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1. BEVEZETES

A redox homeosztazis fenntartasa elengedhetetlen a normal sejtfunkcidok fenntartasahoz.
Amennyiben ez az egyensuly felborul, és a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelodése
meghaladja a sejtek antioxidans kapacitasat, a fellépd oxidativ stressz kiilonboz6 mitkodési
zavarokhoz és végiil sejthaldlhoz vezethet. Ennek szerepét szdmos betegségben sikeresen
bizonyitottadk mar, beleértve a diabéteszt, majkarosodast, neurodegenerativ rendellenességeket

¢€s a tumorigenezist.

A talzott mennyiségben keletkezett ROS tobbféle modon is karosithatja a sejtek
makromolekuldit. A lipidekben taldlhato telitetlen zsirsavak tdmadasa révén
lipidperoxidacidhoz, fehérjékben a peptidkotések felhasaddsdhoz ¢és keresztkotések
kialakulasdhoz vezethet. Megtamadhatja a nukleinsavakat, igy a DNS-t is, ezaltal el0segitve a
bazisok ¢s cukorrészek modosulasat, sulyosabb esetben lanctorések kialakulasat. Szamos
sejthalal tipus (nekrozis, apoptdzis, nekroptozis, ferroptozis, autofagia) aktivalodasat hoztak
mar Osszefliggésbe oxidativ stresszel, ezen Gitvonalak pontos mechanizmusa azonban még nem
teljesen tisztazott. Ahhoz, hogy az egyes betegségek kezelésére megfeleld terapias modszert
lehessen kidolgozni, a kiilonb6z6 programozott sejthalal folyamatok szabalyozasanak, valamint
az egyes rendellenességekben betoltott szerepének mélyrehaté ismerete elengedhetetlen.
Mindezek miatt a potencialis terdpids célpontok megtaldlasa jelenleg is nagy kihivast jelent a
kutatok szamara. A kisérletileg kapott eredmények sokszor latszolag ellentmondasosak,
emellett az adott kezelés hatasossagat a betegség tipusa mellett szamos egyé€b tényezd, példaul

betegspecifikus jellemzdk is jelentdsen befolyédsolhatjak.

Az egyes sejthalal Utvonalak vizsgalata rakos eredetli sejtvonalak alkalmazasaval is
megvaldsithatd. A farmakologiai aszkorbat, rezveratrol, klorokin, menadion és RSL3
tumorellenes hatdsa mogott all6 mechanizmusok megfejtésén szamos kutatdcsoport jelenleg is
dolgozik. A kiilon-kiilon, illetve egyiittes alkalmazasuk soran kivaltott citotoxikus hatdsuk
(molekularis biologiai mddszerekkel torténd) pontosabb megismerése segitséget nyujthat az
egészséges sejtek karosodasanak mérséklésére, valamint a betegségek eldrehaladdsanak

lassitasara alkalmas gyogyszerek kifejlesztésében.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az oxidativ stressz

A redox-homeosztazis megfeleld szabalyozasa elengedhetetlen a normal sejtfunkciok
fenntartasahoz és a sejtek tulélésének biztositasdhoz (Gorrini et al., 2013). Amennyiben ez az
egyensuly a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelddése és a sejt antioxidans védelmi
rendszere kozott felborul, oxidativ stresszrdl beszéliink (Saleh et al., 2023). Ha valamilyen
okbol kifolydlag a sejt ROS-termelése meghaladja annak antioxidans kapacitasat, az ezt
kovetden fellépd oxidativ stressz sejtkarosodashoz és kiilonbozé mitkddési zavarokhoz
vezethet. Szadmos betegségben bizonyitottdk mar szerepét, tobbek kozott daganatos
elvaltozdsokban, neurodegenerativ rendellenességekben, illetve sziv-és érrendszeri

megbetegedésekben is (Saleh et al., 2023).

2.1.1. ROS

Magat a ,,reaktiv oxigénszarmazékok™ kifejezést altalaban a molekularis oxigénbdl szarmazo,
nagymeértékben reaktiv szabad gy6kok és molekuldk leirasara hasznaljak. A molekularis oxigén
biradikalis allapotabol kovetkezden igen nagy reakcidkészséggel rendelkezik, parositatlan
elektronja képes parosodni egy antiparallel spinii kiils6é elektronnal, ami szuperoxid gyok (O27)
keletkezéséhez vezet. Ez gyengén bazikus tulajdonsagabol, valamint abbol kifolyolag, hogy
fiziologias pH-n vizben jol oldddik a sejtmembranokon nem igazan képes athaladni.
Szuperoxid-diszmutdz (SOD) segitségével azonban membran permeabilis H>O.-d4, vagy
protondlodva hidroperoxil gyokké (HOO') alakithatdo (1. abra). Ezen tal a O»~ képes
vaskatalizis mellett reagalni a H>O>-dal a Haber-Weiss-reakcio szerint (1. egyenlet), melynek

soran nagyon reaktiv és citotoxikus hidroxilgyokok keletkeznek.
0; + H,0, - 0, + HO + OH™ (1)

Képzddhetnek még tovabbi ROS-ok, nevezetesen peroxil (ROO") és alkoxil (RO") gyokok is

példaul a telitetlen zsirsavak metabolizmuséanak koztitermékeként (Szarka et al., 2022).

0 '0:H
Oxigén Hidroxil gysk Hidroexil ion
o, -OH OH-
* Parosilatlan
¢lekiron 1,,,= ~msce L= ~hsce

1. abra: Reaktiv oxigén szarmazékok szerkezete.



2.1.2. ROS Kkeletkezése és szerepe

Normal sejtekben az intracellularisan képzddd ROS-ok szamos ¢€lettani funkcid szabalyozasaért
feleldsek, beleértve a gyulladasos folyamatokat, immunvalaszt, melyek a kérokozok és rakkeltd
anyagok eliminacidjaban fontosak (Droge, 2002). Mindezek mellett a sziv-és érrendszer
megfelel6 mikodésében (Wolin, 2009) ¢és a pajzsmirigy hormonok bioszintézisének
elsegitésében is szerepet jatszhatnak (He et al., 2006). Ismert, hogy ezek a reaktiv
oxigénszarmazékok szamos kulcsfontossagu jelatviteli faktor kifejezddését és aktivitasat
szabalyozzadk, melyek részt vesznek a sejtek proliferaciojdban, apoptodzisaban ¢€s

differencialodasaban. Valojaban a szerepilik kettds: eldsegithetik a sejtek talélését és/vagy a

sejthalalt is (Sajadimajd & Khazaei, 2017).

Reaktiv oxigéngyokok a sejtek szamos kompartmentjében képzddhetnek (2. abra). Ezek koziil
a mitokondriumokat tekintjilk a ROS-ok elsddleges forrasainak, tekintve, hogy fiziologids
koriilmények kozott a sejtben képzddott reaktiv oxigénszarmazékok mintegy 90 %-a itt
termelddik. Ez a magas arany az oxidativ foszforilacioban vald részvételiikknek kdszonheto,
amely sordn a molekularis oxigén vizz¢é redukdlodik. Az itt taldlhatd elektrontranszportlanc
azonban eléfordul, hogy elektronokat szivarogtat, ami az oxigén szuperoxid gyokké torténd
részleges redukcidjat eredményezi (Szarka et al., 2022). Egyes beszamolok szerint a
mitokondriumok altal felhasznalt oxigén 0,2-2,0%-a redukalédik ilyen modon O~ gyokkeé
(Zhao et al., 2019). Osszességében a képzdd gydkok 70-80%-a I1I-as komplex Q-ciklusiban
keletkezik, de emellett az I-es komplexet is a mitokondridlis ROS egyik f6 forrasanak tekintik

(Szarka et al., 2022).

Egy masik sejtorganellum, ami fontos intracellularis ROS termeld, a peroxiszoma (Klaunig,
2019). Ezt tekintjiikk a H2O» egyik elsédleges forrasanak, amely a nagyszamu peroxiszomalis
oxiddz  (acil-CoA-oxidazok, xantin-oxiddz, = D-aminosav-oxidaz) tevékenységének
melléktermékeként keletkezik (Lismont et al., 2019). Atmeneti fémionok jelenlétében a HoO2
a Fenton-reakcion (2. egyenlet) keresztiil gyorsan 4talakulhat a nagyon reaktiv, citotoxikus

hidroxil gyokké (Szarka et al., 2022).
Fe?* + H,0, —» Fe?* + HO + OH™ (2)

Az endoplazmas retikulum (ER) szerepe szdmos sejtfunkcioban elengedhetetlen, fontos
helyszine tobbek kozott a fehérjeszintézisnek, fehérjék feltekeredésének, poszttranszlacios
modosulasoknak, részt vesz a szekrécios utvonal szabalyozasaban és a kalcium tarolasban. A

redox homeosztazis, vagy a feltekerésért felelds apparatus zavara a nem vagy rosszul
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feltekeredett fehérjék felhalmozodéasahoz vezethet, mely aktivalja az unfolded protein response
(UPR) tulélési mechanizmust. Ennek célja, hogy segitse a sejteket a homeosztazis
helyreallitasaban (példaul lecsokkenti a fehérjeszintézist, €és fokozza a chaperonok €s mas
feltekeredést ellen6rz6 mechanizmusok miikddését), azonban ROS termelést is indukal, ami
tovabb sulyosbitja az ER-stresszt, igy még tobb reaktiv szabadgyok képzddéséhez vezethet. Ha
az egyensuly nem all helyre, az UPR elhuzodik, és apoptozist valt ki (Szarka et al., 2022).

A gyulladasos reakciokban részt vevdo immunsejtek, beleértve a neutrofileket és a
makrofagokat, szintén hozzajarulnak a széveti ROS-képzddéshez. Ezek a fagocita sejtek
ugyanis NADPH-oxiddazuk révén ROS-t termelnek aktivalédasuk esetén. A keletkezett
szuperoxidot a SOD hidrogén-peroxidda alakitja, mely a baktériumokkal szembeni szoveti
védekezd mechanizmus egyik fontos résztvevdje (Klaunig, 2019). A neutrofilek a benniik
talalhatd myeloperoxidaz segitségével képesek a H2O»-bol tovabbi oxidansok (hipoklorsav,
hipotiociansav, hipobromsav) eléallitasara, melyek a bekebelezett mikrobak biomolekulainak

oxidalasaval tudnak pusztitani (Szarka et al., 2022).

Fenton-reakcio

Haber-Weiss reakcid

antioxidans rendszer

jelatvitel

s,

peroxiszoma

i i i i
reduktiv stressz fiziolgids szintek adaptiv jelatvitel — malignus jelatvitel sejthalal

ROS szintek

2. abra: A ROS képzddési helyei és tovibb alakulasi lehetéségei (Szarka et al., 2022).

A képzodott szabadgyokok fehérjékkel vald kdlcsonhatasa hatterében alapvetden egy olyan
mechanizmus all, melynek Iényege az aktiv helyen vagy annak kdzelében talalhato cisztein-
¢és/vagy tirozin oldallancok oxidéacioja, ami fehérjén beliili és fehérjék kozotti hidakat hoz 1étre,
igy befolyasolva az adott makromolekula miikodését. Ezek a modositadsok reverzibilisek €s a
sejtvalaszok széles skalajat képesek létrehozni. Mig a foszfatazokat altalaban gatoljak ezek a
reaktiv szarmazékok, addig a kindzokat gatolhatjak vagy aktivalhatjak is. Hasonloképp képes a

ROS a kalciumcsatornak miikddését is befolyasolni: segiti a kalcium sejtraktarokbol vald
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felszabadulasat kinazok, példaul a protein-kinaz C (PKC) aktivalasa altal, ezaltal fontos

szerepet jatszik a sejtek osztoddasaban (Perillo et al., 2020).

2.1.3. Antioxidans védelmi rendszer

Tekintve, hogy kiilonb6z6 ROS-szintek eltérd biologiai valaszokat indithatnak, intracelluléris
mennyiségiik modulacidja kulcsfontossagu a sejtek homeosztazisanak fenntartdsdhoz (Gorrini
et al., 2013). Az antioxidansok olyan molekuldk, melyek semlegesiteni tudjak ezeket a reaktiv
szarmazékokat, megvédve ezaltal a sejteket az oxidativ karosodastol. Hatasuk azon alapszik,
hogy képesek elektronokat atadni, igy stabilizalni a szabadon keringé gyokoket, hogy

megakadalyozzak dket a kiilonb6zd sejtkomponensek karositasaban (Saleh et al., 2023).

Ezeket a védelmi szerepet betdltd molekulakat alapvetden két csoportba — enzimatikus és nem-
enzimatikus antioxidansok — szoktdk sorolni. Eldbbiek k6zé példaul a SOD, kataldz (CAT),
glutation-peroxidaz (GPX), thioredoxin (TXN) rendszer tartozik, mig utdbbiak koziil a
glutation (GSH), az aszkorbinsav, a-tokoferol, a szelén és egyes metabolitok (bilirubin,

melatonin) a legjelentdsebbek (An et al., 2024a).

A reaktiv oxigénszarmazékok antioxidans kapacitashoz viszonyitott aranytalan névekedésekor
1étrejovo oxidativ stresszt a sejt kiillonbozoéféleképpen képes ellenstilyozni. Ebben a GSH és
TXN jatszik kozponti szerepet, azonban ezt a képességiiket a NADPH segiti, mely mindkett6t
redukalt allapotban tartja.

Az akut oxidativ stresszel ellentétben, mely nagyrészt megoldhatd metabolikus
atprogramozassal, a Kkrénikus stresszhez valdo alkalmazkodds genetikai Utvonalak
beindulasaval jar. Megallapitottdk, hogy szamos transzkripcios faktor, koztik az aktivator
protein-1 (AP-1), a hipoxia-indukalhato-faktor-1a. (HIF-1-a)), a hésokk faktor 1 (HSF1), a
nuklearis faktor kB (NF-kB), a nuklearis faktor-erythroid 2 faktor 2 (NRF2) és a tumor protein
p33 (TP53) is aktivalodik ROS hatdsara. Az, hogy ezen antioxidans transzkripcids faktorok
fenti halozatanak egyes tagjai milyen mértékben indukéalodnak stressz hatasara, bizonytalan,
bar valdszintitlen, hogy mindegyikiik egyszerre tenné. Feltehetéen a kiilonb6z6 transzkripcios
faktorok inkdbb a ROS eltéré kiiszobszintjeire reagalnak, koncentracio- és/vagy 1dofiiggd
moddon, mely valdsziniileg a metabolikus stressz, proteotoxikus stressz, hipoxia, gyulladas vagy
a DNS karosodas egyiittes jelenlétéhez igazodik (Hayes et al., 2020). Tekintve, hogy az NRF2
az antioxidans gének széles spektrumat szabalyozza, ez biztositja a f6 indukalhato védelmet az
oxidativ stresszel szemben, bar az még nem tisztazott, hogy ROS hatasara konnyebben

aktivalodik-e, mint a tobbi transzkripcios faktor (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014).
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2.2. Az oxidativ stressz szerepe kiilonb6zo betegségekben

2.2.1. Tumorigenezis/tumorszupresszio

A reaktiv oxigénszarmazékok és a sejtszintli atalakulds kozotti kapcesolatot elészor 1981-ben
azonositottak, amikor megfigyelték, hogy az inzulin megemeli az intracellularis H>O»-szintet
a ROS réakban betdltott szerepe tovabbra is ellentmondéasos. A daganatos sejteknek nagy
sziikségiik van ATP-re, mivel ez biztositja az ,,lizemanyagot” az aberrdns proliferaciohoz.
Ennek az ellendrizetlen energiatermelésnek az arnyoldala azonban a ROS-ok felhalmozodasa,
melyet a sejtek tulélése érdekében kiillonb6z6 mechanizmusokkal hatstalanitani kell. (Gorrini
et al., 2013). Sok olyan tumort elésegitd eseményt ismeriink — onkogének aktivalodasa,
tumorszupresszor funkcié elvesztése, mitokondridlis aktivitads valtozasai, fokozott hipoxia —
amik hozzdjarulhatnak a ROS-termeléshez. Mar bizonyitottdk, hogy a rakos sejtekben tobb
ROS-t keletkezik, ennek az emelkedésnek a kdvetkezményei azonban nagyon kiilonbozdek
lehetnek, kiillondsképp amiatt, hogy a fokozott ROS-képzés igazoltan tdmogathatja vagy
gatolhatja a rosszindulatt viselkedést (Cheung & Vousden, 2022).

