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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC

BSA
Calcein-AM
DMEM
DMSO
DOX

FACS

FBS

1C50

MDR
MES-SA
MES-SA/Dx5
Pgp

SAHA

TQ

TSA

ATP-binding casette

Bovine Serum Albumin= Borju szérum albumin
Calcein-acetoxymethyl ester

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethyl sulfoxid

Doxorubicin

Fluorescens Activated Cell Sorting

Fetal Bovine Serum= 1jsziil6tt borjasavo

Megmutatja, hogy adott vegyiilet mely koncentracidja pusztitja el a
sejtek felét.

Multidrog rezisztencia

Human uterus sarcoma sejtvonal

A MES-SA sejtvonal Pgp expresszald, multidrog rezisztens parja
P-glycoprotein

Suberoylanilide hydroxamic acid

Tariquidar

Tichostatin A



2. Bevezetés

A malignus daganatok kezelésének a mai napig harom alapvetd eszkoze a sebészeti-, a
sugar-, és a kemoterapia. A sebészeti eljarassal torténd kezelés, mely a daganatok végleges
eltavolitasanak legfobb és leggyakoribb modja, azonban csak akkor jelentheti a gyogyuldsra
valo legjobb esélyt, ha a tumor még nem képezett attéteket a kornyezd szovetekben, valamint
miitéti ton hozzaférhetd. A radio- vagy kemoterapias kezelés a beavatkozés eldtt gyakran
csOkkentheti a tumor méretét, novelve annak hozzaférhetdségét, igy a miitét hatékonysagat is
[1]. Masrészrol a mitéti beavatkozas utan sok esetben javasolhatjadk a radio- vagy
kemoterapiat, mivel bizonyitottan csdkkenti a tumor kitijjuldsanak lehetdségét, valamint javitja
a beteg gyogyulasi esélyeit [2]. A sugarterapia alkalmazasa akkor a leghatékonyabb, ha a
a tumorsejtek Osszességének elpusztitasat célozza meg [3]. Hipoxia, valamint a
megemelkedett dramlésiellenallas azonban a radioterdpia elleni rezisztencia kialakuldsdhoz
vezethet [4]. A kemoterapia a gyorsan és kontrollalatlanul osztodd daganatos sejteket célozza
meg citotoxikus szerekkel, amelyek a tumorsejtek kiilonboz6, osztodasban résztvevo
folyamatait gatoljak [5]. A kemoterapias szerek a szervezet szamos mas, osztodasban 1évo, ép
sejtjét is karosithatjak, ezzel kiilonb6zd mellékhatdsokat idézve eld. A kemoterdpia maig a
legfontosabb  kezelési stratégidnak szamit az el6rehaladt, metasztazisos tumoros
megbetegedések esetében, valamint olyan kombinalt kezelések részeként, melyeknél az
attétek kialakulasanak esélyét jelentdsen csokkentheti, vagy palliativ kezelésként, amely soran
a paciens életmindségének javitasa a cél. A jelenleg széles korben alkalmazott kemoterapias
szerek kozott megtaldlhatok a kiilonbozo alkilalo szerek (ciszplatin, ciklofoszfamid),
antraciklinek (doxorubicin, daunorubicin), illetve szdmos névényi eredetii szer (vinkrisztin) és
antimetabolit ~ (metotrexat, trimetoprin) [6]. Ezek a  vegyiletek  kiilonboz6

hatasmechanizmusokon keresztiil a gyorsan 0szt6do sejtek pusztuldsahoz vezetnek.

Altalanos klinikai tapasztalat, hogy a kemoterapias kezelés nem éri el a kivant célt. A
gyogyszerek kiilonbozé abszorpciods képessége vagy metabolikus jellemz6i [7, 8], valamint a
paciensek egyéni kiilonbségei IS (metabolizaldé enzimek genetikai polimorfizmusainak
egylittes jelenléte, eltérd sejtfelszini és intracellularis receptorok, transzporterek) novelik a
terapids szerek hatdsdnak kiszdmithatatlansagat. Ezek az egyéni kiilonbségek okozzdk a
terapias ablak (vérplazmaban a drogkoncentracio tartomany, ami megfeleld terapias valaszt

valt ki) viszonylagos sziik mivoltat is, igy a terapids szerek hatdsos koncentracidja nehezen



