezelés esetén tapasztalt érték
mutatja. A 20 ng/ml IL-6-tal torténé kezelés soran a 10, 20 és 30 perces citokin kezelések
azonos mértékll pTyr-STAT3 szintet eredményeztek. 60 percnél itt is jelentdsen csokkent a
detektalhatd pTyr-STAT3 szintje. Ennek megfelelden a késébbiekben a 30 perces IL-6
stimulécidt alkalmaztuk a kelidoninnal végzett kisérleteink soran.
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16. dbra: IL-6 stimulalt STAT3 aktivacio idéfiiggése OCM-3 sejteken

A grafikonok az aktivalt STAT3 (pTyr-STATS3) szinttel aranyos fluoreszcencia intenzitasokat mutatjak
az IL-6 stimulacié id6tartamanak fiiggvényében. A pTyr-STAT3 szintet immunfluoreszcens jelzést
kdvetden aramlasi citometridval hataroztuk meg (n=10000 sejt/minta). Az abrazolt adatok 3 fiiggetlen
kisérlet atlagat, illetve a relevans SD értékeket jelentik. Az atlagokat az aramlasi citometrias
fluoreszcencia intenzitds hisztogramok &tlagos fluoreszcencia intenzitis értékeib6l hataroztuk meg,
amely adott minta esetén az atlagos pTyr-STAT3 szinttel egyenértékii. A p-érték <0,001(***). ns —nem
szignifikans.

A frissen 6sszegytijtott OCM-3 sejteket RPMI-ben szuszpendaltuk (~108 sejt/ml), majd az abran

sre

stimulaciot kovetéen a sejteket Alexa Fluor 647 fluorofort hordozo, a pTyr-STAT3-ra specifikus
monok-lopé,lis antitesttel jeloltuk meg, majd aramlasi citométerrel hataroztuk meg a kotddott antitest
mennyisegeét.

(IL-6: interleukin-6; pTyr-STAT3: tirozin foszforilalt STAT3)

Optimalizacios kisérleteink masodik részében az 1L-6 stimulacié koncentracio fliggését
ellendriztiik az el6zdekben meghatarozott 30 perces inkubalasi idétartam alkalmazasaval
(17. &bra). OCM-1 sejtek esetén a stimulaciora nem valaszold sejtek hanyada csokkend
tendenciat mutatott az IL-6 koncentracid emelésével, bar az egyes koncentréaciok (5-10-20-40
ng/ml) k6zo6tt nem volt szignifikans eltérés. A 20 és 40 ng/ml-es IL-6 koncentracidk esetén az
eltérés gyakorlatilag elhanyagolhatd. OCM-3 sejteknél a csokkend tendencia a 10 ng/ml IL-6
koncentracioig volt megfigyelhetd, a magasabb koncentraciok esetén a nem valaszolo sejtek
hanyada gyakorlatilag azonosnak tekinthetd.

Id6- és koncentracio-fiiggé méréseink eredménye alapjan tovabbi kisérleteinkben a
20 ng/ml-es 1L-6 koncentraciot alkalmaztuk 30 percig a STAT3 aktivalasahoz.

Fontos megjegyezni, hogy az IL-6 stimulécids vizsgalatok soran sosem tapasztaltunk
100%-o0s valaszkészséget a STAT3 aktivacio vonatkozasaban: a sejtek egy minimalis hanyada
még magasabb citokin koncentracidk esetén sem reagalt a stimulaciora. Ennek a hatterében az
allhat, hogy még optimalis sejttenyésztési koriilmények kozott is eléfordulnak halott vagy
haldoklo sejtek, emellett a sejtek elOkészitése is egyiitt jar(hat) kismértékii sejtpusztulassal,

hozzajarulva az 1L-6 stimuléciéra nem valaszol6 sejtek hanyadahoz.
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17. dbra: IL-6 stimuléciéra nem véalaszol6 sejtek hanyadanak koncentraciofliggese
Az oszlopdiagramok az IL-6 stimulaciora nem valaszol6 sejtek hanyadat mutatjak OCM-1 és OCM-3
sejteken. Az abrazolt adatok 3 fliggetlen kisérlet atlagértékét és a relevans SD értékeket jelentik. A
p-érték <0,001 (***), <0,01 (**), <0,05 (*). ns — nem szignifikans.
A frissen Osszegyljtott sejteket RPMI-ben szuszpendaltuk (~10° sejt/ml), majd 30 perces IL-6
stimulécionak vetettiik ala 37 °C-on, az abran feltlintetett koncentraciokat alkalmazva. A stimulaciot
kovetden a tirozin foszforilalt STAT3-at Alexa Fluor 647-t hordoz6 anti-pTyr-STAT3 monoklonalis
antitesttel megjeldltik, majd aramlasi citométerrel elemeztilk (n=10000 sejt/minta). A kiértékelés soran
az FSC — Red dot-plot abran meghatéaroztuk az IL-6 stimulaciéra nem valaszol6 sejtek aranyat (Id. 4.8.3
fejezet). (IL-6: interleukin-6)

5.1.2. DMSO hatasa a STAT3 tirozin foszforilaciojara

Kisérleteink sordn a kelidonin hatasat vizsgaltuk a IL-6/IL-6R/STAT3 jelatviteli
utvonalra. Mivel a kelidonin felolddsara DMSO-t alkalmaztunk, kritikus kérdés volt annak
megvalaszolasa, hogy a Kisérleteinkben alkalmazott DMSO ©6nmagaban befolyasolja-e a
STAT3 aktivacié mértékét.

Normal kérilmények kozott, valamint DMSO jelenlétében tenyésztett sejteket IL-6
stimulacionak vetettiink ala (30 perc, 20 ng/ml IL-6, 37 °C), majd immunfluoreszcens jel6lést
kovetden aramlési citometriaval vizsgéaltuk a STAT3 aktivacid hatékonysagat. A DMSO
mennyisége 0,5 v/v% volt, ugyanannyi, mint a kelidoninnal kezelt mintak esetén. Az IL-6
stimulacio hatékonysagat (pTyr-STAT3 szint eloszlasa) a DMSO nélkil, valamint DMSO
jelenlétében tenyésztett sejteken az 18. dbran bemutatott hisztogramparok szemléltetik. Lathato,
hogy a két esetben a pTyr-STATS3 szintet reprezental hisztogramok mind a stimulalatlan, mind
pedig az IL-6-tal stimulalt sejteken gyakorlatilag teljes mértékben atfednek egymassal, azaz az
alkalmazott koncentracioban a DMSO STAT3 aktivaciot befolyasol6 hatasa kizarhatd. Ezek
alapjan kimondhatjuk, hogy a késdbbi, kelidoninnal végzett kisérletek alapjan tapasztalt

valtozasokat kizarolag a kelidonin okozta.
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18. 4bra: A DMSO nem befolyasolja az IL-6 indukalt STAT3 aktivacio mértékét

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok a pTyr-STAT3 szint sejtenkénti eloszlasat mutatjak
DMSO nélkal (sziirke tdmétt hisztogramok), illetve DMSO jelenlétében (szines Ures hisztogramok)
tenyésztett OCM-1 és OCM-3 sejteken. A vilagossziirke és kék hisztogramok a stimulalatlan sejteket,
mig a soOtétszlirke és piros hisztogramok az IL-6 stimulalt sejteket jelolik. Az Ures szaggatott
hisztogramok a hatteret (kezeletlen és jeldletlen sejtek) jeldlik.

A sejteket 24 6rén keresztil tenyésztettik DMSO jelenlétében vagy anélkil. 1L-6 stimulécidt (20 ng/ml,
30°, 37 °C) kovetden a tirozin foszforilalt STAT3-at Alexa Fluor 647-t hordozd anti-pTyr-STAT3
monoklondlis antitesttel megjel6ltuk, majd a mintikat aramlasi citométerrel elemeztik (n=10000
sejt/minta). (IL-6: interleukin-6; pTyr-STAT3: tirozin foszforilalt STAT3; DMSO: dimetil-szulfoxid)

5.2. A kelidonin apoptozist és nekrozist indukal human uvealis
melandma sejteken

A kelidoninrél koradbban kimutattak, hogy apoptézist és nekrozist valt ki szamos
daganatos sejtvonalon, ideértve az OCM-1 human uvealis melandma sejtvonalat is (Kemeny-
Beke et al., 2006), azonban az OCM-3 sejtekre gyakorolt hatadsara vonatkozdan eddig nem volt
irodalmi adat. Munkadm soran ezért egyrészt megismételtem az OCM-1 sejtekre vonatkozd
sejthalal vizsgalatokat, masrészt a vizsgalatokat Kiterjesztettem az OCM-3 sejtekre is. A
kotdédésén alapuld dramlasi citometrias modszerekkel tanulmanyoztam. Az apoptotikus sejtek
kiillonb6z6  tulajdonsagai alapjan (DNS fragmentacio, foszfatidil-kolin  sejtmembran
lokalizacidjanak megvaltozasa, Id. 4.6.2. fejezet) mindkét eljarads alkalmas az apoptdzis
kimutatasara. Az Annexin V és Pl kombinalt alkalmazasaval az apoptotikus sejtek mellett és a
nekrotikus sejtek is kimutathatok, illetve e két sejtpopulacio elkilénitheté egymastol.

A DNS fragmentacios Kisérletek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy 24 06réas
kelidonin kezelés hatasara mindkét sejtvonalon szignifikdns médon megemelkedett a toredezett

DNS-t tartalmazo, Un. szub-G: sejtek szazalékos aranya (19. abra).
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19. abra: A kelidonin DNS fragmentaciot idéz elo6 OCM-1 és OCM-3 sejteken

Az oszlopdiagram a fragmentalt DNS-tartalmd (szub-Gi) sejtek szdzalékat mutatja a kelidonin
koncentraci6é fliggvényében OCM-1 (fekete oszlopok) és OCM-3 (sziirke oszlopok) sejteken. A
diagramon legalabb 3 fuiggetlen kisérletbdl nyert atlagértéket (+ SD) abrdzoltuk. A p-értéket a kontroll
mintakhoz viszonyitva hataroztuk meg, ***: p<0,001.