A szabadgyokok okozta DNS-karosodas és genomi instabilitds a rak kialakulasat elésegitd
onkogén elvaltozasok felhalmozodasahoz vezethet. Emellett a membran/mitokondridlis
forrasokbol szarmazd hidrogén-peroxid reverzibilisen oxidalhatja a fehérjék cisztein
oldallancait, ezaltal mas poszttranszlacidos modositdsokhoz hasonléan szabalyozva
aktivitasukat. Tobb ezer fehérje ilyen jellegli oxidaciojat sikeriilt mar azonositani (Van Der
Reest et al., 2018), koztiik olyan jelatviteli utakban résztvevokét is, melyek a tumoros sejtek

(Cheung & Vousden, 2022).

A ROS tumorszupressziv funkcioi a fentebb targyalt tumorfokozo hatasaival ellentétben
fokozott oxidativ karosodds ¢és ROS-fliggd halaljelzések esetén képesek arra is, hogy
megakadalyozzak a tumorigenezis egyes lépéseit (Cheung & Vousden, 2022). fgy bar az
alacsony és kozepes mértékii ROS-szintek eldsegithetik a rosszindulati sejtek kialakulasat,
joval nagyobb mennyiségben felhalmozddva sulyos oxidativ karosodason keresztiil kiilonféle
sejthalal folyamatokat véltanak ki a sejtekben. Eppen emiatt a rdkos sejtek — a tumor
kialakulasanak elején kiilondsen — megprobaljak tilélni ezt a stresszhatast azaltal, hogy novelik
az antioxidans védelmiiket. Ugyanigy magas ROS-szinteket valt ki a sejtmatrixrol valo levalas,

aminek tulélése nagy kihivast jelent a metasztatikus rdkos sejtek szamdara tavoli szervekbe
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torténd vandorlasuk soran (3. abra). A sejthalal ellen ezek a sejtek tehat olyan magas
antioxidans kapacitast alakitanak ki, ami a ROS-szintjiiket a biologiai funkciok miikodéséhez
megfeleld, de a normal sejteknél még mindig magasabb szintre szabalyozza. Ezeknek a védelmi
mechanizmusoknak a terapias tamadasa igy olyan stratégiat jelenthet, mely specifikusan képes

pusztitani a tumoros sejteket (Gorrini et al., 2013).

MF AR jelatvitel &
normal DNS karosodas mutans proliferacio

sejt sejt j
LoxPPP o ‘
1 reduktiv > ; . —
karboxilacid : »jj sejthalal sl

Izvnlns a J nyirokcsomd

invaziv rékos / \

sejt
TIGAR
* NRF2

3. abra: ROS és rak kialakulasanak folyamata (Cheung & Vousden, 2022).

2.2.2. Diabetes mellitus

Az anyagcsere-betegségek csoportjdba tartozd diabetes mellitus (DM) egy kronikus
hiperglikémiaval egyiitt jar6 rendellenesség, mely az inzulinszekrécio és/vagy mitkkddés zavara
miatt alakul ki. A tartdsan magas vércukorszint kovetkeztében kialakuld allapot az érintett
szervek ¢és szovetek karosodasaval, diszfunkcidjaval, valamint mikro- (pl.: retinopatia) és
makrovaszkularis  (kardiovaszkularis rendellenességek) szovodmények kialakulasaval
jellemezhetd. A WHO osztalyozasa szerint a DM két tipusat kiilonboztetjiik meg: az 1-es tipust
DM (DM1), ami a hasnyalmirigy B-sejtjeinek pusztulasabol ered, és a 2-es tipusut (DM2),
amely elsdsorban inzulinrezisztenciaval vagy az inzulinszekrécid sériilésével kapcsolatos

(Darenskaya et al., 2021).
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4. abra: Oxidativ stressz hatasara aktivalodo utvonalak diabéteszben (Rochette et al., 2014).

Meggy6z0 bizonyitékok allnak rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a diabétesz érrendszeri
szovodményeinek kialakulasaban a hiperglikémia kozvetleniil vesz részt, mig a fokozott ROS-
termeléssel jaro oxidativ stressz ezek patogenezisében jatszik dontd szerepet. Tartdsan magas
vércukorszint esetén a glikolizis reakcioi soran keletkezd ROS-ok termelése fokozodik, ami
DNS karosodashoz, és ezt kdvetden a poli-ADP-riboz polimeraz 1 (PARP1) javitd enzim
aktivalodasahoz vezet. A PARPI1 gatolja a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GA3PDG)
aktivitasat, ennek kovetkeztében felhalmozdodhatnak a kiilonbozo glikolitikus intermedierek (4.
abra). llyenek példaul a fruktoz-6-foszfat (F6P) és a gliikoz-6-foszfat (G6P) —, melyek
emelkedett szintje szamos (a patogenezis szempontjabol fontos) utvonalat beindithat:

(Darenskaya et al., 2021)

e AGE-termékek képzodése (karbonil stressz): A hiperglikémia a gliikoz
autooxidacidja révén glioxdl, mig a nagy mennyiségli GA3P nem-enzimatikus
defoszforilacidja soran metilglioxal termelddését eredményezi, melyek azon késdi
glikacios veégtermékek (AGE) prekurzorai, amiket tobbek kozott a diabétesz
szovodményeiért is felelosnek tartanak.

e Protein-kinaz C aktivalasi atvonal: A PARP1 aktivalodasakor a GA3P mellett annak
izomerje, a dihidroxi-aceton-3-foszfat (DHA3P) is felhalmozodik. Ez szabad zsirsavak

jelenlétében enzimatikus uton diacil-glicerolld alakul, ami AGE-receptorokon kitddve
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hozzajarul a mikrovaszkularis komplikaciok kialakitasaért, valamint az oxidativ stressz
fokozasaért felelos PKC aktivalasadhoz.

e Poliol utvonal: Hiperglikémia esetén az aldoz-reduktaz (AR) enzim is aktivabb
allapotba kertil, és gliikkdzbdl szorbitol koztiterméken keresztiil fruktozt allit eld. Ez az
AGE termékek képzddése mellett azért jelent problémat, mert az AR fokozott mitkodése
NADPH-csokkenéssel jar, ami a GSH-szint csokkenése révén hozzajarul az oxidativ
stressz sulyosbitasahoz.

e Az inzulin jelatviteli utvonal inaktivalasa: Oxidativ stressz hatasara szamos — az
inzulin hatésara altalaban aktivalédo — f6 jelatviteli utvonal mikodésképtelenné valik,

ami nagymértékben szerepet jatszik a csokkent inzulinhatas kialakulasahoz.

2.2.3. Vesebetegségek

Az oxidativ stressz hatasat a vesebetegségek progresszidjaban, és kdvetkezményes vesefunkciod
csOkkenés folyamataban széles korben tanulmanyoztak. Kiilondsen érzékennyé teszi a vesét a
redox egyensuly felboruldsara az a tény, hogy a ROS fontos szerepet jatszik szamos vesefunkcio
fiziologiai szabalyozasaban. Valtozasok a ROS-termelésben bekdvetkezhetnek a vesekéregben,
valamint a medulldban egyarant, és hatasuk széles skalan mozoghat, a vese véraramlasanak
megvaltozasatol az olyan el6rehaladott kronikus vesebetegeknél jelentkezd szovodményekig,

mint a magas vérnyomas, érelmeszesedés, gyulladas, vérzékenység (Daenen et al., 2019).

2.2.4. Majkarosodas

A majunk a ROS-ok 4ltal megtadmadott egyik talan legfontosabb szerv. Oxidativ stressz hatasara
a Kuppfer-sejtekben szamos citokin termeldédhet, ami fokozza a gyulladast, valamint az
szintézisét valthatja ki. A tilzott ROS termelddés azonban nem csak a lipidek, fehérjék és DNS-
tartalmak modositasa révén kivaltott majkarosodas miatt veszélyes, hanem a normalis bioldgiai
funkciokat szabalyozé utvonalakat moduldlo hatdsa miatt is sulyos szovodményekhez vezethet.
Mivel ezek az érintett Gitvonalak tobbek kozott a gének atirodasaban, a fehérjeexpresszidban,
¢és a sejtek apoptozisdban jatszhatnak szerepet, az oxidativ stresszt tekintik az egyik olyan
patologiai mechanizmusnak, ami a kiilonbdz6 majbetegségek progresszidjat eredményezi (Li

et al., 2015).
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2.3. Az oxidativ stressz kihasznaléasa terapiaban

Az oxidativ stressz folyamatainak befolyasoldsa szamos tanulmany szerint hatékony terapias
célpont, mind a diabétesz €s a rak, valamint szamos mas betegség kezelésében is. A befolyasolas
moddja azonban kiilonb6zd lehet a rak, és a tobbi rendellenesség kezelése soran, hiszen mig az
antitumor terapidk soran az alapvetd cél a daganatos sejtek szelektiv pusztitasa (kiilonbozo
oxidativ sejthalal utvonalak indukalasaval), addig mas, fent részletesen emlitett betegség esetén
az oxidativ stressz csOkkentésére toreksziink, tobbek kozott az antioxidans gének aktivalasa

réven.
2.3.1. Oxidativ stressz indukalasa terapias célboél

Tekintve, hogy a reaktiv oxigénszarmazékok emelkedett szintje oxidativ sejthalalt indukélhat
rakos sejtekben, a ROS mennyiségének novelésére iranyuld terdpids stratégidk nagyon
igéretesek lehetnek — kiilondsen az eldrehaladott allapoti — tumorok tdmadésa szempontjabol.
(An et al.,, 2024a). Ezt hasznaljak ki a jelenleg alkalmazott daganatellenes terapidk —
sugarkezelés, kemoterdpia, fotodinamikus terapia — is (5. abra). Az ionizalé sugarzas olyan
szabadgyokoket hoz létre, melyek nagy reakciokészséget mutatnak a sejtek makromolekuldival
szemben, beleértve a DNS-t, lipideket és a fehérjéket. Az igy kialakuld genetikai instabilitas
végiil a rakos sejtek apoptozisahoz vezet, bar a legtjabb kutatasok kiemelik, hogy az ionizald
sugarzas a lipidperoxidacio felerdsitésével bizonyos tipusu rakos sejtekben ferroptdzist is képes
kivaltani (Lei et al., 2020). A hagyomanyos kemoterapias gyogyszerek rakellenes hatasahoz a
sejteken beliili ROS-termelés novekedése jarul hozza jelentdsen. Az arzén-trioxid (As203) egy
hatékony terapids szer leukémia kezelésére, mely a mitokondridlis membranpotencial
karositasaval és GSH-kimeriilést okozva indukél szdmos sejthaldl utvonalat (pl.: apoptdzis,
nekroptozis, ferroptozis) HeLa- és Calu-6 tumoros sejtvonalakban. Hasonloképpen sok mas
kemoterapids szer, példaul a ciszplatin és a sorafenib is a mitokondrialis ROS-termelést
fokozzak, vagy az antioxidans rendszer akadalyozasaval érnek el oxidativ stresszes allapotot.
A fotodinamikus terapia egy fotokémiai alapu kezelési modszer. Lényege, hogy a beteg
szervezetébe egy fényérzékenyitd anyagot juttatnak be, mely a tumoros szdvetekben
szelektiven feldusul, mikozben az ép struktirdk a felvett anyagot néhany oran beliil kiiiritik.
Megfeleld hullamhosszon torténd megvilagitds hatasara a fényérzékenyitd anyagbol reaktiv
oxigéngyokok képzddnek, melyek pusztitjdk a daganatos szovetrészeket ER-stressz kivaltasa
vagy a mitokondrialis ROS-termelés fokozasa altal. Ez a modszer nem csak kiilonb6zd sejthalal
utvonalak indukaldsara képes (pl.: apoptozis, nekroptozis), hanem specifikus immunsejtek

aktivalasa utjan fokozza a tumorellenes immunvalaszt is. Bar ezek a terapiak oxidativ sejthalal
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kivaltasat célozzdk meg a rakos sejtekben, hatékonysagukat szamos tényezd befolyésolja,
tobbek kozott a tumor tipusa, stddiuma és a betegspecifikus tulajdonsdgok. Ezen okokbol
kifolyolag a szelektiv rakos sejtpusztitas ¢és az egészséges sejtek minimalis karositasa kozotti
optimalis egyensulyt megtartdé megoldds megtalalasa tovabbra is kihivast jelent ezeknek a

terapiaknak a fejlesztése soran (An et al., 2024a).

Klinikai tumorellenes terapiak potencidlis tumorellenes agensek
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5. abra: Oxidativ sejthalal indukadlasanak lehetséges modjai (An et al., 2024a).

2.3.2. Oxidativ stressz mérséklése terapias célbol

Szamos antioxidans terdpiat vizsgalnak, melyek koziil néhany jelenleg is klinikai tesztelés alatt
all. Ezek egymastol eltéré modon fejthetik ki hatasukat, céljuk lehet tobbek kozott a képzddo
szuperoxid gyok, illetve H2O: eltavolitasa, megeldzve. hogy ezek tovabbi reakcidk soran még
reaktivabb szdrmazékokat képezzenek. Prekurzorok alkalmazasdval a GSH-szint novelését
lehet eldsegiteni, de az antioxiddns enzimek expressziojanak fokozasat, és az étrendi
antioxidansok kiegészitését is alkalmas modszernek tartjak a sejteket karositd fokozott stressz

csokkentésére (Jay Forman & Zhang, 2021).

Bar szamos kis molekula kiprobalasa okozott csalédasokat az elmult években, el6fordulhat,
hogy a sikertelenséget az alkalmazasuk alapjaul szolgalo téves elképzelések okoztak, melyek a
jovoben felismerhetdk és javithatok. Fontos mérlegelni és figyelembe venni példaul annak
jelentdségét, hogy az adott patologids koriilményben az oxidativ stressz elsddleges vagy
masodlagos szerepet tolt-e be. Abban az esetben ugyanis, amikor nem ez az adott
rendellenesség primer tényezdje, az antioxidans terapia alkalmazasa nem biztos, hogy jelentds
hatéssal lesz a betegség progresszidjara. Tovabbi problémakat vet fel emellett a hatékony in

vivo koncentraciok elérésének nehézsége, valamint az NRF2 aktivacid novelésének csokkend
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hatékonysaga az Oregedés kovetkeztében. Egyelére a legigéretesebbnek azokat a szereket
tartjak, melyek az intracelluléris térben és a mitokondrialis matrixban jelen 1évd szuperoxid
gyok ¢és H,O; eliminalasara képesek. Ilyenek példaul a SOD, valamint a GPX4 mimetikumok,
melyek kozil néhanyat jelenleg is klinikai vizsgalatokban tesztelnek. A GSH-szint fenntartasa
olyan prekurzorokkal valdsithatdé meg, mint az N-acetil-cisztein (NAC) és a GSH-észterek,
elébbit mar sikeresen alkalmazzék is néhany human betegség kezelésében (Jay Forman &

Zhang, 2021).

2.4. Sejthalalfolyamatok jellemzése

A korabban emlitettek szerint tehat a tulzott ROS kozvetleniil képes karositani a
sejtorganellumokat, valamint a sejtmembrant is, ami végsd soron a sejtek haladldhoz vezethet.
Az éltalanos membranjavitdé mechanizmusok mellett a mar fentiekben bemutatott antioxidans
enzimek vagy fehérjék is szerepet jatszhatnak a sejtek oxidativ sejthaldlanak szelektiv
gatlasdban. Tulzott felszaporodasuk soran azonban specifikus redox-érzékeny fehérjékre
gyakorolt oxidativ hatasuk révén a sejthaldl kiilonb6z6 tipusainak elinditasara képesek, ami
sejttipustol és kontextustol fliggden valtozhat, tovabb novelve a folyamat komplexitasat (An et

al., 2024b).