behatarolhatd, a til magas dozis elérheti a betegre kéaros szintet, mig az alacsonyabb dozis
nem éri el a kivant tumorellenes hatast [6]. A kemoterapia hatékonysagat ronthatja a tumor
lokalizacioja is, ha a gyogyszerek szamara nehezen hozzaférhetd helyen van; de védhetik a
daganatot olyan koriilmények is, mint a tumorsejteket dvezd szovetekben megndvekedett
hidrosztatikai nyomas [4, 9, 10]. Egyes tumor tipusok érzékenysége is eltérd az egyes
kemoterapids szerekre. Mivel ezek a vegyiiletek a gyorsan oszt6dd sejtekre fejtenek ki
nagymértékii toxikust hatast, igy az olyan gyorsan novO tumorokndl vethetéek be a
leghatékonyabban, mint a leukémiak és az agressziv hematologiai neoplaziak [5]. Id6vel a
kezelések gyakran hatdstalannd vélnak, a sejtek rezisztencidt mutatnak nem csupan az
alkalmazott vegyiiletre, hanem mar tobb, kiilonbdzd szerkezetli és hatasmechanizmust
agensre is. Ezt a jelenséget nevezzilk multidrog rezisztencianak (MDR) [11]. A malignus
daganatok kemoterapias kezelésének gyakori sikertelenségét elsd sorban a terdpids szerekre
mutatott MDR gyors megjelenése okozza. A folyamatot ugyan le lehet lassitani, amit mi sem
mutat jobban, mint hogy a modern klinikai onkologia tobb, eltéré szerkezetii, kiillonb6zo
hatdsmechanizmussal bird gyogyszer szekvencialis, vagyis egymadst kovetd hasznalatat
javallja a protokolljaiban, hogy késleltessék az MDR megjelenését, azonban a

keresztrezisztenciat kikiiszobolni ezzel a modszerrel sem lehet.

A tumorellenes drogokkal szemben megjelend sejtes rezisztenciat kialakitd
mechanizmusok kozil az egyes ATP-k6tdé membranfehérje (ABC) csaladba tartozéd
transzporterek (P-glycoprotein, ABCG2, ABCC1) megndvekedett expresszidja a leginkabb
ismert. Ezek az evoliciosan konzervativ proteinek, szamos anyag (lipidek, aminosavak,
peptidek, szervetlen ionok, toxinok) szallitasat végzik a sejtek membranjabol az
extracellularis térbe ATP hidrolizis segitségével. JelentOségiikr6l arulkodik az is, hogy
el6fordulasuk egészen a prokariotaktol az emldsokig jellemzé [12]. Az emberi genomban 48
gén kodol ABC transzportert, ezek szekvenciahasonlosaguk alapjan hét alcsaladba sorolhatok,
A-t6l G-ig. FO szerepiik a méregtelenitésben, valamint a testidegen anyagok elleni
védelemben van, gatat szabva szdmtalan agens membranon valé atjutdsanak, igy értheté a
nagyfoku expresszidjuk a fontos szoveti barrierekben (vér-agy gat, kefeszegély, epeutak,
placenta, vér-here gat stb.). A rezisztencia kialakitdsdban résztvevé ABC transzporterek
szamos vegyiiletet ismernek fel szubsztratjukként a természetes anyagoktol a kemoterapids
szerekig. Ezek a sejtfelszini proteinek a felismert vegylileteket az extracellularis térbe
szallitjak miel6tt még azok a citoplazmaba juthatnanak [7, 12]. Jelenleg 12 ABC

transzporterr6l ismert, hogy efflux-transzporterként mitkddve csokkentik a terapids szerek



sejtbe jutasat, ezaltal azokat a tumorsejtekre toxikus szint alatt tartva, igy szerepet vallalva a

sejtes rezisztencia kialakitasaban [8, 12].