A sejteket 24 6ran at tenyésztettik kelidonin, illetve DMSO jelenlétében. A DMSO koncentracid
minden esetben 0,5 v/v% volt. A 4.6.1. fejezetben ismertetett modon elékészitett sejteket 20 oran
keresztiil hipotonias Pl oldatban tartottuk (4 °C-on), majd a DNS tartalommal aranyos PI fluoreszcenciat
aramlési citometriaval hataroztuk meg (n=10000 sejt/minta). A szub-G; sejtek hényadat a
Pl-fluoreszcencia intenzitds hisztogramon felvett kapu segitségével hataroztuk meg (Id. 11. &bra).
(DMSO: dimetil-szulfoxid)

Annexin V és PI kotédésének kombindlt vizsgalataval egyrészt megerdsitettiik, hogy a
kelidonin koncentrécio-figgdé modon apoptozist indukal mindkét uvealis melanoma
sejtvonalon. Masrészt kimutattuk, hogy a kelidonin nekrézist is indukal, tekintve, hogy a sejtek
egy jelentds hanyada mindkét reagensre nézve pozitiv volt (20. abra). A késébbi 6sszehasonlito

elemzések soran a halott sejtek hanyadanak az apoptotikus és nekrotikus sejtek dsszesitett

szazalékat vettiik.
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20. &bra: A kelidonin apoptozist és nekrozist valt ki az OCM-1 és OCM-3 sejteken
Az oszlopdiagram az apoptotikus (fekete oszlopok) és a nekrotikus (sziirke oszlopok) sejtek hanyadat
mutatja. A diagramon legalabb 3 fliggetlen kisérletbdl nyert atlagértékeket (£SD) abrazoltuk. A p-
értéket a kontrollhoz mintahoz viszonyitva hataroztuk meg, ***: p<0,001; ns: nem szignifikans.
A sejteket 24 6ran at tenyésztettiik kelidonin, illetve DMSO jelenlétében. A DMSO koncentracio
minden esetben 0,5 v/v% volt. A 4.6.2. fejezetben leirt modon elékészitett sejteket Alexa Fluor 647-tel
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konjugalt Annexin V és Pl keverékével megfestettiik, majd aramlasi citométerrel elemeztiik (n=10000
sejt/minta). (DMSO: dimetil-szulfoxid)

5.3. A kelidonin berekeszti a sejtciklust a G2/M fazisban és karositja
a mikrotubulusokat

Mint azt Irodalmi attekintés (2.2.4. fejezet) részben emlitettem, irodalmi adatok alapjan a
kelidonin géatolja a mikrotubulusok polimerizacidjat, emellett a sejtciklust berekeszti a G2/M
fazisban. Kisérleteink kovetkezé részében megvizsgaltuk, hogy az altalunk vizsgalt uvealis
melandma sejtvonalakon milyen hatékonysaggal és idébeli lefutassal alakit ki Go/M blokkot az
alkaloid, illetve ellendriztiik a mikrotubularis rendszer 6sszeszerel6désére gyakorolt hatasat is.

A sejtciklusra gyakorolt hatast célz6 kisérletek soran ugyanazt a protokollt kdvettiik, mint
a DNS fragmentécio vizsgalatakor (Id. 4.6.1. fejezet), mivel ezzel a moddszerrel a Pl
fluoreszcencia (DNS tartalom) alapjan a sejtciklus Go/G1, S és G2/M fézisaiban talalhato sejtek
ardnya is meghatarozhat6. A sejtciklus vizsgalatok sordn csak az alacsonyabb alkaloid
koncentraciot (1 pg/ml) alkalmaztuk, amely a sejtek életképességét, s igy a sejtciklus egyes
fazisaiban torténé megoszlasuk analizisét kevésbé befolyasolja.

Az aramlési citometrias adatok kiértékelése soran, a Pl intenzitas hisztogramokon a sejtek
DNS tartalma alapjan meghataroztuk a sejtciklus egyes fazisaiban 1évo sejtek aranyat 6, 12 és
24 oras alkaloid kezelést kovetden. A kelidonin kezelés hatdsat minden esetben egy ,,nulla 6ras”
kontroll mintdhoz viszonyitottuk, melyet frissen passzalt, kezeletlen sejtekbdl allitottunk eld.

Ahogy azt a 21. abra is mutatja, a frissen passzalt sejtek csupan kis hanyada tart6zkodott
a Go/M fazisban. Mindkét sejtvonalon kimutattuk, hogy a G2/M féazisban csapdazott sejtek
aranya monotonon nd a kelidonin kezelés id6tartamanak novelésével. Az OCM-1 sejtek esetén
mar a legrovidebb, 6 oOras kelidonin kezelés is jelentés G2/M blokkot eredményezett, ami a
hosszabb kezelési idotartamokkal tovabb emelkedett. 24 oras kezelést kovetden az OCM-1
sejtek kozel 100%-a talalhaté a Go/M fazisban. Az OCM-3 sejtekben a kelidonin hatasa
valamivel mérsékeltebb volt. A 6 éras kezelés soran a sejtek csupan ~25%-a csapdazodott a
G2/M fazisban, majd ez az érték a 24 Orés kezelés utan kismértékben 80% folé emelkedett. (21.

abra).
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mikrotubularis rendszer, ezért ellendriztiik, hogy a kelidonin miként befolydsolja a
mikrotubulusok szervez6dését az OCM-1 és OCM-3 sejtekben. Konfokalis mikroszkopias
kisérleteinkkel megallapitottuk, hogy kelidonin kezelés hatasara a mikrotubularis halozat

sulyos kéarosodast szenved, ideértve a koros mitotikus orséfonalak képzddését és a tobb orso

Kezelés idotartama

21. abra: A kelidonin berekeszti a sejtciklust a G,/M fazisban

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok az OCM-1 (A-D) és OCM-3 (E-H) sejtek eloszlasat
mutatjak a sejtciklus egyes fazisaiban csak DMSO (vilagossziirke hisztogramok), illetve kelidonin
(sotétsziirke hisztogramok) jelenlétében novesztett sejteken. A frissen gylijtott, kezeletlen sejtekre
jellemzd sejtciklus eloszlast az iires hisztogramok mutatjdk. Az oszlopdiagramok a G./M féazisban
talalhatd OCM-1 (I) és OCM-3 (J) sejtek szazalékos aranyat mutatjdk csak DMSO-val (fekete
oszlopok), illetve kelidoninnal (szlrke oszlopok) kezelt sejtek esetén. Az (res oszlopok a frissen
Osszegylijtott, kezeletlen sejtekre vonatkozo adatokat mutatjdk. A diagramon legaldbb 3 fiiggetlen
kisérletb6l nyert atlagértékeket (£SD) dbrazoltuk. A p-értékeket az adott idéponthoz tartozé kontroll
nmintahoz viszonyitva hataroztuk meg. ***: p-érték <0,001.

A sejteket 6, 12 és 24 6ran keresztlll ndvesztettik kelidonin, illetve DMSO jelenlétében. A DMSO
koncentracié minden esetben azonos volt (0,5 v/v%). Ezt kovetéen az 4.6.1. fejezetben ismertetett
modon el6készitett sejteket 20 6ran keresztiil hipotonias PI oldatban tartottuk (4 °C-on), majd a DNS
tartalommal aranyos Pl fluoreszcenciat aramlasi citometridval hataroztuk meg (n=10000 sejt/minta). A
sejtciklus egyes fazisaiban 1év0 sejtek aranyat az FCS Express szoftver sajat sejtciklus-elemzé
moduljaval hataroztuk meg. (CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid)

Mivel a sejtciklus szervezéseben és vegrehajtasaban meghatarozd szerepet tolt be a
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polus kialakuldsat a mitozis soran (22. C és D abra). Ezeken felil szamos, a mitotikus

katasztrofara jellemz0 tobbmagv, Orias sejtet is azonositottunk (22. B abra).

sejtmag mikrotubulus atfedés

DMSO

1pg/ml kelidonin

22. abra: A kelidonin roncsolja a mikrotubularis rendszert és tébb magva, 6rias

sejtek megjelenését eredményezi

A reprezentativ konfokélis mikroszk6pias képek a sejtmagot (piros szin), illetve a mikrotubulusokat
(z6ld szin) mutatjdk DMSO (A), illetve kelidonin (B-C) jelenlétében tenyésztett sejteken.

Az OCM-Isejteket fed6lemezen 1 pg/ml kelidonin vagy DMSO jelenlétében, 24 o6ran keresztil
ndvesztettiik. Az 4.8.4 fejezetben leirt médon a DNS-t propidium jodiddal, mig a tubulint Alexa Fluor
488-anti-oaTubulin monoklonalis antitesttel megjeloltiik, végiil a sejtekrél konfokalis felvételeket
készitettlink. (DMSO: dimetil-szulfoxid)

5.4. A kelidonin gatolja az IL-6-indukalt STAT3 aktivaciot

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk miként befolyasolja a kelidonin a STAT3 IL-6
indukalt aktivacidjanak, azaz tirozin foszforilaciojanak hatékonysagat a két uvealis melanéma
sejtvonalon. A sejteket 24 dran keresztll kelidonin, illetve a kontroll mintak esetén DMSO
jelenléteben novesztettiik, majd 30 perces IL-6 stimulacidnak vetettiik ala. A STAT3 aktivacio
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hatékonysagat a pTyr-STAT3 immunfluoreszcens jelzését kovetden aramlasi citometriaval
hataroztuk meg.