A sejtek alapvetden akkor pusztulnak el, amikor nem képesek fenntartani alapvetd
¢letfunkcidikat. Az ennek soran végbemend sejthaldlfolyamatokat két csoportra szoktak
osztani, nekrdzisra és programozott sejthalalfolyamatokra (programmed cell death, PCD). Mig
elobbi teljesen ellendrizetlen modon megy végbe, addig a PCD egy jelkaszkadot foglal
magaban, melyben effektor molekuldk vesznek részt. Ennek kiilonb6z6 modjait kiilonithetjiik
el a morfologiai megjelenés, az enzimatikus funkciok vagy az immunoldgiai jellemzdok
fliggvényében. Az eddigi kutatasok foként az apoptozissal, ferroptozissal, nekroptozissal €s az
autofagiaval foglalkoznak, melyek mind a programozott sejthalalfolyamatok koz¢ tartoznak.
Sokaig ugy gondoltdk, hogy ezek az ttvonalak nem atfedéek, hanem parhuzamosan futnak
egymastol fliggetleniil. A kozelmultban elért eredmények alapjan azonban kezdik felismerni,
hogy a kiilonb6z6 sejthalalfolyamatok kolcsonhatasba léphetnek egymaéssal Osszekapcsolt,
vagy akar atfedo jelatviteli utvonalakon keresztiil, és a sejt sorsa végsd soron ezen folyamatok

kolesonhatdsanak eredményeként alakul ki (Shen et al., 2023).
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2.4.1. NeKkrozis

A programozott Utvonalakkal ellentétben a nekrozis a sejthalal egy ellendrizetlen formdja,
amelyet kiils6 sériilés, példaul hipoxia vagy gyulladas indukal (6. abra). Ez a folyamat gyakran
kiilonboz6 pro-inflammatorikus fehérjék és vegyiiletek (pl.: az NF- kB) aktivaciojaval jar, ami
a sejtmembran megrepedéséhez, €s a sejt tartalmanak a kornyezo teriiletekre torténd kiomlését
okozza. A sejtek kozotti térbe ilyen modon kiszabaduld belsé sejttartalom gyulladashoz és
szovetkarosodashoz vezet. A PCD formaktol eltéréen a nekrézis a sejthaldlnak egy
energiafliggetlen forméja, mivel ilyenkor a sejtet akkora sokkhatas éri (sugarzas, ho, vegyi
anyagok, hipoxia stb.), aminek kovetkeztében gyakorlatilag miikodésképtelenné valik a sulyos

karosodasok miatt (D’Arcy, 2019).
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6. abra: Nekrozis és PCD (apoptozis) osszehasonlitisa (Park et al., 2023).

2.4.2. Programozott sejthalalfolyamatok

2.4.2.1. Apoptozis
Az apopt6zis 1ényege a sejtek szervezett lebomldsa, valamilyen jel hatdsara. Maga a kifejezés
a gorog ,,apo” (levél) és ,,prosis” (zuhanas) szavakbol szarmazik, melyek a sejtek ellendrzott
onpusztitasanak és a kornyez6 szovetekrdl valo levalasanak folyamatéara utalnak. Morfologiai
jellemzdje a kromatin kondenzécioja, sejtek zsugorodasa, valamint aprd, membranhoz kotott
apoptotikus testekké vald fragmentalodéasa, melyeket a szomszédos sejtek vagy makrofagok
fagocitozissal fel tudnak venni. Az apoptdzis aktivalddasdhoz alapvetden két Gtvonal — az
extrinsic és az intrinsik — vezethet (7. abra). El6bbit extracelluléris ligandumok (tumor nekrozis
faktor, TNF-a és a Fas ligand, FasL) aktivaljak, melyek a haldlreceptorokhoz, nevezetesen a

TNF-, illetve a Fas-receptorokhoz kapcsolodnak. A kotddés megtorténte utan halalindukald
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szignadlkomplexek (death-inducing signaling complexes, DISC) alakulnak ki, melyek
odavonzzak és aktivaljak az iniciator kaszpazokat (pl.: kaszpaz-8 és kaszpaz-10). Ezek képesek
hasitani €s ezaltal aktivalni az effektor kaszpazokat (pl.: kaszpaz-3, -6 és -7), amik beinditjak
az intracellularis komponensek lebontdsat és az apoptozist. Ezzel szemben az intrinsik
utvonalat intracelluléris stresszorok, példdul DNS-kdrosodas, oxidativ stressz aktivaljak,
melyek a mitokondrium kiilsé membranjanak permeabilizaciojahoz vezetnek. Lépéseit a Bel-2
csaladba tartozo antiapoptotikus fehérjék (Bcl-2 és Bcel-xL), a proapoptotikus fehérjék (BAX
¢s BAK), valamint a BH3 fehérjék (BIM ¢és BID) szabalyozzak. Intracellularis stressz hatasara
a proapoptotikus BH3 fehérjék aktivalodasa gatolja az antiapoptotikus fehérjéket, lehetévé téve
a Bax ¢és Bak szamara, hogy mitokondridlis porusokat képezzenek és igy molekulakat,
fehérjéket, koztiikk citokrom c-t juttassanak ki a citoplazmaba. A felszabaduld citokrom c
apoptoszomat képez az apoptotikus proteaz aktivalo faktor 1-gyel (Apafl), és aktivalja a
kaszpaz-9-et, ami elinditja a sejthalalfolyamatot (Park et al., 2023).
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7. dbra: Az apoptozis extrinsik és intrinsik utvonalanak lépései (Park et al., 2023).



2.4.2.2. Nekroptozis

Régota nugy tartjak, hogy a kaszpazok fehérjecsaladja szorosan kapcsolodik az apoptdzis
folyamatéhoz. Bar sokaig csak az apoptdzist ismerték, mint programozott sejthalalt, a késébbi
vizsgalatok azt mutattak, hogy a kaszpazok gatlasa nem akadalyozza meg a sejtek pusztuldsat,
¢s az ilyenkor végbemend sejthalalfolyamat nekrotikus jellemzoékkel bir. Végiil 2005-ben
tisztaztak a kérdést egy ) PCD-nak, a nekroptozisnak a bevezetésével. A nekrozis és a
nekroptozis hasonld morfologiai jellemzokkel rendelkezik, ez utobbi azonban szabalyozott
modon, kaszpazoktdl fliggetleniil jatszodik le. A TNF-a stimuldcié hatdsara 6sszekapcsolodik
a TNF receptor 1-gyel (TNFR1), és egy sor fehérjét toboroz az I. komplex kialakitasahoz. Ha
a kaszpdaz-8 gatolva van, az 1. komplexben 1€v0 receptor-interakcios szerin/treonine-protein
kinaz I (RIPK1) a megfeleld RIP homotipikus interakcios motivum (RHIM) doménen keresztiil
kotédik a RIPK3-mal, és ezek onfoszforilacidoval nekroszomat alkotnak (Shen et al., 2023). A
nekromszomak elésegitik a mixed lineage kinase domain-like fehérje (MLKL)
oligomerizaciojat és foszforilaciojat, mely ezt kovetden oligomer formajaban képes
transzlokalédni a citoszolbol a plazmamembranba, ahol hozzajarul a membranpoérusok
kialakulasdhoz ¢s a plazmamembran ezt kovetd felszakadasiahoz (8. abra). Ennek soran
kiilonb6z6 karosodassal kapcsolatos molekuldk (damage associated molecular patterns,
DAMP) szabadulnak fel, melyekre az immunsejtek gyulladasos valaszok beinditasaval
reagalnak. A legajabb kutatasi eredmények arra utalnak, hogy a nekroptdzis szamos betegség,
koztiik a neurodegenerativ megbetegedések, virusfertdzések ¢€és a rakos megbetegedések
patogenezisében is szerepet jatszik. Ennek kovetkeztében gatlasa az egyes betegségek esetében
JO terdpias potenciallal rendelkezik, ami vonzo célpontot jelent a gyogyszerfejlesztés szamara

(Park et al., 2023).
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8. abra: A nekroptozis folyamatanak lépései (An et al., 2024b).
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2.4.2.3. Ferroptozis

Jelenleg az egyetlen ismert kizarélag oxidativ programozott sejthaldlforma a ferroptézis.
Eloszor 2012-ben irta le a Brent Stockwell altal vezetett kutatocsoport (Dixon et al., 2012).
Maga az elnevezés a latin ,ferrum” (vas) és a gordg ,,ptosis” (zuhands) kifejezésekbol
szarmazik, melyek egyiittesen a sejtek vasfiiggd pusztuldsdnak folyamatdra utalnak.
Morfologiailag is eltér a tobbi ismert sejthalalformatol, a sejtmembran sértetlen marad, a
sejtmag normalis méretli, nem figyeltek meg kromatin kondenzaciét sem. Foként a
mitokondrium vatozasai: méretének csokkenése, membran siiriségének ndvekedése és a belsd
krisztak eltiinése jellemzd.
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9. dbra: A ferroptézis aktivalédasanak 6 lépései.
Utvonalai a lipidperoxidok felhalmozodasa kovetkeztében aktivalodnak, melyek tobbszordsen
telitetlen zsirsavak lipoxigendzok vagy mas enzimekkel torténd oxidacidja soran keletkeznek.
Ez a folyamat a vas altal katalizalt Fenton-reakci6 (2. egyenlet) révén tovabb erésddhet, mivel
az ennek soran keletkezd hidroxilgyokok megtamadjak €s karositjak a sejtkomponenseket,
kiilonosen a sejtmembrant. A cisztin/glutamat antiporter rendszer felel a glutation
prekurzoranak, a cisztinnek a sejtbe juttatasaért, igy jelentds szerepet jatszik a lipidperoxidok
¢s a vas felhalmozodéasanak szabalyozasaban (9. abra). Az intracellularis glutation kimeriilése
¢s a GPX4 csokkent aktivitasa a lipidperoxidoknak és egyéb szabadgyokoknek a fokozott
képzddéséhez vezet. Bar a cisztin/glutamat antiporter rendszer vagy a GPX4 gatlasa a
ferroptozis indukalasa révén egy jo tdmadaspont lehet a rak kezelésében, és a kdozelmultban a
ferroptdzis szerepét tobb human betegségben is kimutattdk, — példaul neurodegenerativ

rendellenességek, hematologiai betegségek, vesekarosodas (Lérincz et al., 2015; Varga et al.,
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2022; Zhang et al., 2022), — a hatterében all6 mechanizmusok megértéséhez, és 1j lehetséges
terapias beavatkozasok kifejlesztéséhez még tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Park et al.,

2023).

2.4.2.4. Autofagia

Az autofagia egy olyan "0jrahasznositd” rendszer a sejtek szdmara, ami kulcsfontossagu
szereppel bir a sériilt vagy felesleges fehérjék, sejtorganellumok és tormelékek lebontasaban.
Ez a folyamat tartja fenn a sejtek homeosztazisat azaltal, hogy lehetdvé teszi szamukra, hogy
megszabaduljanak a hulladéktol, és felépitd utvonalaik soran ujra felhasznaljak a lebontasbol
szarmazo6 molekuldkat (An et al., 2024b). A kifejezést a 19. szazad kdzepe ota hasznaljak, és a
gordg ,,auto” (dnmaga) és a ,,phagy” (evés) szavakbol tevddik Ossze. Aktivalodasanak elsd
Iépése egy izolacidbs membran vagy fagofor kialakulasa, ami elkiiloniti a lebontand6
citoplazmatikus komponenseket (10. abra). A fagofor 1étrejottét az unc-51-like kindz (ULK1)
komplex segiti, aminek miikdodését tobb jelatviteli utvonal, koztik a mammalian target of
rapamycin (mTOR) szabalyozza. Alapallapotban az mTOR aktivacioja az ULK1 komplex
kialakuldsédnak gatldsaval elnyomja az autofagiat, azonban stressz vagy tdpanyaghiany esetén
az mTOR gatlédasa az ULK1 komplex 0sszeszerelodéséhez és az autofagia beinditasahoz
vezet. Ilyenkor a fagofor kitdgul és elkiiloniti a lebontandd komponenseket, majd a
lizoszomakkal dsszeolvadva autolizoszomat alkot. Az ide bekertilt citoplazmatikus tartalmakat
a lizoszoma enzimei bontjak el. Az autofagiat fehérjék osszetett halozata szabalyozza, beleértve
az autophagy-related (ATG) fehérjecsaladot, a Beclin-1-et és a microtubule-associated protein
light chain 3 (LC3) fehérjét. Az ATG proteinek az autofagia utvonaldnak kiilonbozo 1€péseiben
vesznek részt (fagoforok kialakuldsa, megnyulasa, zarddéasa), a Beclin-1 szintén a fagofor
képzddését segiti, mig az LC3 a fagofor megnyulédsa, zaroddsa mellett az autofagoszoma
éréséhez sziikséges (Park et al., 2023). A ROS tobbféle mechanizmuson keresztiil képes
beinditani az autofagiat, példaul az AMP-aktivalt protein kindaz (AMPK) kozvetlen
aktivalasaval, vagy az mTOR utvonal gatldsa altal. Emellett oxidalhatja vagy mas mddon
modosithatja az ATG csalad egyes tagjait, amivel az autofagoszomaék kialakulasat tudja
indukalni (An et al., 2024b). Bar az autofagia célja alapvetden a sejtek tulélésének biztositasa,
tulzott stressz vagy mas sulyos karosodast okozé hatas esetén tulzott miikodése a sejtek
létfontossagii  komponenseinek lebontasahoz, és igy teljes 0Osszeomlashoz, autofagids
sejthalalhoz vezethet. Amikor egy sejt mar olyan mértékli sériilést szenvedett, aminek

helyreéllitasa nem lehetséges, a kornyezet megovasa érdekében donthet ugy, hogy lebontja

24



magat a sejthalal utvonalainak aktivalasaval (Park et al., 2023). Kettds szerepét rakos sejtekben
is megfigyelték: a tumor kialakuldsdnak kezdeti fazisaban enyhe tumorszupressziv hatassal bir
a sejtkarosodasok mérséklése altal. Késobbi szakaszba érve azonban fokozza a tumorok
novekedését, mivel a homeosztazis fenntartasaban betdltott szerepe segitheti a rosszindulatu

daganatsejtek tulélését a stresszes mikrokdrnyezetben (Makk-Merczel et al., 2024a).
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10. dbra: Az autofigia szabalyozdsaban és végrehajtasaban szerepet jatszo fehérje rendszerek.

Oxidativ sejthaldl a tumorsejtek tipusatol és az dket koriilvevd kornyezettdl fliggden tehat tobb
kiilonboz6 formdban is jelentkezhet. Bar a hagyomanyos rakterapids eljarasok célja apoptdzis
kivaltdsa a daganatos sejtekben, mivel ezen sejtek egy része mara mar ismerten képes
rezisztenciat kifejleszteni a PCD ezen formajaval szemben, a tovabbi, (nem apoptotikus)
sejthaldl utvonalak feltarasa 0j lehetdséget jelent a terapids beavatkozasok jovojét tekintve. (An

et al., 2024b).