A multidrog rezisztencia kialakitasaban résztvevd transzporterek koziil (ABCBI,
ABCC1, ABCG2) jelentdségében kiemelkedik az ABCB alcsalad egyik tagja, a P-
glycoprotein (Pgp, ABCBI1, MDRI) transzporter, hiszen szamtalan vegyiiletet ismer fel
szubsztratjaként, koztiik megannyi kemoterapias vegyiiletet [12] [13], ezzel biztositva a
legerdsebb, legaltalanosabb rezisztenciat az ABC transzporterek koziil a legtobb, klinikumban
alkalmazott szer ellen [7]. A kezelést kovetden a Pgp transzporter nagymértékli expresszidja
tapasztalhatd a tumorsejteken. Akut non-limfocitas leukémiaval (ANLL) diagnosztizalt
betegeknél allapitottdk meg a Pgp expresszido mértéke €s a kemoterapia hatékonysaganak
Osszefliggését, és emelték ki a Pgp-t, mint prognosztikai faktort: a kezelés hatasara torténd
tumor sejtszdm csokkenés mértéke Osszefliggdtt a Pgp expresszidval. Azoknal a betegeknél,
akiknél a tumorsejteken nagyfoki Pgp expressziot mértek, a kemoterapia nem bizonyult
hatakonynak [14].

A Pgp expresszid6 szamos human daganat esetében megfigyelhetd, beleértve
gasztrointesztinalis daganatokat, a vérképzd rendszer tumoros megbetegedéseit, vese-, méh-,
here- és tiidérakot [11]. Megoldasként meriilt fel kiilonb6z6 Pgp-inhibitorok alkalmazasa a
citotoxikumokkal kombinacioban. Az inhibitorok meggatoljak a terapias gyogyszerek Pgp-
altali effluxat [8], vagyis az MDR-t, ezaltal novelve a terapia hatékonysagat [7]. Az in vitro
kisérletek soran alkalmazott gatlészerek drdmaian megndvelték a rezisztens sejtek
drogérzékenységét ¢és a tovabbi eredmények is kecsegtetdek voltak. In vitro és in vivo
P388/VCR vinkrisztin rezisztens sejtek gyogyszer érzékenységét allitottak helyre
verapamillal, amely hatékonyan gatolta a vinkrisztin-effluxot, eldsegitve annak
felhalmozodasat a sejtekben [15]. Ennek ellenére az inhibitorok csak in vitro bizonyultak
hatékony megoldasnak, klinikai alkalmazdsuk soran szamtalan szovodmény Iépett fel. A
legtobb gatloszer esetében felmeriilt az a sulyos probléma, hogy interakcioba léptek a
fiziologiai barrierek felszinén (vér-agy gat, vér-here gat, bélnyalkahartya sejtjei)
expresszalodo P-glikoprotein transzporterekkel megakadéalyozva a xenobiotikumok kiiiriilését
a szervezetbdl, ami stlyos mellékhatdsok kialakulasdhoz vezetett. Tobb évtizednyi
gyogyszertervezés utan egyik gatloszer sem hozta meg a vart sikert. [7]. A multidrog

rezisztencia problémajanak megoldasara ujabb stratégiakat kellett keresni.



Egy igéretes, 1 megoldasként tlint fel a varatlan felfedezés, mely szerint a Pgp-
transzporter altali rezisztencia egyben bizonyos vegyiiletek elleni hiperszenzitivitast is
eredményez, tehat a multidrog transzporter jelenléte a sejteken nem megakadalyozza bizonyos
vegyiiletek bejutasat a sejtekbe, hanem éppen ellenkezbleg, noveli azok toxikus hatasat [16]
[13]. A jelenség hasonldo a baktériumoknal megfigyelthez, ahol a mutaciok folyamatos
felhalmozodasa antibiotikum kezelés hatdsdra egyuattal megndvelheti az egyéb
antibiotikumokra mutatott érzékenységet. Ezt a jelenséget hivjuk kollateralis szenzitivitasnak
[17]. A Kollateralis szenzitivitas csak olyan antibiotikum-parok esetében figyelheté meg,
amelyek kiilonb6zd sejtes mechanizmusokat tdimadnak. A rezisztencia €s a hiperszenztitivitas

kialakulasanak megértése kiemelkedd jelenséggel bir a terapias stratégiak tervezésében [18].

Egy tanulmanyban az expresszids szint és a drogérzékenység szoros kapcsolatat
jellemezték 60 kiillonbozd human tumorbol 1étrehozott sejtvonalon (NCI60), bizonyitva az
ABC transzporterek kiemelt szerepét a multidrog rezisztencidban. A Pgp-transzporter a
vegylletek sejtbdl torténd kipumpalasat végzi, igy feltételezhetd volt, hogy a transzporter
magasabb foku expresszidja a sejt nagyobb mértékii rezisztenciajaval tarsul. Ezt mutatta az
elsd korben vizsgalt vegyliletek nagy része is, azonban két vegyiiletnél az Osszefiiggés
forditottan mutatkozott, a transzporter expresszid mértéke pozitivan korrelalt a vegyiilet
aktivitdsaval, azaz ezek a vegyiiletek toxikusabbnak bizonyultak a rezisztens, Pgp-
transzportert nagymértékben expresszalo sejtekre, mint a kemoterapias drogokra szenzitiv,

Pgp-mentes sejtvonalakra [16].