A Korébbi, optimalizacids kisérletek eredményével 6sszhangban, az IL-6 citokinnel
torténd stimulacié a kontroll (DMSO jelenlétében tenyésztett) sejtek dontd hanyadaban
(OCM-1 sejtek: ~90%, OCM-3 sejtek: ~85%) a pTyr-STAT3 szint megemelkedéséhez, azaz a
STATS3 aktivacidjahoz vezetett (23. abra). Kelidonin kezelés hatasara mindkét sejtvonal esetén
szignifikansan megemelkedett az IL-6 stimulaciora nem valaszolo, alacsony pTyr-STAT3
szinttel jellemezheté sejtek szazalékos aranya (OCM-1: ~55%, OCM-3: ~50%). A két
alkalmazott koncentracié (1 és 4 pug/ml) esetén nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget az
alkaloid STAT3 aktivacié hatékonysagara kifejtett hatasaban. A pTyr-STAT3 bazalis
(konstitutiv), azaz IL-6 stimul&ci6 hidnydban detektalhato szintjét az alkaloiddal torténé kezelés
nem befolyasolta szignifikdnsan. Fontos megjegyezni, hogy a kelidonin hatasa egyfajta
,mindent vagy semmit” elvet kovetett: mig az alacsony valaszkészségii sejtekre jellemzo
pTyr-STAT3 szint a bazalis értékre csokkent, addig a tovabbra is valaszképes sejtek esetén a
STAT3 IL-6 &ltal kivaltott aktivacidja a kontroll sejtek esetén tapasztalt szinten maradt.

Mint ezt az 5.2. fejezetben bemutattam, a 24 6rés kelidonin kezelés mindkét alkalmazott
dozisban a sejtek egy bizonyos hanyadanak pusztulasahoz vezetett. Ugyanakkor az elpusztult
sejtek szédzalékos ardnya még a magasabb kelidonin koncentracio (4 pg/ml) esetén is
szignifikansan alacsonyabbnak adddott az alacsony pTyr-STAT3 szinttel rendelkezé sejtek
hanyadanal. Ezeknek az eredmeényeknek az alapjan kizérhat6, hogy az IL-6 stimulacio iranti
csokkent valaszkészség hatterében egyszeriien a sejtek csokkent életképessége all (23. G és H

abra).
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23. &bra: A kelidonin csokkenti az 1L-6 altal kivaltott STAT3 aktivacio mértékét

A reprezentativ aramlasi citometrids hisztogramok (A-F) a pTyr-STAT3 szint sejtenkénti eloszlasat
mutatjak kelidonin, illetve DMSO jelenlétében tenyésztett OCM-1 (A-C) és OCM-3 (D-F) sejteken. A
sOtétszlirke hisztogramok az IL-6-tal stimulalt, mig a vilagossziirke hisztogramok az IL-6-tal nem
stimulalt sejteket képviselik. Az tres hisztogramok a jeléletlen sejteknek (hattér) felelnek meg. Az
oszlopdiagramok (G, H) a csokkent IL-6 valaszképességgel jellemezhetd (sziirke oszlopok), valamint
az elpusztult (fekete oszlopok) sejtek szazalékos aranyat mutatjak.

Az oszlopdiagramon legalabb 3 fliggetlen kisérletbdl nyert atlagértékeket (£SD) abréazoltuk. ***: p-
érték <0,001 az IL-6-ra nem vaélaszol6 és az elpusztult sejtek hanyadénak vonatkozasaban. Az 1L-6
stimulaciéra nem vélaszold, illetve az elpusztult sejtek hanyada kelidonin kezelt sejteken minden
esetben szignifikdnsan meghaladta a kontroll mintdk esetén tapasztalt értékeket (p-érték <0,001, az
abran nem tiintettem fel).

A kelidoninnal (1 vagy 4 pg/ml) vagy DMSO-val 24 6ran &t kezelt sejteket IL-6 (20 ng/ml) jelenlétében
vagy 6nmagaban 30 percig 37°C-on inkubaltuk. A tirozin foszforildlt STAT3-at Alexab47-pTyr-
STAT3 monoklondlis antitesttel megjeldltik, majd aramlasi citometridval elemeztiik (n=10000
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sejt/minta). (CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid; IL-6XTRL: IL-6 stimulalatlan sejtek; +1L-6: IL-
6 stimulalt sejtek; pTyr-STAT3AMA: alacsony STATS3 tirozin foszforilacids szint)

A tovabbiakban aramlasi citometridval megvizsgaltuk, hogy a kelidonin kezelés
modositja-e a STAT3 expresszids szintjét. Ezekben a kisérletekben olyan monoklonalis
antitesttel végeztiink immunfluoreszcens jelolést, amely a STAT3 fehérjét annak
foszforilaltsagi allapotatol fiiggetlendl felismeri, azaz alkalmas a teljes STAT3 szint
feltérképezésére. Aramlési citometrias adataink alapjan, bar a sejtek egyrészében a STAT3
expresszio csokkent, ezeknek a sejteknek a mennyisége alatta maradt az IL-6 stimulacidra nem
valaszolo sejtek hanyadanak. A sejtek dont6 tobbségében nem tapasztaltuk a STAT3 expresszio
csokkenését, azaz nem a STAT3 expresszio all a sejtek 1L-6 iranti csokkent valaszkészségének
hatterében (24. &bra).
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24. abra: Kelidonin hatasa a STAT3 expressziora

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok (A-D) a teljes STAT3 expresszio sejtenkénti
eloszlasat mutatjdk DMSO (vilagossziirke), illetve kelidonin (s6tétsziirke) jelenlétében tenyésztett
sejteken. Az lires hisztogramok a jel6letlen sejteknek (hattér) felelnek meg.
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Az oszlopdiagram (E) a csokkent STAT3 expresszidval jellemezhet6 OCM-1 (fekete) és OCM-3
(sziurke) sejtek hanyadat mutatja. Az abrazolt adatok legalabb harom fliggetlen kisérlet atlag+SD értékét
jelentik. p-érték <0,001 (***) a DMSO-val kezelt mintakhoz viszonyitva.

A kelidoninnal (1 vagy 4 pg/ml) vagy DMSO-val 24 éran at kezelt sejteket PE-konjugalt anti-STAT3
monoklonalis antitesttel jel6ltik meg, majd aramlasi citometriaval hataroztuk meg a teljes STAT3
szintet (n=10000 sejt/minta).

(CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid)

5.5. Kelidonin hatasara csokken a gp130 alegység expresszioja

A tovébbiakban megvizsgaltuk, hogy a kelidonin miként befolyésolja az IL-6R komplex
egyes elemeinek expresszidjat. Az IL-6Ra, a Jak2 és a gpl30 alegységek expressziojat
immunfluoreszcens jelolést kovetden aramlasi citometriaval vizsgaltuk.

A 24 6ras kelidonin kezelést kovetden mindkét sejtvonal esetén detektalhato volt egy
csokkent IL-6Ra (25. &bra) és Jak2 (26. &bra) expresszidval jellemezhet sejthanyad. Bar az
alacsony IL-6Ra és Jak2 expresszioval rendelkezé sejtek populacioja szignifikansan
nagyobbnak adodott a kontroll mintdkhoz viszonyitva, az alacsony pTyr-STAT3 szinttel

jellemezhet6 sejtek frakcioja jelentés mértékben meghaladta ezeknek a sejteknek a hanyadat.
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25. abra: Kelidonin hatasa az IL-6Ra expresszidjara

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok az IL-6Ra expressziojat mutatjadk DMSO-val
(vilagossziirke) és kelidoninnal (sotétszlrke) kezelt sejtekben. Az (res hisztogramok a jel6letlen

sejteknek (hattér) felelnek meg

Az oszlopdiagramok a csdkkent IL-6Ra expresszidval jellemezhetd OCM-1 (fekete) és OCM-3 (szlirke)
sejtek szdzalékos ardnyat mutatjak. Az abrazolt adatok legalabb harom fliggetlen kisérlet atlag+SD

©)

OCM-3

10°

104

értékeét jelentik. p-érték <0,001 (***) a DMSO-val kezelt mintdkhoz viszonyitva.

A Kkelidoninnal (1 vagy 4 pg/ml) vagy DMSO-val 24 6ran at kezelt sejtekben az I1L-6 receptor o
alegységet PE-konjugdlt anti-1L-6Ra monoklondlis antitesttel jeldltik meg, majd az IL-6Ra expressziot

aramlasi citometriaval elemeztiik (n=10000 sejt/minta).
(CE: kelidonin DMSO: dimetil-szulfoxid; IL-6Ra: IL-6 receptor o alegység)
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26. abra: Kelidonin hatasa a Jak2 kinaz expresszidjara

A reprezentativ aramlasi citometrids hisztogramok a Jak2 expressziéjat mutatjadk DMSO-val
(vilagossziirke) és kelidoninnal (sotétszirke) kezelt sejtekben. Az dres hisztogramok a jeldletlen
sejteknek (héattér) felelnek meg. Az oszlopdiagramok a csokkent IL-6Ra. expresszioval jellemezhetd
OCM-1 (fekete) és OCM-3 (szurke) sejtek sz&zalékos aranyat mutatjdk. Az &brazolt adatok legalabb
harom fliggetlen kisérlet tlag+SD értékét jelentik. p-érték <0,001 (***) a DMSO-val kezelt mintdkhoz
viszonyitva.

A Kkelidoninnal (1 vagy 4 pg/ml) vagy DMSO-val 24 6ran at kezelt sejtekben az I1L-6 receptor o
alegységet PE-konjugdlt anti-1L-6Ra monoklondlis antitesttel jeldltik meg, majd az IL-6Ra expressziot
aramlasi citometriaval elemeztiik (n=10000 sejt/minta).

(CE: kelidonin DMSO: dimetil-szulfoxid; Jak2: Janus kinaz 2)

A gp130 alegységet célzd méréseink soran megallapitottuk, hogy a gp130 expresszidja,
bar kiilonb6zé mértékben, de mindkét sejtvonal esetén szignifikansan lecsokkent a kelidonin
kezelés hatasara. Az érintett sejtek ardnya az OCM-3 sejtvonal esetén korulbeliil a kétszerese

volt az OCM-1 sejtvonalon tapasztalthoz képest (27. abra).
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27. abra: Kelidonin hatasara csékken a gp130 alegység szintje

A reprezentativ aramlasi citometrids hisztogramok (A-D) a gpl30 expresszids szint sejtenkénti
eloszlasat mutatjadk DMSO (vilagossziirke), illetve kelidonin (sotétsziirke) jelenlétében tenyésztett
sejteken. Az ires hisztogramok a jel6letlen sejteknek (hattér) felelnek meg. Az oszlopdiagram (E) a
csokkent gpl130 expresszioval jellemezheté OCM-1 (fekete) és OCM-3 (sziirke) sejtek hanyadat
mutatja. Az abrdzolt adatok legalabb harom fiiggetlen kisérlet &tlag+SD értékét jelentik.
p-érték <0,001 (***) a DMSO-val kezelt mintdkhoz viszonyitva.