2.5. Alkalmazott kezelOdszerek jellemzoi

2.5.1. Aszkorbat

A C-vitamin (L-aszkorbinsav, aszkorbat) alapvetd a normal sejtfunkciok fenntartasdhoz, fontos
szerepet jatszik tobbek kozott a kollagén ¢€s noradrenalin szintézisében, valamint a
sejtosztodasban is. Fiziologids koncentracioban (40-80 uM az emberi plazmaban) antioxidans
molekulaként miikddik, mivel elektrondonorként eliminalja a szervezetben képz0dé reaktiv

oxigénszarmazékokat. JOl ismert antioxidans szerepe ellenére azonban nagy doézisban (1-20

25



mM, farmakologiai aszkorbat) prooxiddnsként képes oxidativ stresszt indukalni, ezaltal
elnyomhatja a tumorok novekedését az egészséges szovetek komolyabb kérositdsa nélkiil.
Szamos kiilonb6z6 preklinikai vizsgalat szerint a nagy d6zist aszkorbat rakellenes hatasédban a
képz6do hidrogén-peroxid kulcsfontossagt tényezo (11. abra). Az aszkorbat atmeneti fémek
(Cu/Cu** és Fe**/Fe?") jelenlétében egy kételektronos oxidacios folyamaton keresztiil kdnnyen
oxidalodik dehidroaszkorbatta, mely sordn katalizalo fémhid segitségével ad at elektronokat
egy oxigén molekulanak. Az igy keletkez6 H»>O» peroxiporinok segitségével képes athatolni a
sejtek plazmamembranjan ¢és utana — farmakoldgiai mennyiségli aszkorbat jelenlétében — a
Fenton-reakcion (2. egyenlet) keresztiil hozzajarul a citotoxikus hatasti hidroxil gyodk
képzddéséhez. Ez reaktiv természetébdl adodoan megtamadja a sejtek fontos makromolekulait,
komoly karosodasokat okozva a DNS-ben, fontos fehérjékben és lipidekben. Azt, hogy
pontosan milyen sejthaldlformak aktivaldsaval képes pusztitani a daganatos sejteket, mind a
mai napig széles korben kutatjak. Korabbi vizsgéalatok szerint apoptdzist, nekroptdzist €s
autofagiat is kivalthat, a pontos folyamat a kisérletben alkalmazott koncentraciotol és a sejtek
tipusatol fiigg (Ma et al., 2017). Késziiltek olyan kutatasi eredmények is, melyek szerint az
aszkorbat kaszpdz-fiiggd apoptdzison vagy nekroptoézison keresztiil valtja ki citotoxikus
hatasat, mivel az ezekben szerepet jatszo kulcsfontossagt effektorok (kaszpazok, BAX, BID,
RIPK1) szintjének valtozasat figyelték meg a kezelések hatdsira. Az ujonnan megjelend
bizonyitékok azonban azt mutattak, hogy az apopt6zis vagy a nekroptdzis klasszikus gatloi,
mint példaul a Z-vad-FMK ¢és a nekrosztatin-1 (Nec-1) nem képesek megakadalyozni a
nagydozisu aszkorbat kivaltotta sejtpusztuldst, ami arra utal, hogy egyéb sejthalal utvonalak is

szerepet jatszhatnak a citotoxikus hatas kialakitasaban (Baek et al., 2017).
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11. abra: A farmakoldgiai aszkorbat rakellenes hatasa (Szarka et al., 2022).
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2.5.2. Rezveratrol

A rezveratrol (RES) rakellenes hatasanak felfedezése 1997-ben, Pezutto csoportjanak
munkajaval kezdédott (Jang et al., 1997). A RES vagy transz-3,4°,5-trihidroxisztirol egy
természetes polifenol, mely nagy mennyiségben megtalalhatd a japan csomdsviraguak
gyokerében, de emellett szamos mas novény is termeli, koztiik a sz616, komlo, foldimogyord,
szeder, afonya és az eperfafélék. Antioxidans tulajdonsdganak koszonhetden igen jotékony
hat4st az emberi szervezetre nézve, segit megeldzni szamos betegség — rak, sziv-és érrendszeri
betegségek, neurodegeneracio, kisebb gyulladdsok — kialakuldsat (Vervandier-Fasseur &
Latruffe, 2019). Szamos human rakos sejtvonalban kimutattak mar a novekedés gatlasaban, a
sejtciklus leallitasaban (a P53 aktivalasa altal) és az apoptdzisban betoltott szerepét. Ezek
mellett a mar kordbban ismertetett HIF-1 a expresszidjanak moduléldsa altal gatolja a rakos
szovetekben az angiogenezist, ami hatraltatja a daganat terjeszkedését €s rezisztenssé fejlodését
(Berretta et al., 2020). Osszességében a rezveratrol egy nagyon jotékony, alacsony toxicitast
hatéanyag, amely minden olyan antiproliferativ és pro-apoptotikus tulajdonsdgot mutat, ami
lehetévé teszi, hogy egy hatékony tumorellenes szer legyen beldle (12. abra). Klinikai
alkalmazésaval viszont még mindig meriilnek fel aggalyok, mivel az in vitro kisérletekben
alkalmazott koncentraciok til magasak ahhoz, hogy Osszeegyeztethetdek legyenek az emberi

szervezetben tapasztalt alacsony biologiai hozzaférhetdségével (Fu et al., 2021).
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12. dabra: A rezveratrol antitumor hatasmechanizmusdnak utvonalai (Berretta et al., 2020).
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2.5.3. Klorokin

A klorokin (CQ) és szarmazéka, a hidroxiklorokin (HCQ) jol ismert gydgyndvénykivonatok,
amiket régota hasznalnak a klinikai gyakorlatban antimalérids szerként. Ezek a gydgyszerek
széles terapias indexszel és jol megalapozott dozisbiztonsagi profillal rendelkeznek, tovabba
olcsok és szajon at szedve is biologiailag hozzaférhetok, igy felkeltették a kutatok és a
klinikusok érdeklddését. A legfontosabb teriilet, ahol intenziven kutatjak a CQ/HCQ hatasait, a
kiilonbozé eredetli tumoros megbetegedések kezelése. Rékellenes aktivitasukat egyediili
hatoanyagként és adjuvans terapias szerként, széles korben hasznalt citotoxikus vegyiiletekkel
kombinalva malignitasok hossza listdjan vizsgaltak. Bar kisérleti koriilmények kozott a CQ
alkalmazasa feliilmulta a HCQ-t, a klinikai vizsgalatok tobbségében mégis utobbit hasznaltak,
annak kisebb toxicitdsa miatt. Daganatellenes hatdsuk hatterében all6 f6 molekularis
mechanizmusként az autofagia elnyomasanak képességét tartjak. A CQ és HCQ lizoszomotop
utols6 1épését (13. abra). Szerepiik azonban bonyolult, mivel a rdk stddiumatdl és tipusatol
fliggden a sejthaldl promotereként vagy szupresszoraként is miikddhetnek. A felhalmozodott
metabolitok Gjrahasznositasaval az autofagia 6nvédelmi valaszként mikddhet a daganatellenes
vegyliletekkel szemben, igy kritikus tényez6 a kemoterdpidaval szembeni rezisztencia
kialakulasdban. Ugy gondoljak, hogy gatlasa az autofagoszémak felhalmozodasahoz vezet, ami
veszélyezteti a sejtek €letképességét €s apoptozist valthat ki. A CQ/HCQ azonban az autofagia
megakadalyozasan kiviil mas sejtfolyamatokat is befolydsolhatnak. A rakos sejtekre kifejtett
terapids hatdsaik kozott szerepelnek még tobbek kozott a fokozott ROS-termelés, a
mitokondriumok karositasa, a daganatok mikrokdrnyezetének modositasa, a vaszkularizacio
normalizalasa, a tumorellenes immunvalasz aktivalasa, valamint az intracellularis
kalciumegyenstly megvaltoztatisa. Osszességében a kisérleti munkak tobbsége azt mutatta,
hogy a CQ/HCQ hagyomanyos citotoxikus gyogyszerekhez torténd hozzdadasa jelentdsen
fokozza azok réakellenes hatdsat, kiilondsen tenyésztett sejtekben, ezért adjuvans szerként
javasolhatok a rakos sejtek kemoterdpidra valo érzékenyitése céljabol. A klinikai vizsgélatok
azonban nem voltak mindig sikeresek, egyes esetekben nem tapasztaltak jelentds novekedést a
tulélési aranyokban, feltehetden az elérehaladottabb stadiumban 1év6 betegek bevonasa, vagy
fel nem fedezett mutaciok megléte miatt. Szintén problémaékat vetnek fel a CQ/HCQ hosszu
tavi expozicidja soran tapasztalt sulyos mellékhatok (allergids reakciod, irreverzibilis
retinatoxicitds, gyomor-bélrendszeri panaszok, kardiomiopatids tiinetek ... stb.), melyeket

valamennyi klinikai tesztben megfigyeltek. Mindazonaltal tovabb kell vizsgéalni dket kisérleti
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¢s klinikai koriilmények kozott egyarant, hogy feltarhassdk az ilyen tipust kezelésre
legérzékenyebb tumorokat, valamint leghatékonyabb kemoterapias kombinaciokat (Agalakova,

2024).
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13. abra: A COQ/HCQ rakos sejtekre kifejtett hatasainak egyszeriisitett sémaja (Agalakova, 2024).

2.5.4. Menadion

A menadion (2-metil-1,4-naftokinon) igéretes rakellenes hatésait, illetve gydgyszerrezisztens
daganatoknal kemoszenzibilizatorként valo alkalmazasanak lehetdségeit szamos tanulméany
kiemelte, tobbek kozott vastagbélrak, prosztatarak, méhnyakrdk, emldrak, orrgaratrak

kiilonb6z6 sejtvonalait vizsgalva (Gul et al., 2022; Kassouf et al., 2006; Ren et al., 2019).

Maga a K vitamin esszencidlis tdpanyag a human szervezet szdmara, mely elsdsorban a
véralvadasi kaszkad mikodésében és a csontanyagcsere szabalyozéasaban jatszik fontos
szerepet. Az emberi taplalkozasban természetesen eléforduld formai a K1 (filokinon), mely
novényekben, legfoképpen a zold leveles zoldségekben talalhato, és elsdsorban a fotoszintézis
megfeleld milkddéséhez sziikséges. Az emldsok bélbaktériumai a K1 vitamint a fiziologiailag
aktiv K2 (menakinon) formava alakitjak. Harom szintetikus K vitamin létezik, a K3
(menadion), a K4 és a K5, ezek koziil a menadiont allateledelekben hasznaljak étrend-
kiegészitoként. Bar a K1-t és a K2-t nagy dozisban sem talaltdk mérgezének, a K3 til magas
szintjét hemolitikus vérszegénységgel, allergids reakciokkal, méjkarosodassal hoztak

Osszefliggésbe. (Dasari et al., 2017).
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Az elsé beszamolok a K vitaminok, koztiik a K3 potencidlis tumorellenes tulajdonsagarol
csaknem nyolc évtizeddel ezel6tt jelentek meg, amikor azt tapasztaltdk, hogy a menadion
intravénas beadasa novelte a vizsgalt horgérakos betegek tulélését (Mitchell & Simon-Reuss,
1947). Hatasmechanizmusanak alapjat oxidativ stresszt kivaltd képessége adja, mivel a kinon
részének redox-ciklusan keresztiil szamos reaktiv oxigénszarmazék (hidroxil és szuperoxid
gyok, H>O») keletkezhet. Redukcidja sordn, melyet a NADPH: citokrom p450 reduktadz,
valamint a NAD(P)H kinon dehidrogenaz 1 (NQOI) katalizal, szemikinon (egy elektron
felvétele), majd hidrokinon (két elektron felvétele) képzddik. Oxigén jelenlétében a szemikinon
egy elektron leadasaval visszaalakul menadionnd, ami az O szuperoxid gyokké vald
redukcidjdhoz vezet (14. abra). A folyamat végén kialakul6 magas ROS-szint a
makromolekuldk oxidativ modositdsan és a DNS kérositdsdn keresztiil képes apoptozist
indukalni (Dasari et al., 2017). Kisérleti eredmények megerdsitették, hogy a menadion
kivaltotta sejthalal soran a FasL expressziojat, valamint a c-Jun N terminal kinaz (JNK) kaszkad
aktivalodasat figyelték meg, melyek mind az apoptozis beinditdsdban jatszanak fontos
szabalyoz¢6 szerepet (Laux & Nel, 2001). Emellett a menadion szinergista hatasat is vizsgaltak:
nagy dozisu C vitaminnal egyiittesen kezelve, az altaluk kivaltott apopt6zis soran az NF-kB, a
ROS-termelés, a p53/c-Jun transzkripcios faktorok, a GPX inhibici6, a mitokondrialis
depolarizacio, valamint a kaszpaz-3 utvonal aktivaciojat figyelték meg (Dasari et al., 2017; Ren
et al., 2019). Az emlitett eredményeket figyelembe véve a menadion egy hatékony rakellenes
szer lehet a jovOben, akar Onmagaban, vagy standard gydgyszerekkel szinergikusan
kombinalva. Hasznossaganak igazolasara, és hatasmechanizmusanak teljeskorti feltdrasahoz

azonban tovabbi preklinikai/klinikai vizsgalatokra van sziikség (Dasari et al., 2017).
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14. abra: A menadion ROS-termeld hatasaért felelds kinon rész redox ciklusa (Dasari et al., 2017).
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2.5.5.RSL3

Mivel a ferroptozis egy olyan vasfliggd sejthalal forma, mely talzott lipidperoxidacioval jar,
indukalésa az elnyomo utvonalak f6 szabalyozoéinak (pl.: GPX4) célzott befolyasaval, vagy a
sejtek vaskészletének novelésével lehetséges. Valoban szamos olyan ferroptozist indukdlo
anyagot (FIN) talaltak mar, melyek vagy kozvetleniil a GPX4 aktivitasat akadalyozzak meg
kotédésiik révén (RSL3, ML210), vagy kozvetetten teszik ezt az Xc (cisztin/glutamat
antiporter) rendszer gatlasaval (pl.: erastin, sorafenib) (15. abra). Az RSL3-t ((1S,3R) -RSL3)
eldszor egy olyan vegyiiletként azonositottak, mely képes nem-apoptotikus, vasfiiggd oxidativ
sejthalalt kivaltani aktivalt HRAS mutaciot hordozo sejtekben (Yang & Stockwell, 2008). Az
erastinnal ellentétben azonban az RSL3 altal kivaltott sejthalalt fiiggetlenek talaltdk az Xc
rendszert6l, kozvetlen célpontjaként a GPX4-t tartjdk szamon. Hatasmechanizmusanak
lényegét az adja, hogy kloracetamid részén keresztiil képes kovalens kotést kialakitani a GPX4
szelenocisztein oldallancéval, igy kozvetleniil és irreverzibilis modon gétolja a peroxidaz
katalitikus aktivitasat (Liyuan Wang, 2020). Szamos tumoros sejtvonalat érzékenynek talaltak
az RSL3-ra (pl.: HOP-92, H522, CAKI-1, DU145), gyakran nM-os koncentracioja is elégnek
bizonyult a sejtek életképességének csokkentéséhez (Yang & Stockwell, 2008). Kisérletek azt
mutattak, hogy nem indukal lipidperoxidaciot és ferroptozist GPX4-kiiitott sejtekben, ami
bizonyitja a GPX4-en keresztiil kivaltott hatasat. Erdekes modon a legtijabb vizsgalatok azt
tartak fel, hogy gydgyszer-tolerans sejtek, melyek iddvel teljesen rezisztenssé alakulhatnak,
érzékenyek az RSL3-ra és mas GPX4 gatlokra (Hangauer et al., 2017), igy ezek az eredmények

alatamasztjak az ilyen gatlokban rejld lehetdségeket a kinjuld daganatok kezelésében.

cisztin glutamat

| X rendszer ’——@
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ferroptdzis rezisztencia

15. abra: Ferroptozis indukaldsara alkalmas szerek beavatkozasi pontjai (Consoli et al., 2024)



2.6. Sejtvonalak jellemzoi

2.6.1. MIA PaCa-2 sejtvonal

A hasnyalmirigy rosszindulati daganatos megbetegedése egyes elérejelzések szerint 2030-ra a
tiidorak utan a rosszindulatu megbetegedések kovetkeztében bekdvetkezd halalozasok masodik
vezetd oka lesz a nyugati orszagokban (Rahib et al., 2014). Ennek hatterében feltehetden a késoi
diagnozis all, mivel kevés eldzetes tlinet jelentkezik, miel6tt a betegség elérehaladott stadiumba
keriil. Bar az utobbi években torténtek eldrelépések az elvaltozasok felismerésének ¢€s
kezelésének technikdjaban, a hasnydlmirigyrdk otéves tulélési ardnya még mindig csak 9%

(Girolimetti et al., 2024).