Egy masik tanulmanyban a kollateralis szenzitivitas és a Pgp expresszio mértékét
vizsgaltak, ¢s megallapitottak, hogy a magas rezisztencia foku sejtek mutatjdk a legnagyobb
szintl kollateralis szenzitivitast, tehat a kollateralis szenzitivitds mértéke Osszefiiggott a Pgp

expresszios szinttel [19].

Ezeket az 1j, igéretes, maig ismeretlen mechanizmussal miikodé Pgp-medialt MDR
sejteket célzd terapias szereket MDR-szelektiv vegyiileteknek nevezték el. Az elsd izben
felfedezett MDR-szelektiv vegyiilet egy NSC73306 nevii tioszemikarbazon molekula volt.
Miikodése egyértelmiien a Pgp-transzporter jelenlété¢hez kothetd, azok a sejtek, amelyek
magas Pgp expressziot mutattak, hiperszenztivnek bizonyultak a tioszemikarbazon NSC73306
vegylletre. A funkcioképes Pgp meglétének sziikségét bizonyitotta az is, hogy a transzporter
gatlasa, valamint az expresszidé siRNS-ekkel torténd csendesitése megsziintette a vegyiiletre

mutatott érzé¢kenységet [19]. Tehat az NSC73306 nem Pgp-inhibitor, viszont biokémiai



vizsgalatok alapjan nem is szubsztratja a Pgp-nek [19] [13]. Tehat az NSC73306 Pgp-
expresszalo sejtekre mutatott megndvekedett toxicitisa, habar Pgp-specifikus, mégsem abbol

adodik, hogy szubsztratja a transzporternek [20].

A késdbbi vizsgalatok soran tovabbi Pgp-szubsztrat, és nem szubsztrat MDR -szelektiv
aktivitassal rendelkezd vegyiiletek azonositasara kertilt sor. Habar a vegyiiletek eltéré kémiai
szerkezettel rendelkeznek (tioszemikarbazonok, fenantrolin és 8-hydroxi-quinolin tipusa
vegyiiletek), valosziniileg a mechanizmus mégis egy kdzos motivumhoz kothetd, ugyanis a
Pgp-expresszalo sejtek irdnt megndvekedett toxicitdst mutatd vegyiiletekben gyakran

megfigyelhet6 a fémkelation jelenléte [13].

Az NSC73306 vegylilet altal okozott Pgp-medialt hiperszenztitivitds jelenségének
vizsgalata soran létre kivantak hozni egy olyan sejtvonalat, amely rezisztens az NSC73306
MDR-szelektiv vegyiiletre. 3 hetes NSC73306 szelekciot kovetden a sejtek rezisztenssé valtak
a NSC73306 vegyiiletre, gy hogy Pgp expressziojuk nagysagrendekkel csokkent és ezzel
egyiitt MDR-fenotipusuk is megsziint. Az NSC73306 vegyiiletre rezisztens sejtvonal
doxorubicinre, egy hagyomanyos kemoterdpias szerre ujboli szenztitivitdst mutatott. Ezt a
Pgp expressziojanak és funkcidjanak megszlinése magyardzza. A jelenség tobb, kiilonbdzo

sejtvonalon is megfigyelhetd volt [19].