A kelidoninnal (1 vagy 4 ug/ml) vagy DMSO-val 24 6rén &t kezelt sejtek gpl130 expresszidjat PE-
konjugalt gp130 ellenes monoklonalis antitesttel torténd jelolést kovetden aramlasi citometriaval
elemeztik (n=10000 sejt/minta).

(CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid; gp130: glikoprotein 130)

Itt meg kell jegyezni, hogy a tirozin foszforildcional megfigyelt ,,mindent-vagy-semmit”
elvet a gp130 alegység expresszidjanak valtozasa soran nem tapasztaltuk. Kelidonin kezelés

hatasara a gp130 KifejezOdése csak részlegesen csokken az érintett sejtekben (27. A-D abra).
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5.6. Kelidonin hatadsara megemelkedik a konstitutiv pSer-STAT3 szint

Kovetkezé kisérleteinkben a STAT3 masik foszforilacios helyére, a szerin 727
oldallancra 6sszpontositottunk. A szerin foszforilacié mértékét PE-nel konjugélt, pSer-STAT3
specifikus monoklonalis antitesttel tortént immunfluoreszcens jelolést kovetden aramlasi
citometriaval hataroztuk meg.

Eredményeink alapjan mindkét sejtvonalon mar IL-6 stimulédcié hianyaban is
kimutathaté a STAT3 bazélis szerin foszforilacidja. IL-6 hatasara a szerin foszforilacié mértéke
nem vagy csak kismértékben ndvekedett (28. A és D &bra).

A konstitutiv pTyr-STAT3 szinttel ellentétben, amelyet az alkaloid nem befolyasolt, a
STAT3 konstitutiv szerin foszforilacidjanak szintje mindkét sejtvonalon szignifikansan
megemelkedett a kelidoninnal torténé kezelés hatasara: az OCM-1 sejtek kozel felében, mig az
OCM-3 sejtek harmadéban detektaltunk fokozott pSer-STAT3 szintet. Hasonléan a kontroll
sejtekhez, az IL-6 stimulacié nem, vagy csak elhanyagolhaté mértékben valtoztatta meg a szerin

foszforilacié mértékét a kelidoninnal kezelt sejteken (28. abra).
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28. abra: A kelidonin fokozza a STAT3 konstitutiv szerin foszforilacidjanak

mértékét

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok (A-F) a pSer-STAT3 szint sejtenkénti eloszlasat
mutatjak I1L-6 stimulacié hidnyaban (vilagossziirke), illetve 1L-6-tal stimulalt (sététsziirke) OCM-1 (A-
C) és OCM-3 (D-F) sejteken a feltlintetett dozisu kelidonin kezelések esetén. Az (ires hisztogramok a
jeloletlen sejteknek (hattér) felelnek meg. Az oszlopdiagramok a fokozott szerin foszforilacioval
rendelkezé OCM-1 (G) és OCM-3 (H) sejtek szazalékat mutatjak IL-6 stimulaci6 hidnyaban (fekete),
illetve IL-6-tal stimuldlt sejteken (sziirke oszlopok). Az &brazolt adatok legalabb harom fiiggetlen
kisérlet atlag+SD értékét jelentik. A p-érték <0,001(***) a kontroll sejthez viszonyitva.

A kelidonin (1 vagy 4 pug/ml) vagy DMSO jelenlétében 24 6ran at tenyésztett sejteket IL-6 (20 ng/ml)
jelenlétében vagy anélkil 30 percig, 37°C-on inkubaltuk. A pSer-STAT3 szintet PE-konjugalt anti-
pSer-STATS3 specifikus monoklonalis antitesttel torténd jeldlés utdn dramlési citometridval elemeztiik
(n=10000 sejt/minta).

(CE: kelidonin; IL-6XTRL: |L-6 stimulalatlan sejtek; +1L-6: 1L-6 stimulalt sejtek; pSer-STAT3: szerin
foszforilalt STAT3)
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5.7. A csokkent STATS3 aktivacio és a megemelkedett pSer-STAT3 szint
korrelalt vizsgalata

A kelidonin a STAT3 szerin és tirozin foszforilaciojara ellentétes hatast fejtett ki.
Mindket hatas csak a sejtek bizonyos hanyadat érintette, ezért felmerdilt a kérdés van-e atfedés
az alkaloid kezelésre a STATS tirozin, illetve szerin foszforilacidja mértékének maddositasaval
vélaszolo sejtpopulaciok kozott. Ennek a kérdésnek az eldontésére a STAT3 két foszforilacios
helyét egyidejiileg jeloltik meg spektralisan eltéré fluorofort hordozé monoklonalis
antitestekkel, majd a mintadkat aramlasi citometriaval és konfokalis mikroszkdpiaval
analizaltuk.

Mivel az OCM-3 sejtekhez képest az OCM-1 sejtvonalon szignifikansan magasabb
valtozast mértiink a STAT3 szerin foszforilaciojanak mértékében alkaloid kezelés hatasara,
ezeket a kisérleteket az OCM-1 sejtvonalon végeztik el. Azért, hogy az elpusztult sejtek aranyat
minimalizéljuk, az alacsonyabb, 1pg/ml kelidonin koncentréciot alkalmaztuk.

Aramlasi citometrids adataink alapjan a 24 Oras kelidonin kezelést kovetden a
megnovekedett bazalis pSer-STAT3 szinttel rendelkez6 sejtek dontd tobbsége nem valaszolt az
IL-6 stimulaciora, azaz az érintett sejtpopulaciok koézott atfedés tapasztalhato (29. abra - bal
fels6 kvadrans (BF)). Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy az atfedés csak részleges: (1)
egyrészt az IL-6-ra adott valaszreakcio elmaradasat olyan sejtekben is kimutattuk, ahol nem
tapasztalhat6 a konstitutiv pSer-STAT3 szint megemelkedése kelidonin hatasara (29. abra — bal
alsé kvadrans (BA)); (2) méasreszt a megemelkedett pSer-STAT3 szinttel jellemezhetd sejtek
egy kisebb hanyadéaban az 1L-6 tovabbra is képes volt STAT3 aktivaciot kivaltani (29. abra —
jobb felsé kvadrans (JF)).
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29. dbra: A STAT3 csokkent aktivacidjaval és a konstitutiv pSer-STAT3 szint
megemelkedésével jellemezheté OCM-1 sejtpopulaciok atfednek

A reprezentativ kétparaméteres ,,dot-plot” abra a STAT3 tirozin és szerin foszforilacidjanak szintjét
jeleniti meg korrelaltatott formaban OCM-1 sejteken. (kvadransok: BF — bal fels6, BA — bal alsé, JF —
jobb felsé, JA — jobb alsd)

A sejteket 24 ran keresztiil ndvesztettiik kelidonin (1 pg/ml) vagy DMSO jelenlétében, majd 30 percig
IL-6-tal stimulaltuk (20 ng/ml, 37°C). A pTyr-STAT3 specifikus jelzésére Alexa Fluor 647-tel
konjugélt, mig a pSer-STAT3 specifikus jelzésére PE-nel Kkonjugélt monoklondlis antitestet
hasznaltunk. A mintakat aramlasi citométerrel elemeztilk (h=10000 sejt/minta).

(CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid; IL-6: interleukin-6; pTyr-STATS3: tirozin foszforilalt
STATS3; pSer-STATS3: szerin foszforilalt STAT3)

Konfokalis mikroszkopidval szintén megerdsitettiik a fenti eredményeket: azaz a
kelidonin hatasara a STAT3 IL-6 altal kivaltott tirozin foszforilacidjanak mértéke csdkken, mig
konstitutiv szerin foszforilacidé mértéke novekszik a sejtek jelentds részében ¢€s az érintett
sejtpopulaciok atfedését is kimutattuk. A mikroszkdpos analizis el6tt DAPI-val megfestettiik a
sejtek magjait, mely lehetdséget biztositott a STAT3 sejten bellli megoszlasanak feltarasara
(30. A abra). A WEKA pixel alapu szegmentalasi eljarassal bizonyitottuk, hogy nemcsak a

pTyr-STAT3 szintje, de magi transzlokacidjanak mértéke is csokken az emelkedett
pSer-STAT3 szinttel jellemezhet6 sejtek jelents hanyadaban (30. B abra).
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30. abra: A pTyr-STAT3 és a pSer-STAT3 sejten belili eloszlasa
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(A) A konfokalis mikroszkdpos képek a pTyr-STAT3 és pSer-STAT3 szubcellularis eloszlasat mutatjak
kelidonin (I11-1V), illetve DMSO (I-11) jelenlétében tenyésztett OCM-1 sejteken. A STAT3 aktivacio
kivaltasara IL-6 stimulaciot alkalmaztunk (11, 1V). Az | és Il panelek az I1L-6 stimulacié nélkili allapotot
mutatjak. Az elsé oszlop képei a DAPI-val (szirke) festett sejtmagokat, mig a mésodik és harmadik
oszlopban 1év6 képek a pTyr-STAT3 (piros) és pSer-STAT3 (zold) eloszlasat mutatjak. Az utolso
oszlopban szerepl6 képek az egyes sejtalkotokra jellemzd eloszlasok atfedését reprezentaljak.

(B) A reprezentativ kétparaméteres ,,dot-plot” abrak a magi pTyr-STAT3 és a teljes sejt pSer-STAT3
szintjét mutatjak korrelalt formaban DMSO (bal oldali panel), illetve kelidonin (jobb panel) jelenlétében
tenyésztett OCM-1 sejteken. A piros pottyok az IL-6-tal stimulalt, mig a feketék az IL-6-tal nem
stimulalt sejteknek felelnek meg. Az egyes sejtmagok és teljes sejtek fluoreszcencia értékei legalabb 40
képbdl szarmaznak (az elemzett sejtek szama >1500/minta).