A MIA PaCa-2 sejtvonalat Yunis és munkatarsai hoztdk 1étre egy 65 éves kaukazusi férfi
daganatszovetébdl, aki 6 honapja tartd, visszatérd hasi fajdalommal jelentkezett a korhdzban.
A feltaras soran egy nagy tumoros tomeget talaltak, melybdl tobb biopsziat vettek szdvettani
vizsgélat, valamint szOvettenyésztés céljabol. Az érintett beteg a hasnyalmirigy egyik
leggyakoribb formajaban, PDAC (pancreatic ductal adenocarcinoma) adenokarcindmaban

szenvedett (Yunis et al., 1977).

2D tenyésztési koriilmények kozott az adherens sejtek kerek és orso alaki morfologiat egyarant
mutatnak, illetve a feliiliszoban kerek lebegd sejtek is megtalalhatoak. A MIA PaCa-2 sejteket
széles korben alkalmazzdk a PDAC karciongenezisének, metasztdzisdnak ¢és

gyogyszerrezisztencidjanak vizsgalatara (Sasaki et al., 2020).

2.6.2. HT-1080 sejtvonal

A HT-1080 egy human epithelialis fibroszarkoma eredetli sejtvonal, melyet 1972-ben izolaltak
egy 35 éves feérfibol vett mintabol (Rasheed et al., 1974). 2D tenyésztési koriilmények kozott

az adherens sejtek epitelialis morfologiat mutatnak, a sejtvonal aktivalt NRAS mutaciot hordoz.

Az NRAS a KRAS-sal ¢s HRAS-sal egyiitt a human rat sarcoma (ras) gének koz¢ tartozik.
Géntermékeik GTP-az fehérjék, melyek 4ltaldban a plazmamembran belsé oldaldhoz
asszocialva taldlhatéak meg ¢és szerepet jatszhatnak a sejtosztodds szabalyozéasaban
(Downward, 2003). Ezek a fehérjék Ras fehérjékkel kotddve képesek kiilonb6zo enzimeket

aktivalni és igy kifejteni jelatviteli hatasukat.

A ferroptozist eloszor a HT-1080 sejtvonalon, 2012-ben irta le a Brent Stockwell altal vezetett
kutatocsoport (Dixon et al., 2012), mikdzben ras mutans tumorellenes szereket kerestek, emiatt

a sejtvonalat igen gyakran alkalmazzak ferroptdzissal kapcsolatos kutatasokban.
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3. CELKITUZES

Régota ismert, hogy az erds oxidativ stressz a sejt olyan mértékii kdrosodasat okozza, amely
végsO soron programozott, vagy nem programozott sejthalalhoz vezet. Bar szamos anyag
egymashoz igen hasonlé reaktiv oxigén szarmazék képzddést, oxidativ stresszt valt ki, ez mégis
a sejthalal igen kiillonb6z6é formajanak aktivalodasahoz vezet. Az stresszes allapot indukalta
sejthalal kontrollaldsa kivanatos, mivel szamos betegség patomechanizmuséban szerepet
jatszik a talzott mértékti oxidativ stressz kivaltotta sejthaldl (neurodegenerativ betegségek,
diabetes, veseelégtelenség, kardiomiopatia), ugyanakkor a tumorsejtek fokozott oxidativ
stressz érzékenysége miatt az oxidativ stresszt kivaltdé anyagok fontos terdpias szerepet is

jatszhatnak.

Kutatoécsoportunk korabban vizsgalta a farmakoldgiai aszkorbat, a rezveratrol és a klorokin
citotoxikus hatasat kiilonb6zé KRAS mutaciot hordozé PDAC sejtvonalakon. Megallapitottuk,
hogy a harom kezeldszernek szinergikus citotoxikus hatdsa van a vizsgalt sejtvonalakon. Mind
a farmakoldgiai aszkorbat, mind a rezveratrol kettds szali DNS-toréseket okozott, azonban a

két kezeldszer altal kivaltott sejthalal folyamata eltéronek tlinik.

Jelen kutatds célja a szinergikus citotoxikus hatds hatterében 4all6 mechanizmus tovabbi
tanulmanyozéasa volt, amelyhez a fent emlitett kezeldszerek okozta hatdsokat és sejthalal
mechanizmusokat vizsgaltuk és hasonlitottuk dssze tovabbi ismerten oxidativ stresszt kivalto

szerekkel, mint a menadion, az RSL3 és a H>Oa.

Mivel a H202 képzddését, és az ezt kovetd Fenton-reakciot tartjak leginkdbb feleldsnek a nagy
doézistt aszkorbat citotoxicitasaért, szerettik volna ennek a két 4agensnek a hatdsat

Osszehasonlitani, illetve az altaluk kivaltott Fenton-reakciot részletesebben kortiljarni.
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4. MODSZERTAN

4.1. Sejtfenntartas

A kisérletekben hasznalt MIA PaCa-2 ¢és HT-1080 sejtvonalakat az ATCC (American Type
Culture Collection) iranyelveinek megfelelden tartottuk fenn. A sejteket termosztatban (Thermo
Scientific Forma™ Series II 3111) inkubaltuk, 37 °C-on, 5% CO; tartalom és 100% relativ
paratartalom mellett. A hasznalt tdpoldat MIA PaCa-2 sejtvonal esetén: Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) — High Glucose (Sigma-Aldrich®, D0819), melyet 10% fotalis
marha szérummal (FBS, Sigma-Aldrich®), valamint 2,5% l6szérummal (Gibco™, 16050130)
egészitettlink ki. A hasznalt tapoldat HT-1080 sejtvonal esetén: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) — High Glucose (Sigma-Aldrich®, D0819), melyet 10% fotalis marha
szérummal (FBS, Sigma-Aldrich®) egészitettiink ki. A sejteket a 100%-os konfluencia elérése

elott passzaltuk, altalaban 1:6 és 1:8 aranyban.

4.2. Eletképesség mérés MTT-assay alkalmazasaval

A sejtek életképességének vizsgalatdhoz MTT assay-t alkalmaztunk, ami egy kolorimetrias
elven alapulo eljaras. Az ¢ép sejtek mitokondriumai a sarga 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolium-bromid (MTT) festéket dehidrogenazaik segitségével lila szinli, vizben
oldhatatlan formazanna alakitjak (16. abra). A kristalyok DMSO-ban torténd feloldasa utan a
szinvaltozas fotometrids méréssel szamszerlsithetd, és az oldott formazan mennyisége aranyos

az ¢életképes sejtek szamaval.

A sejteket a kezelés elott 24 oraval egy 96 well-t tartalmazo sejttenyésztd plate-re tiltettiik ki a
MIA PaCa-2 sejtvonal esetén 30 ezer sejt/well koncentracioban, mig a HT-1080 sejtvonal esetén
20 ezer sejt/well koncentracioban, komplett tapoldatban. A tapoldatot lecseréltiik — a 24 6rés
médiumra, majd meghatarozott kezelési ideig, 24 oraig inkubaltuk a sejteket. A kezelési 1d6
lejarta utan kétszer mostuk PBS-sel a plate-t, majd a wellekhez az 5 mg/ml MTT festékkel
(Sigma-Aldrich®) kiegészitett PBS €s a médium 1:10 aranyt elegyét adtuk hozza, és 45 percig
inkubaltuk, amig a lila formazan szemmel lathatoan megjelent. Ezt kovetden 100 pl/well
DMSO-ban feloldottuk a képzddott kristalyokat, melyek mennyiségét abszorbancidjuk

mérésével (570 nm-en) egy Thermo Fisher Scientific™ Varioskan™ LUX multimode
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microplate reader késziilékkel hataroztuk meg. A kapott abszorbancia értékeket a 680 nm-en

mért hattérrel utodlag korrigaltuk.
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16. dbra: Az MTT, valamint a belle képzddd formazan szerkezete (Https.//Theory.Labster. Com/Mtt-Assay/)

4.3. Feheérjeizolalas és fehérjekoncentracido meghatarozasa

A sejtek feltarasahoz — 1 mM PMSF-t (Sigma-Aldrich®, 78830), protedz- (Sigma-Aldrich®,
P8340), valamint foszfataz-gatlészer koktélt (Sigma-Aldrich®, P5726) tartalmazdé —
kiegészitett RIPA puffert (150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM Tris pH=8,0) hasznaltunk. A
mintakat a RIPA puffer hozzdadéasa utan 30 percig jégen inkubaltuk, majd 14000 g-n, 4 °C-on,
15 percig centrifugaltuk, és a feliiliszoban 1évo fehérjemennyiséget a Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific™) segitségével hataroztuk meg, a kit-ben megadott

modon.

4.4. DNS karosodas vizsgalata Western Blot technikaval

A gélelektroforézishez a fentebb leirt modszerrel izolalt fehérje mintdkhoz 10%
merkaptoetanollal kiegészitett loading puffert (NuPAGE™ LDS Sample Buffer - Thermo
Fisher Scientific™, NP007) adtunk, megfeleld higitdsban. Az elvalasztast ezt kovetéen SDS-
PAGE moddszerrel, Mini Gel Tank (Thermo Fisher Scientific™, A25977) segitségével, MOPS
(NuPAGE™ MOPS SDS Running Bufter - Thermo Scientific™, NP001) futtaté pufferben, Bis-
Tris 4-12%-o0s gradiens akrilamid gélen (NuPAGE™ Bis-Tris Mini Protein Gels - Thermo
Fisher Scientific™, NP0336) végeztiik el. A szétvalasztott fehérjéket a gélbdl egy nitrocelluloz
membranra vittiik & Power Blotter System (Thermo Fisher Scientific™, PB0013) ¢és Power

Blotter 1-Step™ Transfer Buffer (Thermo Fisher Scientific™, PB7100) hasznalataval. Ponceau
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S (Thermo Fisher Scientific™, BP103) festéket alkalmaztunk a transzfer hatékonysaganak
ellendrzésére, majd kimostuk a membranb6l TBS-Tween (TBS puffer, 0.1% Tween® 20
detergens) segitségével, és 1 o6ran at 5% TBS-Tween pufferben oldott zsirmentes tejben
blokkoltuk az aspecifikus kotéhelyeket. Az elsddleges antitesteket a megadott mértékben
higitottuk 1% TBS-Tween pufferben oldott zsirmentes tejben, majd a jeldlt membranokat 4 °C
hémérsékleten, egy €jszakéan at razattuk. A kdvetkezé nap a membrant haromszor 15 percig
mostuk TBS-Tween pufferrel, majd 1 o6rdig jeloltik a masodlagos antitesttel,
szobahOmérsékleten razatva (17. abra). Ezutan a membrant haromszor 15 percig mostuk TBS-
Tween pufferrel. A lathatova tételhez a Clarity™ ECL- Western Blotting Substrate
kemilumineszcencia detektalo kitet (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, 170-5060), valamint a
VWR™ Imager Chemi Premium géldokumentécios rendszert, illetve VWR™ Image Capture
Szoftvert (verzid: 1.6.1.0) alkalmaztunk. Belsé kontrollként a GAPDH fehérje megjelenését

néztuk.

Az alkalmazott elsddleges antitestek: Phospho-Chkl (Ser345) (CST®, #2348, 1:250),
Phospho-Histone H2A.X (Ser139) (CST®, #9718, 1:500), GAPDH (CST®, #5174, 1:1000),
PARPI Rabbit PolyAb (Proteintech®, 13371-1-AP, 1:500)

Az alkalmazott masodlagos antitest: Goat Anti-Rabbit IgG (Proteintech®, 00001-2, 1:2000)
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17. abra: Western Blot technika (Mishra et al., 2017)

4.5. Sejtciklus meghatarozas aramlasos citometriaval

A sejtciklus meghatarozas mérésének elve azon alapszik, hogy az alkalmazott FxCycle™

PI/RNase Staining Solution (Thermo Fisher Scientific™, F10797) kit-ben talalhato

36



fluoreszcens festék, a propidium-jodid (PI) képes kotddni a sejtekben talalhaté DNS-hez, igy
gerjesztés hatdsara a sejt DNS-tartalméval ardnyos jelet ad. Tekintve, hogy a kiilonb6zo
sejtciklusokban (G0/G1, S, G2, M) a sejtekben talalhaté DNS mennyisége eltérd, az emisszid
mérésével meghatarozhatd, hogy a sejtek melyik sejtciklusban vannak, igy az is, hogy az adott

kezeldszer hatasara, melyik sejtciklusban ragadtak meg a kontrollhoz képest (18. abra).

A sejteket egy 6 well-t tartalmazd plate-re iiltettiik ki 1 millio sejt/well mennyiségben, majd 24
ora eltelte utan kezeltiilk a vizsgalt agenssel. A 24 oras kezelés lejarta utdn a médiumot
eltavolitottuk, kétszer mostuk PBS-sel, majd tripszinnel levalasztottuk a sejttenyésztd plate-rol
a letapadd6 MIA PaCa-2 sejteket. Végiil reszuszpendaltuk oOket komplett tapoldatban, a
szuszpenzié 100 pl-éb6l CytoFLEX™ (Beckman Coulter™, Brea, CA, USA) aramlési
citométer segitségével meghataroztuk az életképes sejtek szamat. Ezutan 100 ezernyi sejtet
tartalmazd szuszpenzidhoz 500 pl PBS-t adtunk, majd 3 percig 300 g-n centrifugéltuk. A
feliiliszo leszivasa utdn a mintakat 70%-os hideg etanolban reszuszpendaltuk, és 30 percig
jégen inkubaltuk, igy fixdlva a sejteket. A fixalt sejteket ezt kdvetden Ujra centrifugaltuk 3
percig 1000 g-n, majd a feliiluszo eltavolitasat kovetden FxCycle reagenst adtunk a mintakhoz,
¢és 30 percig fénytdl védve, szobahémérsékleten inkubdltuk Oket. A sejtciklusokat a DNS-
tartalom alapjan a sejtszam meghatarozashoz is hasznalt CytoFLEX aramlési citométerrel, PI
fluoreszcens festék PerCP-csatornan valo (gerjesztés: kék 1ézerrel (488 nm) emisszio: 690/50

nm) emissziojanak detektalasaval hataroztuk meg.
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18. abra: Sejtciklus vizsgalatok aramlasos citométer segitségével

4.6. ROS ¢és lipidperoxidacio szintjének meghatarozasa aramlasos
citometriaval

A kezelések hatasara a sejtekben termelddott ROS mennyiségét szintén CytoFLEX aramlasos

citométerrel vizsgaltuk. Ehhez kétféle fluoreszcens festék 4llt rendelkezésiinkre, a
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diklorfluoreszcein (DCF, Thermo Fisher Scientific™) ¢s a BODIPY™ 581/591 C11 (Thermo
Fisher Scientific™). El6bbi miikddésének elve azon alapszik, hogy a prekurzor formaban a
sejtekbe bejutdé DCF csak a ROS-altali (hidrogén-peroxidra érzékeny) oxidacidjanak hatasara
alakul at fluoreszcens formdjava, igy a detektalt emisszid6 mértéke a képzodott ROS
mennyiségével aranyos. Ezzel szemben a BODIPY™ 581/591 egy olyan festék, ami a lipid-
peroxidacio sordn keletkezd hidroxil- és peroxil-gyokok mérésére specifikus. Kiilonlegessége,
hogy az eredeti és a ROS-éltal oxidalt formédja eltérd hullamhosszon emittal, igy ez az eltolodas

lehetové teszi a ROS altal okozott oxidativ karosodas vizualis és kvantitativ kovetését.