A sejteket 24 6ran keresztiil DMSO vagy 1 pg/ml kelidonin jelenlétében tenyésztettiik. A frissen
Osszegylijtott sejtek egy részét IL-6 kezelésnek vetettlik ala (20 ng/ml, 30 perc, 37 °C), masik részét
azonos koriilmények kozott, de IL-6 nélkdl tartottuk. A pTyr-STAT3 specifikus jelzésére Alexa Fluor
647-tel konjugalt, mig a pSer-STAT3 specifikus jelzésére PE-nel konjugalt monoklonalis antitestet
hasznéltunk. A magok jeltléséhez DAPI-t (0,5 pg/ml) hasznaltunk, melyet kdzvetleniil a mérés elétt
adtunk a fixalt sejtekhez.

(CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid; IL-6: interleukin-6; 1L-6¥TR:: IL-6 stimulalatlan sejtek;
+IL-6: IL-6 stimulalt sejtek; pTyr-STAT3: tirozin foszforildlt STAT3; pSer-STAT3: szerin
foszforilalt STAT3)

5.8. A kelidonin idofiiggé6 modon befolyasolja a STAT3 foszforilaciot
OCM-1 sejteken

Kisérleteink egy részében a 24 oras alkaloid kezelés mellett két rovidebb idépontot (6
és 12 6ra) is alkalmaztunk, igy vizsgaltuk a kelidonin STATS3 tirozin és szerin foszforilacidjara
gyakorolt hatdsanak, beleértve az érintett sejtpopulaciok atfedésének, idofliggését. Az 5.8.
fejezetben leirtaknak megfeleléen a STAT3 két foszforilacios helyét egyidejiileg jeloltik meg
spektralisan eltéré fluorofort hordozé monoklondlis antitestekkel, majd a mintakat dramlasi
citometriaval analizaltuk.

Adataink alapjan mar a 6 6ras kelidonin kezelés a sejtek egy alacsony, ugyanakkor a
csak DMSO jelenlétében tenyésztett sejtekben detektalthoz képest szignifikansan magasabb,
hanyadaban megemelte a konstitutiv szerin foszforilacié mértékét. Ugyancsak kimutattuk az
IL-6 stimuléaciéra adott valaszkészség csokkenésével jellemezhets sejtek hanyadanak
megemelkedését is mar a legrovidebb kelidonin kezelést kovetéen (31. A abra). Az IL-6
stimulaciora nem valaszolo sejtek szazalékos aranya monoton nodvekedett a kezelés
id6tartamanak fiiggvényében (31. B abra). Ezzel szemben az emelkedett pSer-STAT3 szinttel
rendelkez0 sejtek hanyada a kezdeti emelkedést (6 és 12 oras kezelések) kdvetden csokkent (31.
C abra).

Fontos megjegyezni, hogy a 6 oras kezelést kovetden az emelkedett konstitutiv pSer-
STATS3 szinttel rendelkezd sejtek jelentés hanyadaban kimutathato volt a STAT3 IL-6 altal
kivaltott aktivacidja, azaz ezek a sejtek megorizték az IL-6 valaszkészségiket. Ugyanakkor az
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IL-6 stimulaciora valaszolo sejtek aranya a pSer-STAT3MAC sejtek kzott monoton csokkent az

alkaloid kezelés id6tartamanak novelésével (31. D abra).
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31. abra: Kelidonin idéfiiggé hatasa a STAT3 szerin és tirozin foszforilacidjanak
mértékére OCM-1 sejteken

(A) A reprezentativ kétparaméteres ,,dot-plot” dbra a STAT3 tirozin és szerin foszforilaciéjanak szintjét
jeleniti meg korrelaltatott forméaban a feltiintetett idétartamokig DMSO (fels6 panelek), illetve kelidonin
(alsé panelek) jelenlétében tenyésztett OCM-1 sejteken. (kvadransok: BF — bal fels, BA — bal als6, JF
— jobb felsd, JA — jobb also)

(B) Az oszlopdiagram az IL-6 stimuléciéra nem valaszolo sejtek szazalékos aranyat mutatja a kezelési
id6 fuggvényében DMSO- (fekete), illetve a kelidonin-kezelt (szlirke) sejtek esetében.
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(C) Az oszlopdiagram a megemelkedett pSer-STAT3 szinttel jellemezhet6 sejtek szézalékos aranyét
mutatja a kezelési id6 fiiggvényében DMSO- (fekete), illetve a kelidonin-kezelt (sziirke) sejtek
esetében.

(D) Az oszlopdiagram a kelidonin kezelés hatdsara megemelkedett pSer-STAT3 szinttel jellemezhetd
sejtek azon hanyadat mutatja a kezelési id6 fliggvényében, amelyekben IL-6 stimuléacid hatasdra STAT3
aktivacio figyelhet6 meg.

Az dbrazolt adatok legaldbb harom fuiggetlen kisérlet tlag+SD értékét jelentik. A p-érték <0,001 (***),
<0,01 (**).

A sejteket 6, 12 vagy 24 o6ran keresztiil kelidonin (1 pg/ml) vagy DMSO jelenlétében ndvesztettiik,
majd IL-6-tal stimuléltuk (20 ng/ml, 30 perc, 37°C). A pTyr-STAT3 specifikus jelzésére Alexa Fluor
647-tel konjugalt, mig a pSer-STAT3 specifikus jelzésére PE-nel konjugalt monoklonalis antitestet
hasznaltunk. A mintakat aramlasi citométerrel elemeztiik (n=10000 sejt/minta).

(CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid; IL-6: interleukin-6; pTyr-STATS3: tirozin foszforilalt
STATS3; pTyr-STAT3A: alacsony pTyr-STAT3 foszforilacids szint; pTyr-STAT3MAC: magas pTyr-
STATS3 foszforilacios szint; pSer-STATS3: szerin foszforilalt STAT3; pSer-STAT3MAC: magas pSer-
STAT3 foszforilacios szint)

5.9. Kelidonin hatasara fokozodik a Bcl-2 expresszidja

A tovébbiakban megvizsgaltuk, hogy a STAT3 altal szabalyozott Bcl-2 fehérje
kifejez6dését madositja-e a sejtek kelidonin kezelése.

A Bcl-2 expressziét immunfluoreszcens jel6lést kovetéen aramlasi citometriaval
hataroztuk meg. Megéllapitottuk, hogy a kelidonin — bar kiil6nb6z6 modon és mértékben — de
mindkét sejtvonalon megemelte a Bcl-2 fehérje kifejez6dését. OCM-1 sejteken kelidonin
kezelés hatasara a sejtek egy jelent6s hanyadaban szignifikansan megemelkedett a Bcl-2 szintje.
Erdekes modon a magasabb dozist (4 pg/ml) alkaloid kezelésnél az emelkedett Bcl-2
expresszioval jellemezhet6 sejtek hanyada alacsonyabb volt, mint a kisebb (1 pg/ml) doézisu
kezelésnél, de a kontrollhoz viszonyitva itt is szignifikansnak mondhaté a ndvekedés. A
kelidonin kezelésnek az OCM-3 sejtekre mérsekeltebb hatdsa volt, valamint a fokozott Bcl-2
expresszioval jellemezhetd sejtek frakcidja monoton nétt a kelidonin koncentracidja emelésével

(32. abra).
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32. &bra: Kelidonin hatasara megjelenik egy fokozott Bcl-2 szinttel jellemezhet6

sejtpopuléacio

A reprezentativ aramlasi citometrias hisztogramok (A-D) a Bcl-2 expresszié sejtenkénti eloszlasat
mutatjak DMSO (vilagossziirke), illetve kelidonin (s6tétszlirke) jelenlétében tenyésztett sejteke. Az tires
hisztogramok a jel6letlen sejteknek (hattér) felelnek meg. Az oszlopdiagram (E) a fokozott Bcl-2
expresszioval jellemezhetd OCM-1 (fekete) és OCM-3 (szlirke) sejtek hanyadat mutatja. Az abréazolt
adatok legaldbb harom kisérlet atlag+SD értékét jelentik. p-érték <0,001 (***) a DMSO-val kezelt

mintékhoz viszonyitva.

A kelidoninnal (1 vagy 4 pg/ml) vagy DMSO-val 24 6ran &t kezelt sejtekben a Bcl-2 fehérjét PE-
konjugélt anti-Bcl-2 monoklondlis antitesttel jeloltik meg, majd dramlési citometriaval elemeztik az

expresszidjat (n=10000 sejt/minta).
(Bcl-2: B-sejtes limfoma 2 fehérje; CE: kelidonin; DMSO: dimetil-szulfoxid)

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy van-e atfedés a csokkent STAT3 aktivacioval,
illetve a fokozott Bcl-2 expresszioval jellemezhet6 sejtek kozott. Ennek érdekében a tirozin
foszforilalt STAT3 és Bcl-2 fehérjéket spektralisan eltérd fluoroforral konjugalt monoklonalis
antitestekkel egyidejiileg megjeloltiik, majd az egyes fehérjék szintjét aramlési citometriaval

vizsgaltuk. Az értekezésben nem bemutatott kontroll vizsgalatok alapjan az 1L-6 kezelés nem

Kelidonin (ng/ml)

befolyésolta az anti-Bcl2 antitest kotédésének mértékét.
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OCM-1 sejtek esetén a fokozott Bcl-2 expresszidval, valamint a csokkent STAT3
aktivalhatosaggal jellemezhet6 sejtpopulaciok jelent6s atfedését tapasztaltuk (33. abra, bal
oldali panel, bal fels6é kvadrans (BF)). Azonositottuk a sejteknek egy olyan kisebb csoportjat is,
melyekben bar a Bcl-2 expresszié nem valtozott, az IL-6 valaszreakcid elmaradt (33. abra, bal
oldali panel, bal alsé kvadrans (BA)).

OCM-3 sejtek esetén is kimutathat6 a fokozott Bcl-2 expresszioval, valamint a csékkent
STAT3 aktivalhatosaggal jellemezhet6 sejtpopulaciok atfedése. Az atfedés mértéke
ugyanakkor kisebb, emellett a nem valtozott Bcl-2 expresszioval és csokkent IL-6
valaszkészséggel rendelkez6 sejtek hanyada jelentGsen meghaladta ezen sejtek aranyat (33.
abra, jobb oldali panel, bal fels6 (BF) és bal als6 (BA) kvadrans).

OCM-1 OCM-3

10° 4

DMSO

104 + +IL-6

10°
1']5 4

Kelidonin

(1pg/ml)

104 4

Bcel-2

1']3 -

10°

Kelidonin

(4pg/ml)

104 4

1']3 -

102 108 104 102 108 104
pTyr-STAT3

33. &bra: A csokkent STAT3 aktivacioval és a fokozott Bcl-2 expresszioval

jellemezhet6 alpopuléciok részlegesen atfednek

A reprezentativ két paraméteres ,,dot-plot” a pTyr-STAT3 szintet és a Bcl-2 expressziot jeleniti meg
korrelaltatott formaban OCM-1(bal oldali panel) és OCM-3 (jobb oldali panel) sejteken. (kvadransok:
BF — bal felsé, BA — bal als6, JF — jobb felsd, JA — jobb also)

A 24 6ran keresztul kelidonin (1 és 4 pug/ml) vagy DMSO jelenlétében tenyésztett sejteket 1L-6-tal
stimulaltuk (20 ng/ml, 30 perc, 37°C), majd a Bcl-2 fehérjét PE-konjugalt, mig a pTyr-STAT3-at Alexa
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Fluor 647-tel konjugalt monoklonalis antitesttel jeldltik meg. A sejteket aramlasi citométerrel
vizsgaltuk meg (n=10000 sejt/minta).

(Bcl-2: B-sejtes limfoma 2 fehérje; DMSO: dimetil-szulfoxid; pTyr-STAT3: tirozin foszforilalt
STAT3)

76



6. MEGBESZELES

A STATS3 jelatvitelét celzo, gyogyndvény eredetli szerek alkalmazasa igéretes lehetéség
a tumorterapias eljardsokban (Hu et al., 2021; Talib et al., 2022). Tobb ilyen szer mar
hasznalatban van, mig masok klinikai Kkiprobalas alatt allnak. Az értekezésben bemutatott
kisérletekben a benzofenantridin-vazas alkaloidok csaladjaba tartoz6 kelidonin I1L-6/IL-
6R/STAT3 jelatvitelre gyakorolt hatasat vizsgaltuk két, human uvedlis melanoma eredetii
sejtvonalon, egyedi sejt szintli informacidt szolgaltaté modszerekkel.

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a kelidonin koncentraciofiiggd modon
apoptozist es nekrdzist valt ki az OCM-1 human uvealis melanoma sejteken (Kemeny-Beke et
al., 2006). DNS fragmentacios, valamint az Annexin és PI kombinalt kotddésén alapuld
aramlasi citometrias kisérleteink alapjan az alkaloid hasonld mértékii sejtpusztulast okoz az
OCM-3 uvealis melandma sejteken is (19. és 20. abra).

Irodalmi adatokkal 6sszhangban a kelidonin mindkét sejt esetén berekesztette a
sejtciklust a Go/M fazisban. Ez a hatds mar a legrdvidebb (6 6ras) alkaloid kezelés soran
jelentkezett, a leghosszabb (24 oras) kezelést kovetden pedig a sejtek tulnyomo tobbsége a
Go/M fézisban halmozddott fel (21. abra). A kelidonin képes beépiini a B-tubulinon
elhelyezked6 kolhicin kotohelyre, igy a sejtciklusra gyakorolt hatasanak alapja — legalabbis
részben — a mikrotubularis rendszerre jellemz6 dinamikus instabilitds megzavarasa lehet
(Zhang & Kanakkanthara, 2020).

Mikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a kelidonin mér az altalunk alkalmazott
alacsonyabb koncentracioban (1 pug/ml) is géatolja a mikrotubulusok polimerizacidjat.
Mikrotubulus karositd hatésa a sejtciklusban is megmutatkozik: mikroszképos felvételeken
egyértelmiien azonosithatok koros magorséd fonalak €s tobb orsé polus megjelenése. Emellett
DNS festéssel szamos tobbmagva oriés sejtet is megfigyeltiink (22. abra). Ezek a patoldgias
elvaltozasok a mitotikus katasztrofa kialakuldsat sugalljak, ami végsd soron apoptozis-szerii
sejthalalhoz vezet (Mc Gee, 2015). Ezt feltételezést tdmasztjak ala azok az irodalmi adatok,
melyek szerint kelidonin kezelés hatasara fokozddik a Cdk1 allosztérikus aktivatoranak, a ciklin
B1l-nek a kifejez6dése (Panzer et al., 2001; Qu et al., 2016). A ciklin B1/Cdk1 heterokomplex
nélkulozhetetlen a G2/M atmenethez, azonban a komplex koros mértékii kialakulasa és
aktivitasa korai kromatin kondenzaciot és Go/M blokkot eredményez. A mitozis leallas
elhuzodasaval, az APC ugyan felszabadulhat a SAC sejtciklus ellenérzépont gatlasa alol, ami

a ciklin B1 degradacidjahoz vezet, és ennek kovetkeztében a sejtek kiléphetnek az osztodasi
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fazisbol. Azonban a t6bbmagvl orias sejtek életképtelenek, ezért a mitotikus katasztrofa
kovetkeztében elhalnak (Castedo et al., 2004; Chen et al., 2006; Qu et al., 2016).

A mikrotubulus stabilizal6 paklitaxelrél és a mikrotubulus destabilizald vinorelbinrdl
leirtdk, hogy a STAT3 konstitutiv és citokin induklt aktivacidjat (tirozin foszforilaciojat)
gatolja, mig konstitutiv szerin foszforilaciojanak mértékét fokozza human eml6-, petefészek-
és prosztatarak eredetli sejteken (Walker et al., 2011; Walker et al., 2010). A nokodazol, amely
szintén mikrotubulus destabilizald hatassal bir, hasonl6 mddon befolyéasolta a konstitutiv pSer-
és pTyr-STAT3 szintet HeLa és HEK293 sejteken (Shi et al., 2006). Béar a kelidonin a
konstitutiv pTyr-STAT3 szintjét az Aaltalunk vizsgalt uvealis melanoma sejteken nem
befolyasolta, a STAT3 IL-6 indukalt aktivaciojat és konstitutiv szerin foszforilacidjat a felsorolt
agensekkel analég médon befolyésolta (23. és 28. &bra).
modszerekkel tanulmanyoztidk, amelyek jellegiikbdl adoddan teljes sejtpopulaciora vonatkozo
atlageredményt szolgaltatnak. A sejtpopulacion belili heterogenitasok feltarasara, valamint
kiilonbozé paraméterek korrelalt vizsgalatdira nem adnak moddot. Az altalunk alkalmazott
aramlasi citometrias és konfokalis mikroszkdpids megkozelitésekkel intakt vagy kvazi intakt
sejtekrdl egyedi sejtszintli informacid nyerhetd. Ily modon kimutattuk, hogy a kelidonin hatdsa
nem homogén a teljes sejtpopuléciéra nézve: még a leghosszabb (24 6réas) alkaloid kezelés is
csak a sejtek bizonyos hanyadaban okozott detektalhatd valtozést a STAT3 foszforilacids
allapotaban. A kelidonin hatasadban mind a tirozin, mind pedig a szerin foszforilacié esetén a
,mindent vagy semmit” elv érvényesiilt: a STAT3 foszforilacios allapotat vagy jelentds
mértékben megvaltoztatta, vagy egyaltalan nem befolyasolta (23. és 28. abra).

A kelidonin kétfajta STAT3 foszforilaciora kifejtett hatasa eltéré idokinetikat kovetett.
Az IL-6 stimuléacidra nem vélaszold (pTyr-STAT3AMA) sejtek hanyada monoton névekedett a
kezelési 1d0 fiiggvényében. Ezzel szemben a fokozott konstitutiv pSer-STAT3
(pSer-STAT3MAC) szinttel jellemezhetd sejtek ardnya maximummal rendelkezé gorbe szerint
valtozott: a kezdeti emelkedést kovetden tjbol csdkkeni kezdett, de a 24 6rés kezelést kovetden
is szignifikdnsan meghaladta a kontroll esetén tapasztalt értéket (31. abra). Eredményeink arra
utalnak, hogy mig a szerin foszforilaciora gyakorolt hatas atmeneti, addig a tirozin foszforilacié
gatlasa allando, legalabbis a vizsgalataink id6ablakaban.

Felmer(l a kérdés, hogy a STATS3 aktivaciora gyakorolt hosszitava hatas vajon nem a
kelidonin okozta sejtpusztulas kovetkezménye. Azonban az IL-6 stimulaciora nem valaszold

sejtek szazalékos ardnya a magasabb alkaloid koncentracié (4 pg/ml) esetén is jelentOs
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mértéekben meghaladta az elpusztult sejtek aranyat, igy a STAT3 aktivacié gatlasaért nem a
sejtek csokkent életképessége a felelds (23. abra).
A 24 6ras kelidonin kezelés a pSer-STAT3MAC sejtek jelentds hanyadéban gatolta a
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azonban, hogy a legrovidebb (6 6ras) alkaloid kezelést kovetden a pSer-STAT3MAC sejtek
tobbségében az IL-6 stimulacio még képes volt STAT3 aktivéciét kivaltani. Az IL-6-ra
valaszolo pSer-STAT3MAC sejtek szazalékos ardnya a kezelés idétartamanak fiiggvényében
monoton csokkent, azaz az érintett populaciok atfedése idoben egyre kifejezettebbé valt. Az IL-
6-ra adott valaszreakcid hianyat olyan sejtekben is kimutattuk, melyekben a pSer-STAT3 szint
— legalabbis latszélag — nem véltozott kelidonin hatasara (29. és 31. 4bra). Feltehetden ebben a
populécidban talalhatok azok a sejtek, amelyekben a pSer-STAT3 szint a kezdeti novekedés
utan visszatért az eredeti szintre. Eredményeink alapjan (i) a kelidonin szerin foszforilacios
mechanizmusokba torténd beavatkozasa idében megeldzi a tirozin foszforildcid gatldsdhoz
vezetd hatasat; (ii) a megemelkedett pSer-STAT3 szint dnmagaban nem elégséges, de nem is
szlikséges feltétele a STAT3 aktivalodas elmaradasanak.