A sejteket 24 oraval a mérés elott egy 24 well-t tartalmazo plate-re iiltettiik ki, 250 ezer sejt/well
mennyiségben. A kezelés el6tt a sejteket 30 percig, 37°C-on eldinkubaltuk a festékekkel, ezeket
higitva, DCF esetén 5 uM, a BODIPY esetén 2 uM végkoncentracioban adtuk a médiumhoz.
Ezt kovetden a festékes tapoldatot leontottik, és lecseréltik a megfeleld kezeldszerrel
kiegészitett tapoldatra. A kezelési id0 lejarta utan kétszer mostuk PBS-sel, majd feltripszineztiik
a sejteket, és komplett médiumban reszuszpendaltuk dket. Végiil a szuszpenzidkbol 100 pl
mennyiséget atraktunk egy U-plate-re, ¢s CytoFLEX aramlasi citométer segitségével, FITC-
csatornan (gerjesztés: kék lézerrel (488 nm) emisszio: 525/40 nm) mértiikk a festékek

emisszidjat.

47. ATP ¢és NAD" mennyiség meghatarozasa HPLC-UV/Vis
technikaval

A sejteket 6 well-t tartalmazé plate-re iiltettiik ki a kezelés elott 24 6raval, 1 millié sejt/well
mennyiségben. Ezt kovetden a megadott kezelési ideig inkubaltuk a vizsgalt szerrel kiegészitett
médiumban a sejteket, majd kétszer mostuk PBS-sel, végiil feltripszineztiik dket. Komplett
tapoldat hozzaadasaval ledllitottuk a tripszint, majd 100 pl szuszpenziobol éaramlasi
citométerrel sejtszamot mértiink. Ezutan a sejteket lecentrifugaltuk (3 percig, 500 g-n), majd
150 ul 5%-os szulfo-szalicilsavban (SSA) reszuszpendaltuk a pelletet. 15 perc jégen inkubalast
kovetden eppendorf centrifuga maximalis fordulatszaman (13700 rpm, 21194 g), 4 °C-on, 5
percig centrifugaltuk a mintakat, és a feliiliszot j eppendorf csdvekbe helyeztiik, 50 pul 3 M
mennyiség meghatarozasat HPLC technikdval az egyik kollégam végezte el. Ennek soran az
eltett feliiliszokbol egy Waters 2690 HPLC késziilék, ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 uym

atlagos szemcsedtmérdjli, 2,1 x 50 mm-es oszlop és egy PDA detektor segitségével kertilt
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elvalasztasra a mintak NAD" tartalma, valamint egy OOB-4760-YO Luna Omega 3 pm étlagos
szemcseatmérdji Polar C18, 50 x 3,0 mm-es oszlop segitségével a mintdk ATP tartalma.
Yoshino, J., & Imai, S. és Juarez-Facio, A.T. et al. altal leirt protokollok alapjan (Juarez-Facio

etal., 2021; Yoshino & Imai, 2013).

4.8. Kaszpaz aktivitds meghatarozasa fluoreszcens szubsztrattal

A kaszpaz-3 enzim aktivitdsat egy fluoreszcens Kaszpaz-3 assay kit (Sigma-Aldrich®,
CASP3F) segitségével vizsgaltuk. A mérés a kaszpaz-3 enzim szubsztratjanak, az acetil-Asp-
Glu-Val-Asp-7-amido-4-metil-kumarin  (Ac-DEVD-AMC) peptidnek az alkalmazasan
alapszik, melybdl az enzim altali hidrolizis soran egy fluoreszcens rész — 7-amino-4-metil-
kumarin (AMC) — szabadul fel. A reakcidt fotometridsan kovetve, a mért fluoreszcencia

novekedésének mértéke aranyos lesz a kaszpaz-3 enzim aktivitasaval.

A sejteket tripszinnel levalasztottuk, majd 0Osszeszuszpendaltuk, és 3 percig 500 g-n
centrifugaltuk. Ezt kovetéen a kit utmutatisa szerint elkészitett Assay pufferben
ujraszuszpendaltuk a leiilepitett sejteket, és az igy kapott mintdkat néhany napig -80 °C-on
taroltuk. A mérés soran a korabban elOkészitett minta egy részét eldinkubaltuk 100 pM
Kaszpaz-3 gatloszerrel (Ac-DEVD-CHO), majd hozzaadtuk a szubsztratos Assay puffert a
gatloszeres ¢és a gatloszert nem tartalmazd mintdkhoz is gy, hogy a szubsztrat
végkoncentracidja a reakcidelegyben 16,67 uM legyen. Miutan mindegyik mintaba belekertilt
a szubsztrat, azonal elinditottuk a fluoreszcencia mérést, 10 percenként, 1 6ran keresztiil. Ennek
detektalasdhoz 360 nm-en gerjesztettiik az AMC molekulét, €s 460 nm-en mértiik az emissziot.
Az eredmények kiértékelése soran a kezdeti linedris szakaszban kapott pontokra illesztett

egyenesek meredekségeit hasonlitottuk dssze a kontroll és a kezelt mintak kozott.

4.9. Statisztika

A statiszikai kiértékeléseket (kétmintéds t-proba, kétfaktoros, tobbfaktoros ANOVA, post-hoc
Dunnett-teszt vagy nem paraméteres Kruskal-Wallis-préba) Microsoft Excel vagy TIBCO®

Statistica™ program segitségével végeztik.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kutatocsoportunk korabban vizsgalta a farmakologiai aszkorbat (Ph-ASC), rezveratrol (RES),
klorokin (CQ) citotoxikus hatéasat kiilonb6zé6 KRAS mutaciot hordozé6 PDAC sejtvonalakon.
Megallapitottuk, hogy a harom kezeldszernek szinergikus citotoxikus hatdsa van a vizsgalt
sejtvonalakon és a CQ altal kivaltott (szinergikus) citotoxicitds az autofagia gatld hatasatol
fliggetlennek bizonyult, tovabba ugy tlinik, hogy apopt6zistol és nekroptozistol eltérod sejthalalt
valt ki. Mind a farmakolégiai aszkorbat, mind a rezveratrol kettds szalu DNS-toréseket okozott,
de a két kezelészer mechanizmusa eltéré lehet. Ugy tiinik, hogy a rezveratrol altal kivaltott
sejthalal fiiggetlen a reaktiv oxigén szarmazékok keletkezésétdl, az antioxidans N-acetil-
cisztein (NAC) nem tudta kivédeni a citotoxikus hatast és jelentds kaszpaz-3/7 aktivitas
novekedéssel jart. Ezzel szemben a farmakoldgiai aszkorbat altal kivaltott sejthalal erés ROS-
fliggést mutatott, a NAC kivédte a citotoxikus hatast, de kaszpaz-fiiggetlennek bizonyult. Ezen
kiviil a RES igen jelentds mértéki sejtciklus-leallast okozott, mig a Ph-ASC nem, vagy csak

kis mértékben (Makk-Merczel et al., 2024).

Kutatasaink célja a szinergikus citotoxikus hatds hatterében 4all6 mechanizmus tovabbi
tanulméanyozéasa volt, amihez a fent emlitett kezeldszerek okozta hatdsokat és sejthaldl
mechanizmusokat vizsgéltuk és hasonlitottuk 0ssze tovabbi ismerten oxidativ stresszt kivaltd
szerekkel, mint a menadion, RSL3 és a H>O,. Mivel a H>O, képzddését, és az ezt kvetd Fenton-
reakciot tartjak leginkabb feleldsnek a nagy dozisu aszkorbat citotoxicitasaért, szerettiik volna
ennek a két agensnek a hatdsat 6sszehasonlitani, illetve az altaluk kivaltott Fenton-reakciot
részletesebben koriiljarni. Fenton-reagenssel (H202 + FeSO4) kezeltiink 24 6ran keresztiil MIA
PaCa-2 sejteket, és meghataroztuk MTT-assay segitségével az ¢letképességeket. A mérések
soran nem tapasztaltunk kiilonbséget dnmagaban H>O2 és H2O», valamint FeSO4 egylittes
alkalmazasa kozott, igy feltételeztiik, hogy az alkalmazott tdpoldatban jelenlévd vas mennyiség
(0.25 uM) elegendd a Fenton-reakcid lejatszodasdhoz, ily modon a késdbbiekben a H>O»
kezelést onmagaban alkalmaztuk. Vizsgaltuk a kezeldszerek citotoxicitasat, DCF és BODIPY
festékekkel a ROS-termelést és a lipidperoxidaciot, sejtciklusra vald hatasukat, valamint

Osszehasonlitottuk a DNS karosité és a sejtek bioenergetikajara gyakorolt hatasukat is.

Ezen kezeldszerek mindegyike szignifikans csokkenést okozott a mért életképességekben. A
kiilonb6z6 koncentracidja Ph-ASC, CQ, RES, RSL3, H>O> és menadion kezelések hatasarol
készitett mikroszkopos felvételek latvdnyos morfoldgiai véltozésokat (sejtek méretének

csokkenése, sejttenyésztd feliiletrdl valo levalas) mutattak (19. abra).
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15 pM menadion 20 pM menadion 30 pnM menadion

19. abra: A Ph- ASC, CQ, RES, RSL3, H:0: és menadion sejtek morfologiajara és életképességére gyakorolt hatdsa.
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5.1. A ROS lehetséges szerepének vizsgalata Ph-ASC, CQ, RES,
menadion, RSL3 és H,O, kivaltotta citotoxicitasban

A Ph-ASC ROS-termelést fokoz6 hatasa az irodalomban régota bizonyitott (Fukui et al., 2015;
Letelier et al., 2010; Ldrincz et al., 2019; Makk-Merczel et al., 2024). Ezt alatamasztva,
méréseink sordn a Ph-ASC kezelést kovetden mind a ROS-termelést, mind a lipidperoxidaciot
ki tudtuk mutatni MIA PaCa-2 sejteken (20. abra A, B). A farmakolodgiai aszkorbattal
szinergikus toxikus hatast mutatd rezveratrol kezelés esetében, korabbi N-acetil-ciszteinnel
végzett €letképességi méréseink soran a RES toxikus hatdsa ROS-fliggetlennek bizonyult
(Makk-Merczel et al., 2024). Bar jelen munkank soran kimutattuk a ROS-szint emelkedését
RES kezelés hatasara (20. abra E), tekintve, hogy a sejtek életképességét az antioxidans NAC
nem befolyasolta, citotoxikus hatdsanak hatterében feltehetéen mas mechanizmus 4ll. Szerettiik
volna a harmadik, Ph-ASC-tal és RES-lal szinergiat mutato CQ kezelést is ROS-termelés
szempontjabol tanulmanyozni. Eredményeink azt mutatjak, hogy sem a fokozott ROS-
képzddés, sem a lipidperoxidacié nem jatszik szerepet a CQ kezelés kivaltotta sejthalalban (20.
abra G, H), igy vélhetéen a Ph-ASC, RES ¢és CQ citotoxicitdsa nem a fokozott ROS-képzés

révén szinergikus.

Irodalmi adatok alapjan a K vitamin szarmazék menadion sejtpusztitdé hatdsdban a képz6dd
ROS-ok fontos szerepet jatszanak, tekintve, hogy kinon részének redox-ciklusan keresztiil
szamos reaktiv oxigénszarmazeék (hidroxil és szuperoxid gyok, H»02) keletkezéséhez
hozzajarulhat (Dasari et al., 2017; Gul et al., 2022; Woods et al., 1997). Xiaoyuan Ren ¢s
munkatarsai a klinikai vizsgalat alatt all6 kombinalt aszkorbat-menadion kezelést is
tanulmanyoztdk munkajuk soran. Azt tapasztaltak, hogy az aszkorbat:menadion (500:5 uM)
kezelés hatasara a sejtekben mért ROS-szintek emelkedtek, és a lipidperoxidacio is
szignifikansan fokozodott (Ren et al., 2019). Kutatasunk soran mi is meg tudtuk erdsiteni MIA
PaCa-2 sejteken Xiaoyuan Ren €s tarsai eredményét, a menadion kezelés hatasara bekovetkezd

ROS-termelddést, valamint lipidperoxidaciot (20. abra K, L).

Az RSL3 kezelés esetében — az irodalmi adatok alapjan varttal ellentétben (Consoli et al., 2024;
Liyuan Wang, 2020) — a ferroptdzisra jellemz6 lipidperoxidaciot nem tudtuk szignifikdnsan

kimutatni MIA PaCa-2 sejteken (20. abra I, J).

Erdekes modon, annak ellenére, hogy a Ph-ASC citotoxikus hatasat a keletkezé HoO»-nak
tulajdonitjak, H>O» kezelés hatasara nem mértiink fokozott lipidperoxidaciot (20. abra C, D).

Ugy véljiik, hogy ennek magyarizata a két molekula tulajdonsagai kozti kiilonbségben
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keresendd. Tekintve, hogy a H2O:2 egy igen bomlékony anyag, mely szdmos antioxidans
enzimnek ki van téve, elképzelhetonek tartjuk, hogy a farmakoldgiai aszkorbat képes lehet bar

kisebb mértekii, de folyamatosabb oxidativ stresszes allapotot fenntartani a sejtekben.
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20. abra: Oxidativ stressz mérésére alkalmazott DCF és BODIPY festékek mért fluoreszcenciaja
(A4 keletkez6 ROS mennyiségét a sejtek 1 oras kezelését kovetéen fluoreszcens DCF és BODIPY festékek segitségével,
aramldsos citométerrel mértiik. Az alabbi abrak reprezentativak, harom parhuzamos mérés koziil).

5.2. Ismert sejthaldlfolyamatok lehetséges szerepének vizsgéalata Ph-
ASC, CQ, RES, menadion, RSL3 kivaltotta citotoxicitaisban MIA
PaCa-2 ¢s HT-1080 sejteken

A kivaltott sejthalalfolyamatok vizsgélata érdekében a MIA PaCa-2 sejtvonalat a Ph-ASC, CQ,
RES, menadion és RSL3 mellett ismert ferroptozis gatloszerekkel (ferrostatin-1, liproxstatin-
1), valamint egy nem-enzimes antioxidanssal (N-acetil-cisztein, NAC) kombindltan is kezeltiik.
A CQ és aRES kezelések esetén a NAC nem volt képes kivédeni a citotoxikus hatast (21. abra),
mig Ph-ASc, H>O» (24. abra), menadion (22. abra) és RSL3 (22. abra) kezelések esetén képes
volt teljes mértékben kivédeni a sejthalalt, még az olyan nagy dozisu kezelések esetén is,
amelyek minimalisra csokkentették a sejtek életképességét (22. abra, 24. abra).
Kutatocsoportunk kordbbi munkajat, melynek sordn a rezveratrol citotoxikus hatdsa ROS-
fiiggetlennek bizonyult (Makk-Merczel et al., 2024), jelen mérésiink is alatamasztja. Ezek az
eredményeink is megerdsitik, hogy a CQ és a RES citotoxikus hatasa hatterében feltehetéen
nem a fokozott ROS-termelés 4ll. Annak ellenére, hogy keletkezik ROS a RES kezelés hatasara,
a citotoxicitasanak nem, vagy nem csak ez az oka, hiszen az antioxidans kezelés nem védi meg

a sejteket a sejthalaltol.