In vitro és in vivo is kimutattak, hogy UV fénnyel torténd besugarzas a kelidonin, illetve
az el6zéekben emlitett mikrotubulos-célzé agensek hatasahoz hasonlé modon befolyasolja a
STATS foszforilacios allapotat: a szerin foszforilacio mértékét fokozza, ugyanakkor az EGF
altal kivaltott tirozin foszforilacio, s kovetkezményesen a DNS kotés és transzkripcios aktivitas
hatékonysagat csokkenti. A pSer-STAT3 szint megemelkedése a JINK1 kinaz UV besugarzas
altal kivaltott aktivalodasahoz kotheté. Az aktivalt INK1 olyan sejtekben is gatolta a STAT3
tirozin foszforilacidjat, amelyek szerin helyett alanint tartalmazé STAT3-at expresszéltak, azaz
az UV besugarzas altal okozott aktivacié gatlas fliggetlen a szerin foszforilaciotél (Lim & Cao,
1999). Ezzel 6sszhangban a paklitaxel STAT3 aktivacidt gatlo hatasa is megmaradt a Ser—Ala
mutéciot hordozd STAT3-at kifejez6 sejteken (Walker et al., 2010). Ezek az adatok és sajat
eredményeink azt valdszinisitik, hogy a kelidonin esetében sincs kdzvetlen ok-okozati
osszefuiggés a megndvekedett pSer-STAT3 szint és a STAT3 aktivacio gatlasa kdzott, de ennek
bizonyitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A pSer-STAT3 szint atmeneti megemelkedését szérum megvonassal szinkronizalt,
majd a Go/G1 sejtciklus blokkbol kiszabadult, mitotikusan aktiv HeLa sejtekben is kimutattak.
Ezzel parhuzamosan, szintén tranziens jelleggel, a Cdk1 aktivitasa is fokozodott (Shi et al.,
2006). A nokodazol altal ezekben a sejtekben kivaltott mitotikus blokk Ser—Ala STAT3

mutacio hatasara megsziint, ezzel egyidejiileg a G2/M atmenetben kritikus Cdc25 foszfataz
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expresszioja is csokkent. Mindezek alapjan a pSer-STAT3 szint szorosan kontrollalt valtozasa
(atmeneti megemelkedése) kritikus szerepet tolt be az M-fazis kialakulasaban és
progresszidjaban (Shi et al., 2006). Sajat vizsgalatainkban is megfigyelhet volt a magasabb
pSer-STAT3 szint a sejtek kis szazalékéaban, alkaloid kezelés hianyaban is (28. abra). Ezek a
sejtek valdszintsithetden a mi rendszeriinkben is a mitozis kezdeti fazisaban 1évo sejteket
reprezentaltak.

Valosziniisithetd, hogy a kelidonin pSer-STAT3 szintjére gyakorolt tranziens hatasa a
Cdkl aktivitasara jellemz6 ciklikussagot tiikr6zi, azaz a kelidonin a Cdkl aktivalodasahoz
szilkséges mechanizmus valamely lépésébe avatkozik be. Gyomorrdk sejtekben a Cdkl
aktivator ciklin B1 mennyiségében szintén atmeneti emelkedést detektaltak kelidonin hatasara
(Qu et al., 2016), ami alatamasztja a Cdk1 szerepére vonatkoz6 feltételezésiinket. A pSer-
STAT3 szint valtozasa nokodazollal kezelt, aktiv Cdk1-et tartalmazd Hel a sejtekben is hasonlo
idofiggést kovetett (Shi et al., 2006). Mikroszképos adataink szerint a STAT3 kelidonin
indukalt szerin foszforilacidja feltehetden a citoszolban torténik (30. &bra). Bar a ciklin
B1/Cdkl komplexek bizonyos hanyada aktivalodast kdvetden gyorsan transzlokalodik a
sejtmagba, az aktiv komplexek egy része a citoszolban marad, ami a pSer-STAT3 szint
megfigyelt emelkedését okozhatja (Gavet & Pines, 2010a, 2010b).

Eredményeinket az irodalmi adatokkal Osszevetve ugy tlinik, hogy a STAT3 szerin
foszforilacidjaban legaldbb két, kiilonb6z6 kinazok és regulator fehérjék részvételét igénylo
mechanizmus vesz részt. A STAT3 kanonikus funkcidinak ellatdsahoz, a transzkripcios faktor
optimalis miikodésének biztositasahoz sziikséges egy bizonyos (konstitutiv vagy stimulacio
altal kivaltott) pSer-STAT3 szint, amely a STAT3 funkcio pozitiv és negativ szabalyozasaban
egyarant kritikus. Egyrészt biztositja a STAT3 maximalis transzkripcios aktivitasat, masrészt a
STATS3 aktivacio kell6 id6ben torténd ,.kikapcsolasaban” is szerepet jatszik (Sakaguchi et al.,
2012). Sajat vizsgalatainkban a STAT3 konstitutiv szerin foszforilaciéja sem a STAT3
aktivalhatdsagat, sem magi transzlokacidjat nem akadalyozta.

A masodik mechanizmus felelhet a megemelkedett pSer-STAT3 szintért, amelynek a
mitozis kezdeti szakaszaban van szerepe. Ez a normal sejtciklus szerves része, de kiilonb6z6
stresszhatasok, pl. UV-besugarzas, MTA kezelés stb. is kivalthatjak vagy felerdsithetik a
megemelkedett szintet (Lim & Cao, 1999; Walker et al., 2010). A kelidonin ezt a masodik
mechanizmust bolygatta meg a vizsgalt uvealis melanéma sejteken, a STAT3 konstitutiv szerin
foszforilacidjat nem befolyasolta. Az alkaloid feltehetéen bekapcsolta és/vagy felgyorsitotta a
STAT3 szerin foszforilaciot végrehajtd, azt pozitivan szabalyozo folyamatokat (pl. Cdkl
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aktivalddasa), ugyanakkor a negativ szabalyozd lépeseket nem befolyasolta. Ez utobbit
tdmasztja ala a hatas atmeneti jellege.

Az id6fuggé sejteiklus vizsgalataink eredményei alapjan a Go/M fazisban csapddzodott
sejtek ardnya jelentésen meghaladta a pSer-STAT3MAC sejtek hanyadat a kelidonin kezelés
soran, fiiggetleniil a kezelés id6tartamatol (21. és 28. abra). Ezen adatok megerésitik, hogy a
STAT3 fokozott szerin foszforilacidja a mitdzis kezdeti szakaszahoz sziikséges, €s nem feltétele
a kelidonin, vagy a kelidoninhoz hasonlé MTA-k altal kivaltott Go/M blokk kialakitdsanak.

Lathattuk, hogy sem a sejtek csokkent életképessége, sem pedig a megemelkedett
pSer-STATS3 szint nem tehet6 kozvetleniil feleldssé a kelidonin STAT3 aktivaciora gyakorolt
hatasaért. Eredményeink alapjan ugyancsak kizarhato az IL-6Ra, a Jak2 és a teljes STAT3
expresszidban bekovetkezo valtozas a tirozin foszforilacid gatlas hatterében. Ugyan a felsorolt
fehérjék kifejezOdése a sejtek egy kis szazalékaban csokkent kelidonin kezelés hataséra, de az
érintett sejtek aranya mindkét sejtvonal esetében elhanyagolhaté volt az IL-6-ra nem valaszold
sejtek hanyadahoz képest (24-26. abra).

24 o6ras kelidonin kezelést kovetden a sejtek egy részében csokkent a gp130 receptor
alegység expresszidja (27. abra). lrodalmi adatok alapjan a kelidonin géatolja a gp130
expressziot szabalyozo Erk2 aktivaciot, ami magyarazhatja a gp130 expresszio csokkenését
(Bonito et al., 2014; Kim et al., 2015). Az IL-6 stimulaciora nem vélaszolo sejtek szazalékos
aranya, kuléndsen az OCM-1 sejtek esetén, szignifikdnsan meghaladta az alacsonyabb gp130
expresszioval jellemezhetd sejtek hanyadat. Emellett a gp130 expresszid valtozasa nem kovette
a ,,mindent vagy semmit” elvet: az érintett sejteken a gp130 expresszid nem szlint meg teljesen,
ami az IL-6Ra valtozatlan szintjével egyiitt arra utal, hogy a funkcionalis IL-6R komplexek
kialakulasa tovéabbra is megtorténhet. Igy a gp130 expresszié csokkenése is kizarhatd a STAT3
aktivaciéo hiadnyanak elsédleges okaként, ugyanakkor a sejtek IL-6 stimulaciéval szembeni
érzékenységét befolyasolhatja.

A membran lokalizécio, specifikus membrandoménekkel (pl. lipid tutajok) kialakitott
alland6 vagy éppen atmeneti kapcsolat szerepét szamos citokin, igy az IL-6 jelatviteli
folyamatainak szervezésében kimutattdk (Schmidt-Arras & Rose-John, 2021). Sajat, az
interleukin-9 (IL-9) receptorra vonatkozd STAT aktivacios vizsgalatainkban Osszefliggést
talaltunk az IL-9 altal kivaltott jelatvitel hatékonysaga és az IL-9R komplex membrandomén
lokalizécidja (lipid raft vs. egyéb membranrégiok) kozott (értekezést megalapozé 1. cikk). A
sejtciklus  kiilonboz6é fazisaiban jelentds kiilonbség figyelhetd meg a plazmamembran
rendezettségében (Denz et al., 2017), ami a receptorok sejtfelszini szervezddését és jelatviteli

folyamataik hatékonysagat is befolyasolhatja. Tekintve a kelidonin sejtciklusra gyakorolt
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hatdsat, nem zarhaté ki, hogy a STAT3 aktivaciéo gatlas hatterében membranszerkezeti
valtozasok (is) allnak, amelyek a gp130 expresszio csokkenesével egylttesen felelhetnek a
tapasztalt hatdsért. A membran mitotikus sejtekre jellemz6 nagyobb mértékli rendezettsége
és/vagy az IL-6R alegységek membréan lokalizacidjanak esetleges megvéltozésa akadalyozhatja
a funkcionalis receptor komplexek kialakulasat. Mindez egy Uj, érdekes vizsgalati iranyt vet
fel.