Ezzel szemben a CQ-nal és RES-lal bizonyitottan szinergikus citotoxikussagot mutat6 Ph-ASC
sejthalalt kivalté hatdsdban a ROS-termelés (H202, OH') fokozasanak képessége is szerepet
jatszik, melyet szamos kutatocsoport vizsgalt (Letelier et al., 2010; Lorincz et al., 2019; Makk-
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Merczel et al., 2024). Masayuki Fukui és munkatarsai is megerdsitették kisérleteik soran MIA
PaCa-2 sejteken a Ph-ASC H»0: képzés révén kivaltott antitumor hatasat, mely katalaz
adagolasaval felfiiggeszthetének bizonyult (Fukui et al., 2015). Eredményeink azt mutatjak,
hogy az antioxidans tulajdonsagokkal bir6 NAC szignifikdnsan kivédte a Ph-ASC okozta
sejthalalt (24. abra), ez is bizonyitja citotoxicitdsdban a fokozott ROS-képzés kozponti
szerepét. Figyelembe véve a harom szinergikus hatasu kezeldszer (Ph-ASC, CQ, RES) NAC
hozzaadésra adott eltéré valaszat, szinergikus toxikus hatdsukat feltehetéen nem a reaktiv

oxigén szarmazékok fokozott termelése révén fejtik ki.
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21. abra: Eltéré koncentrdacioju CQ, RES kezelések hatisa MIA PaCa-2 sejtek életképességeére: 24 oras, 150-200 uM-os CQ,
és 200-300 uM-os RES kezelés, illetve 10 uM Fer-1, 500 nM Lipr-1 és 3mM NAC hozzaadasa utan MTT-assay segitségével
meghatdroztuk az életképességet. Az abrazolt értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos életképességi értékek
(atlag +/- szoras, n=3) *: szignifikans eltérés (életképesség csokkenés) (0,05 >p) a kezeletlen kontrolltol, #: szignifikans
eltérés (életképesség ndvekedés) adott kezeléshez képest (0,05 >p).

Sem a Fer-1, sem a Lipr-1 nem tudta kivédeni MIA PaCa-2 sejteken a Ph-ASC, CQ, RES, H>0»,
RSL3 és menadion kezeldszerek citotoxikus hatasat (21. abra, 22. abra, 24. abra), feltehetéen
ezek tehat nem a ferroptdzis, hanem mas sejthalal ttvonalak aktivalasaban jatszhatnak szerepet.
Az ismert ferroptozis induktor RSL3 esetén azonban ez a megfigyelés az irodalommal szemben
(Consoli et al., 2024; Liu et al., 2020; Liyuan Wang, 2020) ellentmondésos eredményre vezetett,
emiatt felmertilt benniink, hogy az alkalmazott MIA PaCa-2 sejtvonalon az RSL3 az irodalmi

adatok alapjan varttal ellentétben nem ferroptozist valt ki.

Zekun Lu és munkatarsai foglalkoztak a hasnyalmirigy tumorokban, igy MIA PaCa-2 sejtekben

is gyakran fokozottan expresszalt set domain containing 8§ (SETD8) hiszton-metiltranszferaz
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enzimmel, amelyrdl Gigy tartjak, hogy az oxidativ stressz Gitvonalak modulalasaval gatolhatja a
ferroptozist. Eredményeik azt mutattdk, hogy a SETDS8 hozzajarult a MIA PaCa-2 sejtek GSH-
szintjének noveléséhez, emellett csokkentette az indukalt lipidperoxidacid mértékét.
Elcsendesitett SETDS sejtekben azonban RSL3-induktor hatasdra fokozddott a
lipidperoxidécio, csokkent a GSH-szint, és a ferroptozis gatld Fer-1 is képes volt megndvelni a
sejtek életképességét. Zekun Lu és tarsai ugy vélik, ez a mechanizmus is 4allhat a
hasnyalmirigyrak rossz prognézisanak hatterében, igy a SETDS8-at egy potencialis terapias
célpontnak tartjak, hiszen funkcidjanak gatlasa ferroptdzist valthat ki, és elnyomhatja a tumor
novekedését (Lu et al., 2023). Kutatasuk dsszhangban lehet az altalunk kapott eredményekkel,

miszerint a MIA PaCa-2 sejtvonalon RSL3-mal nem indukalhato ferroptozis.
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os menadion, 1-7,5 ug/ml RSL3 kezelés, illetve 10 uM Fer-1, 500 nM Lipr-1 és 3mM NAC hozzaadasa utan MTT-assay
segitségevel meghataroztuk az életképességet. Az abrazolt értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos
életképességi értékek (atlag +/- szoras, n=3) *: szignifikans eltérés (életképesség csokkenés) a kezeletlen kontrolltol (0,05
>p), #: szignifikans eltérés (életképesség novekedés) adott kezeléshez képest (0,05 >p).

Ezen megfontolasok alapjan a késObbiekben a ferroptozissal foglalkozd vizsgalatainkhoz a
fibroszarkéma eredetii HT-1080 sejtvonalat hasznaltuk, amelyen a ferroptdzis jelenségét
elészor leirtak. Menadion kezelés hatasara novekedést tapasztaltunk mind a ROS, mind a
lipidperoxidécio szintjében, ami felvettette a ferroptozis érintettségét a menadion kivaltotta
sejthalalban. Azonban a ferroptozis érzékeny HT-1080 sejtvonal esetében sem voltak hatasosak
menadion kezelés esetén az alkalmazott specifikus gatloszerek (23. abra). Mindezen

megfigyelések alapjan a menadion citotoxicitdsanak hatterében feltehetéen nem a ferroptozis
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all. Az antioxiddns NAC képes ellenstlyozni a menadion citotoxikus hatasat, ami arra utal,
hogy az oxidativ stressz kulcsszerepet jatszik az altala kivaltott sejthaldlban. A menadion altal

kivaltott sejthaldl ebben a tekintetben jelentés mértékben hasonlit a Ph-ASC indukalta

sejthalélra.
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kezelés, illetve 10 uM Fer-1, 10 uM a-tokoferol és 50 uM Z-vad-FMK inhibitor hozzdaadasa utan MTT-assay segitségével
meghatdroztuk az életképességet. Az abrazolt értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos életképességi értékek
(atlag +/- szoras, n=3) *: szignifikans eltérés (életképesség csokkenés) (0,05 >p) a kezeletlen kontrolltol, #: szignifikans
eltérés (életképesség ndvekedés) adott kezeléshez képest (0,05 >p).

Tekintve, hogy az ASC és a H>O» is ismerten az oxidativ stressz fokozasa révén képesek
sejthalalt kivaltani, nem meglepd, hogy a NAC hozzaadasa szignifikdnsan kivédte mindkét
agens citotoxikus hatasat. A Fenton-reakcio alaposabb megértésére iranyuld méréseink
eredményei azt mutattak, hogy a FeSO4 (100 uM-1 mM) hozzdadasa nem erdsitette a H,O»
citotoxikus hatasat. Ezek tiikrében arra jutottunk, hogy az MTT-assay eredményei mogott az
allhat, hogy a Fenton-reakci6 végbemeneteléhez alapvetden elegendd a kisérleti sejtekben,
tapoldatban jelen 1évQ vas, igy a pluszban hozzaadott FeSO4 nincs kiilondsebb hatassal a H>O:
kezelés soran lejatszodd reakciora, igy a mérésekhez FeSOs nélkiili H2O:» kezelést

alkalmaztunk.

Kutatocsoportunk korabbi munkéja sordn leirtuk, hogy az ASC, CQ toxikus hatasat sem az
apoptozis gatld Z-vad-FMK, sem a nekroptézis inhibitor Necrostatin-1 (Nec-1) nem tudja
kivédeni (Makk-Merczel et al., 2024). Ujabb kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy menadion

kezelés esetén, mely az irodalom alapjan képes apoptozist kivaltani (Gul et al., 2022; Laux &
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Nel, 2001), sem sikeriilt Z-vad-FMK segitségével megnovelni az MTT-assay soran mért
¢letképességet (MIA PaCa-2 ¢és a HT-1080 sejtvonal esetében sem), amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy nem, vagy nem csak apoptozist képes kivaltani a menadion kezelés

ezeken a sejtvonalakon.
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24. abra: Eltérc koncentraciojit ASC, H2O: kezelések hatasa MIA PaCa-2 sejtek életképességére: 24 oras 0,5-2 mM-os ASC,
illetve 150-500 uM-os H>O: kezelés, illetve 10 uM Fer-1, 500 nM Lipr-1 és 3mM NAC inhibitor hozzaaddsa utan MTT-assay
segitségevel meghataroztuk az életképességet. Az abrazolt értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos
életképességi értékek (atlag +/- szoras, n=3) *: szignifikdns eltérés (0,05 >p) a kezeletlen kontrolltol, #: szignifikans eltérés
(életképesség novekedés) adott kezeléshez képest (0,05 >p).

5.3. A kaszpaz-3 lehetséges szerepeének vizsgalata menadion kivaltotta
citotoxicitasban

Az apoptozis Utvonalanak jellegzetessége a kaszpazok, koztiik példaul a kaszpaz-3 aktivalodasa
(An et al., 2024; D’Arcy, 2019; Park et al., 2023). Kutatocsoportunk korabbi munkdja soran
kimutattuk, hogy a rezveratrol kezelés hatdsadra meért kaszpaz aktivitds a kontrollhoz képest
kozel tizszeresére emelkedett, mig ASC ¢és CQ kezelés hatasara nem aktivalodott a kaszpaz-3
enzim (Makk-Merczel et al., 2024). Méréseink soran a MIA PaCa-2 sejtek 24 6ras menadion
kezelése hatasara a kaszpaz aktivitds nem, vagy csak minimalisan emelkedett (25. abra), annak
ellenére, hogy a menadionrol az irodalom ugy tartja, hogy apoptézist képes indukalni (Laux &
Nel, 2001), azonban ez jelentésen fiigghet az alkalmazott sejtvonaltol (Gul et al., 2022).

Eredményeink alapjan a MIA PaCa-2 sejtvonalon a menadion nem indukal apoptdzist,
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legalabbis annak kaszpaz fiiggd formajat, hiszen nem tapasztaltunk kaszpaz-3 aktivitas
emelkedést, valamint a pan-kaszpdz inhibitor Z-vad-FMK sem tudta kivédeni a menadion

citotoxikus hatasat (23. abra).

9 Kaszpaz aktivitas
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25. dbra: Valtozasok a kaszpaz-3 aktivitasban 24 oras 15-30 uM menadion kezelés hatdasara MIA PaCa-2 sejteken. Az
dbrazolt értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szdzalékos értékek (atlag +/- szords, n=3), *: szignifikans eltérés (0,05
>p) a kezeletlen kontrolltol.

5.4. DNS karosodas szerepének vizsgalata CQ, menadion, H>O,,
valamint RSL3 kivaltotta citotoxicitasban MIA PaCa-2 sejteken

A H2A.X Ser139-en torténd foszforilacioja (YH2A.X), valamint a Chk1 foszforilacigja a DNS
kettdsszal torések (DSB-k) és a DNS-javitas inicializalasanak alapvetd 1épései (Matthias B.
Stope, 2021), igy a foszforilalt formdjuk mennyiségének ndvekedése a DSB-k megjelenésének

bizonyitékaként értékelhetd.

Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a Ph-ASC és a RES kezelések DNS karosodast
okoznak (Makk-Merczel et al., 2024) Kisérleteink sordan klorokin kezelés hatdsara is
megfigyeltilk a H2A.X hiszton és a Chk1 foszforilaciojat (26. abra, 29. dbra A, B), amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a CQ kezelés is okoz DNS karosodast. Mindezek alapjan konnyen
elképzelhetd, hogy a Ph-ASC, RES ¢és CQ kezelések esetében megfigyelt szinergikus

citotoxicitas hatterében ezen harom anyag DNS kérosodast kivalto hatasa allhat.

Menadion kezelés soran szintén bekovetkezett DNS karosodas, melyet mind a P-H2A.X és a

P-Chkl mennyiségének novekedése jelzett (27. abra, 29. abra C, D). A szintén oxidativ
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stresszt okozd H»O» és RSL3 kezelések hatdsara is megfigyeltiink DNS kérosodasra utalo
valtozasokat (28. abra ¢és 29. abra C, D).

A B
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26. abra: A P-Chk-1 (A) és P-H2AX (B) fehérjék expressziojanak aktivaloddsa 25-200 uM CQ kezelés hatasara MIA PaCa-2
sejteken (Teljes fehérje mintik Western Blot analizise 24 ords CQ kezelést kovetéen. Az alabbi abrak reprezentativak, harom
parhuzamos mérés koziil).
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27. abra: A P-Chk-1 (4) és P-H2AX (B) fehérjék expressziojanak aktivalodasa 15-30 uM menadion kezelés hatasdara
MIA PaCa-2 sejteken (Teljes fehérje mintak Western Blot analizise 24 érds menadion kezelést kovetéen. Az alabbi abrak
reprezentativak, harom pdrhuzamos mérés koziil).
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28. abra: A P-Chk-1 (4) és P-H2AX (B) fehérjék expressziojanak fokozodasa 150-250 uM H20:, valamint 2-5 ug/ml RSL3
kezelés hatasara MIA PaCa-2 sejteken (Teljes fehérje mintak Western Blot analizise 24 ords H20., RSL3 kezelést kovetden.
Az alabbi abrak reprezentativak, harom parhuzamos mérés koziil).
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29. dbra: Klorokin, menadion, RSL3 és H20: kezelés soran kapott relativ fehérje expresszio
(A denzitometrias adatok a P-Chkl (4, C) és P-H2AX (B, D) fehérje kontrollra normalt relativ expressziojat mutatjak), (atlag
+/- szords, n=3) *: szignifikans eltérés (0,05 >p) a kezeletlen kontrolltol.
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5.5. Bioenergetikai valtozasok lehetséges szerepének vizsgalata Ph-

ASC, CQ, RES ¢és menadion kivaltotta citotoxicitasban

A DNS stlyos karosodasa soran aktivalodo cellularis mediator poli (ADP-riboz) polimeraz 1
(PARP1) fokozott miikdodése megnovekedett ATP felhasznalashoz vezet, igy ez a folyamat az
ATP szintjének gyors deplécidja mellett az enzim miikodéséhez sziikséges NAD®
mennyiségének csokkenését is maga utdn vonja. Ugy tartjak, hogy a sejtek bioenergetikajanak
ilyen modon torténd megzavarasa is szerepet jatszhat egy-egy citotoxikus kezeldszer sejthalalt

kivalto hatasaban (Luo & Lee Kraus, 2012).

Buranasudja ¢és munkatarsai a farmakoldgiai aszkorbat okozta sejthalalt vizsgalva
megallapitottak, hogy a Ph-ASC kezelés DNS karosodést okoz (Buranasudja et al., 2019) —
ezeket az eredményeket korabban kutatocsoportunk is alatdmasztotta (Makk-Merczel et al.,
2024). Ezen kiviil Ggy talaltik, hogy Ph-ASC kezelés hatasara a sejtek NAD" és ATP szintje
leesik, aminek oka a PARP1 fehérje ndvekedett aktivitasa révén fokozodo felhaszndlds. Ezt a
megfigyelést alatdmasztottdk azzal, hogy a PARPI1 fehérjét gatlo Olaparibbal a kezelés
kivaltotta NAD" és ATP szint csokkenése elkeriilhetd volt, ez azonban nem akadalyozta meg a
sejthalalt. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a bioenergetika megvaltozasa a Ph-ASC
toxicitasdnak csupan madasodlagos tényezdje, sejthaldlt kivaltdé hatdsat gy tlinik, hogy

elsdsorban a DNS kéarosodas okozza (Buranasudja et al., 2019).

Mindezek alapjan szerettiik volna megvizsgalni, hogy a kutatécsoportunk altal kordbban
vizsgalt, a Ph-ASC-tal szinergikus citotoxicitast mutatdé masik két kezeldszer, a CQ és a RES
milyen hatassal van a sejtek NAD" és ATP szintjére, valamint, hogy ezek befolyasolhatoak-e a
PARPI1 fehérje gatlasaval, hiszen azt kimutattuk, hogy mindharom kezel8szer okoz DNS
karosodast. A kezeletlen sejtekhez képest szignifikans valtozast tapasztaltunk az ATP/NAD™
szintekben az 5 ¢és 10 mM ASC kezelés soran (30. abra), a PARP gatld Olaparib nem
befolyasolta a mért életképességeket, hasonldoan Buranasudja és munkatarsai eredményeihez
(Buranasudja et al., 2019). A korabbi MTT-assay-k eredményei alapjan azonban ekkora
koncentracioban a farmakologiai aszkorbat 24 6rés kezelés esetén teljesen megoli a sejteket,
s6t kisebb, 2 mM-os koncentracioban is, ahol még nem jelentkezik az ATP/NAD" szintek
csokkenése, ami tovabb erdsiti azt a megallapitast, hogy a nagy dozisti aszkorbat kezelés

kivaltotta sejthalal folyamataban nem a bioenergetika felborulasa jatssza a kozponti szerepet.
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A CQ és RES kezelések esetén az ATP/NAD" szintekben nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast, még a 24 oras kezelésnél alkalmazott koncentraciok tobbszordsénél sem (30. abra),

¢s a PARP gatloszer, Olaparib sem befolyasolta az életképességet.