A sejtek tulélésében szerepet jatszo, antiapoptotikus Bcl-2 fehérjét kodolo géna STAT3
transzkripcids faktor egyik célgénje, ezért megvizsgaltuk, hogy a kelidonin befolyésolja-e a
Bcl-2 expresszidjat. Erdekes modon a logikusan vart csokkenés helyett, amely az OCM-3 sejtek
egy kis hdnyaddban meg is figyelhetd, kelidonin hatasadra mindkét sejtvonalon megjelent egy
fokozott Bcl-2 expresszidval jellemezhet6 alpopulacid (32. &bra). Hasonléan a pSer-STAT3
szint valtozasahoz, az OCM-1 sejtek esetén kifejezettebb volt a hatas mértéke, a sejtek nagyobb
hanyadaban detektaltunk magasabb Bcl-2 expressziot. A Bcl-2 expresszio és a pTyr-STAT3
szint korreldlt vizsgalatara vonatkozo kisérleteink feltartak, hogy a fokozott Bcl-2 expresszioval
jellemezhet6 sejtpopulacid jelentds hanyadaban gatolt STAT3 IL-6 altal kivaltott aktivécidja,
szintén a pSer-STAT3 szint esetén tapasztaltakhoz hasonléan (29. és 33. &bra). Tovabbi
vizsgalatokra van szukség annak feltarasara, hogy a Bcl-2 és pSer-STAT3 szintek
megemelkedése kozott van-e kapcsolat, illetve a Bcl-2 szint valtozasanak milyen
kdvetkezmenye van a kelidonin altal kivaltott sejtpusztulds hatékonysagara, védi vagy épp
ellenkezbleg, érzékenyiti a sejteket a kelidoninnal szemben. A Bcl-2 fehérjecsalad egy masik
antiapoptotikus tagja, az Mcl-1 esetén kimutattak, hogy a STAT3 szerin foszforilacidja kritikus
a fehérje expressziojaban (Liu et al., 2003). Hasonl6 kapcsolat nem zarhat6 ki a Bcl-2 esetén
sem. Val6ban, HeLa sejtekben a foszfatidsav az Erk1/2 kindzok aktivalasaval a STAT3 szerin
foszforilaciéjan keresztil okozott Bcl-2 expresszio ndvekedést (Choi & Han, 2012; Choi et al.,
2009). Emellett a pSer-STAT3 a bcl-2 gén prométeréhez tirozin foszforilacio hianyaban is
tudott kotédni. Az Erk2 funkcidjat, mint korabban emlitettem, a kelidonin gatolja (Kim et al.,
2015).

Bar a Bcl-2-t antiapoptotikus fehérjeként ismerjik, egyre tobb kdzleményben
szamolnak be ellenkezd hatdsar6l. Melanomés megbetegedésekben klinikai vizsgélatokkal
bizonyitottdk, hogy a Bcl-2 fehérjék kulondsen fontosak az apoptdzis rezisztencia
kialakulaséban (Eberle & Hossini, 2008). Mas szerz6k azonban kimutattak, hogy a fokozott
Bcl-2 expresszio szelektiven a mitokondrialis proapoptotikus Bim expresszidjat indukalta, ami
a daganatos sejtek fokozott érzékenysegét eredményezte bizonyos MTAKk-val, mint példaul a

docetaxellel szemben (Savry et al., 2013).
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A STAT3 transzkripcios faktor a daganatellenes terapiak egyik kiemelt célpontja (EI-
Readi et al., 2013; Lee & Cheung, 2019). Egyre tobb bizonyiték kerul a napvilagra azzal
kapcsolatban, hogy a STAT3 aktivaci6 gatlasa kiillonbozd tipusti daganatsejteket érzékenyit a
sugér- és a kemoterapiara. Eredményeink, az MTA szerekkel kapcsolatos irodalmi adatokkal
egyutt, felvetik a kelidonin potencialis alkalmazhatosagat uvealis melandémak, illetve
is ravilagitanak, hogy a sejtszintii informdacidkat nydjt6 moddszerek jelentésen segitik a
jelatviteli folyamatok megértését. Az &ramlasi citometria és mikroszkdpia kombindlt
alkalmazasa lehetové tette a STAT3 szerin ¢€s tirozin foszforilaciojanak sejtenkénti
0sszehasonlitasat, korrelaciojuk vizsgalatat, valamint és az IL-6 és a kelidonin kezelésekre
eltéréen reagald alpopulaciok megkulonboztetését, ami fontos a daganatellenes

hatdsmechanizmus megértésehez.
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7. OSSZEFOGLALAS

Itt bemutatott munkam sorén a kelidonin hatasat tanulméanyoztam az IL-6/IL-6R/STAT3
jelatviteli Gtvonalra human uveélis melandma sejtvonalakon. Irodalmi adatokkal 6sszhangban
kimutattuk, hogy a kelidonin sejthalalt valt ki és berekeszti a sejtciklust a Go/M fazisban.
Mikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a kelidonin mar alacsony koncentracioban is
kérositja a mikrotubularis rendszert, valamint koros magorso fonalak és tébbmagvu 6riés sejtek
kialakulasat eredményezi. Ezek a patoldgiés elvaltozasok a mitotikus katasztrofa kialakuldsat
sugalljak, ami végsO soron apoptdzis-szerli sejthalalhoz vezet.

Kimutattuk, hogy a kelidonin géatolja az IL-6 altal kivaltott STAT3 aktivacidt (tirozin
foszforilacidt), ugyanakkor ndveli a STAT3 szerin foszforilaciojanak hatékonysagat. Szemben
az irodalomban fellelhetd, biokémiai modszerekkel nyert adatokkal, az altalunk alkalmazott
aramlasi citometrias és konfokalis mikroszkopias megkozelitések lehetové tették a STAT3
kétféle foszforilaciojanak sejtenkénti 6sszehasonlitasat, valamint a kelidonin kezelésre eltéréen
reagalo sejtpopulaciok azonositasat. Ily modon feltartuk, hogy mindkét hatasban a ,,mindent
vagy semmi” elv érvényesiil, azaz a STAT3 foszforilacios allapotat a kelidonin vagy jelent6s
mértékben megvaltoztatta vagy egyaltalan nem befolyasolta.

A kétfajta STAT3 foszforilaciora kifejtett hatas eltéré idokinetikat kovetett. Mig az
IL-6 stimulaciora nem valaszolo sejtek hanyada monoton novekedett a kezelési id6
fuggvényében, a fokozott pSer-STAT3 szinttel jellemezhet6 sejtek aranya maximummal
rendelkez6 gorbe szerint valtozott. Mindez arra utal, hogy mig a kelidonin szerin foszforilaciéra
kifejtett hatasa atmeneti, a STAT3 aktivacié gatlasa hosszutavon fennmarad. A kétféle hatas
altal érintett sejtpopulacidk kozott tapasztaltunk atfedést, ugyanakkor kdzvetlen ok-okozati
osszefuiggést nem tudtunk kimutatni.

Az IL-6/IL-6R/STATS jelatviteli utvonal legtobb elemének expresszidja a sejtek donté
tobbségében nem valtozott szignifikansan kelidon hatasara. Bar a gp130 expresszid a sejtek egy
jelentds hanyadaban csokkent, a funkcionalis IL-6R komplexek ezeken a sejteken is
kialakulhatnak. gy a jelatviteli Gtvonal tagjainak megvaltozott expresszioja kizarhato a STAT3
aktivacio kozvetlen okakeént.

Kelidonin hatasara megjelent egy fokozott Bcl-2 expresszioval jellemezhet6
alpopulécié, amely hasonlé mértékii atfedést mutatott az IL-6-ra nem valaszolo
sejtpopulécidval, mint amit a fokozott pSer-STAT3 szinntel jellemzhetd sejtek esetén
tapasztaltunk.
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8. SUMMARY

In the work presented here, | investigated the effect of chelidonine on the
IL-6/IL-6R/STAT3 signaling pathway in human uveal melanoma cell lines. Consistent with the
literature, chelidonine induced cell death and trapped cells in the G2/M phase of the cell cycle.
Furthermore, chelidonine disrupted microtubules and led to the formation of abnormal
microtubule filaments and multinucleated giant cells. These pathological changes suggest the
development of mitotic catastrophe, which eventually leads to apoptosis-like cell death.

Chelidonine enhanced the efficiency of constitutive serine phosphorylation of STAT3
but abolished IL-6-induced activation (tyrosine phosphorylation) and nuclear translocation of
the transcription factor. Biochemical techniques previously used to study STAT3
phosphorylation lacked the potential to provide cell-by-cell information. Flow cytometry
combined with microscopy allowed us to compare serine and tyrosine phosphorylation of
STATS3 on a cell-by-cell basis, to examine their correlation, and to distinguish subpopulations
that respond differently to the alkaloid. In this way, we demonstrated that both effects are
restricted to a fraction of cells only in an all-or-none fashion. While the loss of IL-6-inducible
STAT3 activation was permanent over the time course of our experiments, the increase in pSer-
STATS3 level appeared to be a transient effect. A partial overlap w observed between the
affected subpopulations; however, no direct connection could be proven.

Chelidonine did not alter the expressions of IL-6Ra, Jak2 or STAT3. However, it
reduced the level of gp130 in a significant proportion of cells. These cells, however, still
expressed gpl30, which, together with unchanged level of IL-6Ra, suggests that they still
harbor functional IL-6R complexes.

We also observed the emergence of a subpopulation of cells with increased levels of
Bcl-2, which overlaps with IL-6 unresponsive cells to a similar extent as observed in cells with

increased levels of serine phosphorylated STAT3.
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