Menadion esetében az ATP és NAD" szintet MIA PaCa-2 sejtek 2, 4, 6 és 24 6ras, 10-30 uM
koncentracioju kezelése utan mértiik. Ezek egyike soran sem tapasztaltunk szignifikans
csokkenést sem az ATP, sem a NAD" kontrollhoz viszonyitott szintjében, tehat a CQ-hoz és
RES-hoz hasonléan a menadion is okoz DNS karosodast, de ez nem vezet a sejtek

bioenergetikédjanak felboruldsdhoz.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy annak ellenére, hogy mind a harom kezelészer DNS
karosodast okoz, csak a Ph-ASC befolyasolja a sejtek bioenergetikai allapotat és ebben az
esetben sem ez az oka a sejthaldlnak, igy megéllapithatjuk, hogy a szinergia hattérben a

bioenergetikai valtozasok nem jatszanak szerepet.
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30. abra: Sejtek ATP (4) és NAD* (B) szintjének vdltozdsa 2 drds kezelések hatasara MIA PaCa-2 sejteken. Az dbrdzolt
értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékek (atlag +/- szoras, n=3). *: szignifikans eltérés (0,05 >p) a
kezeletlen kontrolltol.
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5.6. Menadion, RSL3 és H,O, hatésa a sejtciklusra

Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a CQ ¢és RES kezelések hatdsara leall a
sejtosztodas, mig Ph-ASC kezelés hatasara nem. CQ kezelés esetén a G2 fazisu sejtpopulacio
novekszik, mig a GO/G1 fazisu sejtpopulacio csokken, a RES kezelés hatasa jelentdsen fiigg a
koncentraciotol, abban a koncentraciotartomanyban, ahol a RES sejthalélt valt ki a G0/G1
fazisu sejtpopuldcio novekedését és a G2 fazisu sejtpopulacid csokkenését okozza (Makk-

Merczel et al., 2024) (31. abra).
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31. abra: A sejtciklus eloszlasban bekovetkezo valtozasok MIA PaCa-2 sejtek 24 ordas kezelését kovetéen. A sejtek FxCycle
reagenssel torténd festése utan a sejtciklus eloszlast aramlasos citométer segitségével hataroztuk meg. Az abrazolt adatok a
kontrollhoz viszonyitott szdazalékos értékek (atlag +/- szords, n=3). *: szignifikans eltérés (0,05 >p) a kezeletlen kontroll adott
fazisdhoz képest (Makk-Merczel et al., 2024).

A sejtciklus ledllasat tehat a Ph- ASC-on kiviil mindegyik masik alkalmazott kezeldszer (RES,
CQ, menadion, RSL3, H>0;) esetében sikeriilt kimutatnunk (32. abra), kiilonbséget kozottiik
abban talaltunk, hogy a sejtek a ciklus melyik fadzisdban ragadtak meg a kezelés hatasara. Mig
a RES a GO0/G1 fazisban 1év6 sejtek aranyanak megemelkedését és a G2-ben 1€évo sejtek
aranyanak csokkenését valtotta ki, addig a CQ, RSL3, H>O» és a menadion a GO/G1 fazisban
1év0 sejtek aranyanak csokkenését és a G2-ben 1€v0 sejtek aranyanak novekedését valtotta ki.
Erdekes modon a Ph-ASC és a H,O» hatasa - a ROS mérésnél tapasztalthoz hasonloan - eltért,

annak ellenére, hogy a Ph-ASC citotoxikus hatasat a keletkezé H>O»-nak tulajdonitjak. A H>O>
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jelentds sejtciklus ledllast okozott, mig a Ph-ASC nem befolyésolta a sejtciklust. Ennek oka
lehet, hogy az aszkorbat egyenletesebb ROS szintet tud fenntartani, mint a H>O», ami hirtelen,
pillanatok alatt okoz egy nagy ROS képzddést. Gondoljunk bele, hogy a H>O» egy bomlékony
anyag, amit szdmos enzim bont (kataldz, GPX-ek), egy kezdeti oxidativ stresszt kdvetden
gyoran eliminalésra keriil, mig a Ph-ASC folyamatos, de kisebb mértékii oxidativ stresszt (H>O>
¢s OH: szintet) képes fenntartani azaltal, hogy folyamatosan redukalja az atmeneti fémionokat,
igy hosszt ideig fentartva a Fenton-reakciot. Mas hatést valtanak ki a ROS-ok, ha néhany percig
percig, illetve, ha tobb 6ran keresztiil vannak jelen a sejtekben. Ezen kiviil az aszkorbat mas
folyamatokat is befolyasolhat, jéval komplexebb hatdsa lehet, mint egy egyszerti H>O>-nek.
Erre jo példa, hogy kutatocsoportunk kordbbi vizsgalataiban semlegesitette a ferroptdzis

induktorok hatasat (Lorincz et al., 2019).
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32. abra: A sejtciklus eloszlasban bekovetkezd valtozasok MIA PaCa-2 sejtek 24 oras RSL3, H202, menadion kezelését
kovetéen. A sejtek FxCycle reagenssel torténd festése utan a sejtciklus eloszlast aramlasos citométer segitségével hataroztuk
meg. Az abrazolt adatok a kontrollhoz viszonyitott szdzalékos értékek (datlag +/- szords, n=3). *: szignifikans eltérés (0,05
>p) a kezeletlen kontroll adott fazisahoz képest.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az oxidativ stressz kivaltotta sejthaldl kontrollaldsa kivanatos, mivel szamos betegség
patomechanizmusaban szerepet jatszik a tilzott mértékii oxidativ stressz indukalta sejthalal
(neurodegenerativ betegségek, diabetes, veseelégtelenség, kardiomiopatia), ugyanakkor a
tumorsejtek fokozott oxidativ stressz érzékenysége miatt az oxidativ stresszt kivalté anyagok

fontos terapids szerepet is jatszhatnak.

Kutatoécsoportunk korabban vizsgalta a farmakoldgiai aszkorbat, a rezveratrol €s a klorokin
citotoxikus hatdsat kiilonb6z6 KRAS mutaciot hordozé PDAC sejtvonalakon. Megallapitottuk,
hogy a hdrom kezeldszernek szinergikus citotoxikus hatdsa van a vizsgalt sejtvonalakon. Mind
a farmakologiai aszkorbat, mind a rezveratrol kettds szali DNS-toréseket okozott, de a két

kezelOszer mechanizmusa eltérd lehet.

Jelen kutatds célja a szinergikus citotoxikus hatds hatterében 4all6 mechanizmus tovabbi
tanulmanyozasa volt, amelyhez a fent emlitett kezeldszerek okozta hatisokat és sejthalal
mechanizmusokat vizsgéltuk és hasonlitottuk dssze tovabbi ismerten oxidativ stresszt kivalto

szerekkel, mint a menadion, RSL3 és a H,O».

A Hy0; képzddését, és az ezt kdvetd Fenton-reakcidt tartjak dontd részben feleldsnek a nagy
doézistt aszkorbat citotoxicitasaért, szerettik volna ennek a két &4gensnek a hatésat

Osszehasonlitani, illetve az altaluk kivaltott Fenton-reakciot részletesebben kortiljarni.

A kezelOszerek kivaltotta oxidativ stressz nyomon kovetésére DCF ¢s BODIPY fluoreszcens
festékeket alkalmaztunk. Eredményeink szerint a CQ és a RES citotoxicitasaban feltehetéen
nem a fokozott ROS-termelés jatszik szerepet, mig CQ kezelés esetén a ROS szint nem
novekedett és az antioxidans NAC sem védte ki a sejthalalt, addig RES kezelés utan ugyan a
ROS szint emelkedését tapasztaltuk, azonban a NAC ennek ellenére sem védte ki a sejthalalt.
Ph-ASC és menadion kezelést kdvetden mind a ROS-szint, mind a lipidperoxidacid szintje
novekedett, és mindkét esetben hatékonyan kivédhetd a sejthalal NAC kezeléssel, azonban
egyik esetben nem védik ki a sejthalalt a ferroptdzis specifikus gatldszerei vagy az apoptdzis
inhibitor Z-vad-FMK és egyik esetben sem aktivalodott a kaszpaz-3 enzim. Eredményeink
alapjan a Ph-ASC és a menadion okozta sejthaldlban szamos hasonlé elem megtaldlhato és

mindketté oxidativ alapt, de nem ferroptdzis vagy apoptdzis.

A Ph-ASC-on kiviil mindegyik kezeldszer (RES, CQ, RSL3, menadion, H207) sejtciklus-

leéllast okoz, abban azonban kiilonboznek, hogy a sejtek a ciklus melyik fazisdban ragadtak

57



meg a kezelés hatasara. Mig a RES a G0/G1 fazisban 1év0 sejtek aranyanak megemelkedését
¢s a G2 fazisban 1évo sejtek aranyanak csokkenését okozta, addig a CQ, RSL3, H»O és
menadion a GO/G1 fazisban 1év6 sejtek aranyanak csokkenését és a G2 fazisban 1€vo sejtek

aranyanak novekedését valtotta ki.

Az egyes kezeldszerek okozta DNS karosodas vizsgalata sordn a Chkl és a H2AX fehérjék
foszforilacigjat néztiik Western Blot modszerrel. Korabbi eredményeink mellett, melyek szerint
a Ph-ASC és a RES DNS karosito hatassal rendelkezik (Makk-Merczel et al., 2024), kimutattuk,
hogy a CQ, menadion, H2O2 és RSL3 is okoz DNS karosodast. A Ph-ASC, RES ¢és CQ
szinergikus citotoxikus hatast mutat PDAC sejtvonalakon (Makk-Merczel et al., 2024),
eredményeink alapjan a vizsgalt paraméterek (DNS karositas, sejtciklus-leallas, bioenergetikai
valtozasok, ROS képzddés és lipidperoxidacio) koziil az egyetlen mindhdrom esetben kdzos
elem a DNS-karosodas, igy a szinergikus citotoxikus hatasuk hatterében vélhetden ez all. A
jovoben szeretnénk a DNS-karosodast Tunel-assay segitségével is vizsgalni, annak
reményében, hogy a szinergikus citotoxikus hatas kialakitasaban feltehetden szerepet jatszo

DNS karosodasrol mas modszerek révén is megbizonyosodhatunk.

Buranasudja ¢és munkatarsai a farmakologiai aszkorbat okozta sejthalalt vizsgalva
megallapitottak, hogy a Ph-ASC kezelés DNS karosodast okoz, aminek soran a sejtek NAD"
¢s ATP szintje leesik, ennek oka a PARP1 DNS-javitd fehérje novekedett aktivitdsa révén
fokoz6do felhasznalds, de ez a bioenergetikai valtozds a Ph-ASC toxicitdsanak csupan
masodlagos tényezdje, sejthalalt kivaltd hatasat ugy tiinik, hogy elsdsorban a DNS kéarosodas
okozza (Buranasudja et al., 2019). Ezeket az eredményeket aldtdmasztottuk, mind azzal, hogy
a PARP gatloszer Olaparib nem tudja kivédeni a Ph-ASC okozta sejthalalt, mind azzal, hogy az
ASC-ot megfeleld koncentracioban alkalmazva a sejthalal kivalthato a NAD" és ATP szintek
csokkenése nélkiil. CQ, RES és menadion kezelés hatasra nem tapasztaltunk NAD" vagy ATP

szint csOkkenést, annak ellenére, hogy szintén okoznak DNS-karosodast.

Kutatdsunk sordn azt tapasztaltuk, hogy a MIA PACa-2 sejtvonalon a gyakran alkalmazott
RSL3 ferroptozis induktor, nem valt ki ferroptdzist, a kivaltott sejthalal soran nem tapasztaltuk
a ferroptozisra jellemz0 lipidperoxidaciot, és a specifikus ferroptozis inhibitorok sem tudtak
kivédeni a sejthaldlt. Mindezen megfigyeléseink erdsen megkérddjelezik a vizsgalt sejtvonal
ferroptozis érzékenységét, amely magyarazhatna a tumortipus kemoterapias kezelések esetében
mutatott erds rezisztencigjat. Tekintve, hogy az RSL3 ferroptozis-indukalo szerepét a GPX4

enzimet gatld hatisanak tulajdonitjdk, a jovében szeretnénk vizsgalni a GPX4 enzim
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expresszigjat a MIA PaCa-2 sejtvonalon, hiszen ett6l nagy mértékben fligghet egy sejtvonal
ferroptozisra vald érzékenysége. Ezen kiviil Zekun Lu és munkatarsai ugy talaltak, hogy a
hasnyalmirigy tumorokban, igy MIA PaCa-2 sejtekben is gyakran fokozottan expresszalt
SETDS hiszton-metiltranszferaz enzim, gatolhatja a ferroptézist (Lu et al., 2023), ami szintén
magyarazat lehet arra, hogy a MIA PaCa-2 sejtvonal miért nem érzékeny a ferroptozis induktor

RSL3-ra.

A Ph-ASC és a HO» okozta sejthalal tobb tulajdonsagban is eltértek a méréseink soran, annak
ellenére, hogy a Ph-ASC citotoxikus hatasat a keletkezé H>O»-nak tulajdonitjadk. A Ph-ASC
kezelés okozott lipidperoxidaciot, mig H>Oz kezelés utan ezt nem tapasztaltuk, emellett a H>O:
jelentds sejteiklus ledllast okozott, de a Ph-ASC nem befolyasolta a sejtciklust. Ennek oka lehet,
hogy az aszkorbat egyenletesebb, de alacsonyabb ROS szintet tud fenntartani, mint a H2O2, ami
rovid id6 alatt, de nagy ROS képzddést okoz. A H>O» egy bomlékony anyag, amit szamos enzim
bont (katalaz, GPX-ek), egy kezdeti oxidativ stresszt kovetden gyorsan eliminalasra keriil, mig
a Ph-ASC folyamatos, de kisebb mértékli oxidativ stresszt (H2O» és OH- szintet) képes
fenntartani azéltal, hogy redukalja az &tmeneti fémionokat, igy hosszu ideig fentartva a Fenton-
reakciot. Mas hatast valtanak ki a ROS-ok, ha néhany percig percig, illetve, ha tobb 6ran
keresztiil vannak jelen a sejtekben. Ezen kiviil az aszkorbat mas folyamatokat is befolyasolhat,
joval komplexebb hatidsa lehet, mint egy egyszerli H2Oz-nek. Erre jo példa, hogy
kutatocsoportunk korabbi vizsgélataiban semlegesitette a ferroptdzis induktorok hatasat

(Lorincz et al., 2019).

A dolgozatban bemutatott, eredmények ravilagitanak arra, hogy a kiilonb6z6 oxidativ sejthalél
utvonalak pontos mechanizmusa még korantsem tisztazott, az irodalmi adatok alapjan varttol
eltér6 eredmények tovabb erdsitik a meglatast, miszerint a sejthaldl folyamatok igen
komplexek, sok tényezotdl fiigghetnek, tobbek kozott a sejttipustdl, igy ezek tovabbi kutatasa
elengedhetetlen a lejatsz6do biokémiai folyamatok, valamint az egyes betegségekben betoltott

szereplik mélyrehatobb megismeréséhez.
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