A rezisztens populdciok kialakuldsat altaldban a rezisztens mutdns tumorsejtek
szelekciojaval magyarazzak [21]. E szerint a feltételezés szerint a kezelést kdvetéen rovid
1don belill megjelend MDR a rezisztenciat biztositd genetikai varidnsok szelekcios elonyebdl
szarmaztathato [21, 22]. Egy masik elképzelés szerint a fenotipusos heterogenitas dinamikus
szabalyozas alatt all, azaz a drogkezelésre rezisztens fenotipus atmeneti [23] [24].
Megfigyelhetd, hogy az in vitro szelektalt tumorsejtek drogmentes tenyészté médiumban
torténd tenyésztés soran tobbnyire elvesztik rezisztenciajukat, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a rezisztencia kialakuldsahoz és megsziinéséhez nem feltétleniil sziikségesek a stabil,
oroklodo genetikai valtozasok. Epigenetikai folyamatok tanulméanyozasa is igazolja, hogy a
klasszikus genetikai dogmdk Onmagukban nem magyardzzak a tumorsejt populaciok
fenotipusos heterogenitasat [25] [26] [24]. A mutacidhoz nem kotheté mechanizmusok tehat

fontos szerepet tolthetnek be a rezisztencia kialakitasaban [23] [27].



3. Célkitiizések

Kisérleteink céljaul a multidrog rezisztens fenotipus kialakuldsa és megsziinése

mogott allé mechanizmus vigsalatat tliztiik ki. A kovetkezoket vizsgaltuk:

- A kiilonbozé in vitro kezelési stratégidk hogyan befolyasoljadk a Pgp-vesztés

dinamikdjat, hogyan valtozik a Pgp funkcid és expresszio.
- Az MDR-szelektiv vegyiiletekkel kezelt sejtek szelekcidja doxorubicinnel.

- Epigenetikai szabalyozds szerepe a tumorsejtek multidrog fenotipusanak

kialakuldsaban és megsziinésében, vagyis a fenotipus valtasban.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejtmodellek, sejttenyésztés

Kisérleteinkben a MES-SA human uterus sarcoma sejtvonalat, valamint annak
doxorubicin szelektalt (folyamatos doxorubicin kezeléssel Pgp-expresszalova, multidrog
rezisztenssé valt), Pgp-expresszalo, multidrog rezisztens parjat (MES-SA/Dx5) vizsgaltuk. A
sejteket szovettenyészté edényben, 37°C-on, 5%-0s CO,- és 100%-os paratartalom mellett,
DMEM-ben (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) tenyésztettilk, amelyet kiegészitettiink
10% FBS-sel (ujsziilott borjusavo), Smmol/l glutaminnal és 50 unit/ml penicillinnel és

sztreptomicinnel.
4.2. Alkalmazott vegyiiletek

BB090 ¢és SZ1079 MDR-szelektiv vegylileteket (az MTA TTK EI Membran Fehérje
Lendiilet munkacsoport altal szintetizalt vegyiiletek) DMSO-ban (dimethyl sulfoxid) oldva

kiilonb6z6 higitasokban hasznaltunk fel.

Kisérleteink soran egy Klinikumban alkalmazott kemoterapias szer, a doxorubicin
(Sigma-Aldrich) hatasat vizsgaltuk. A doxorubicin egy antraciklin tipust topoizomeraz gatlo
vegyiilet, ami a sejtbe jutva interakcidba 1ép a DNS-sel, és megakadalyozza a DNS és RNS

szintézist, igy kifejtve citotoxikus hatasat.

A Pgp-transzporterek specifikus gatlasahoz Tariquidart (XR-9576, Dr. Susan Bates,
NCI, NIH ajandéeka) és verapamilt (Sigma-Aldrich) hasznaltunk.

Az epigenetikai vizsgalatok sordn hét, kiilonb6zé mechanizmust célzd epigenetikai
gatloszert alkalmaztunk. A hiszton acetil-transzferaz gatlok koziil Anacardic acidot; a hiszton
demetilaz gatlo vegyiiletek koziill daminozidot, IOX1-t és JIB04-t; hiszton metiltranszferaz
inhibitorként 3-deazaneplanocint; mig a hiszton deacetilaz inhibitorok koziil SAHA-t
(suberoylanilide hydroxamic acid) és TSA-t (Trichostatin A) hasznaltunk. Az epigenetikai

gatloszereket a Tocris Bioscience-t6] szereztiik be.

A Calcein esszé soran a fluoreszcencia méréshez Calcein-AM (Calcein-acetoxymethyl

ester, Life Technologies) vegyiiletet hasznaltunk.



4.3. Sejtek kezelése vegyiiletekkel

A szelekcids kisérletek soran a BB090 kiilonb6z6 koncentracidkban keriilt a sejtekre,
kozel 10%-os konfluencianal (a tenyésztéedényben rendelkezésre allo feliilet 10%-at fedik €16
sejtek). A tenyésztdmédium cseréje minden 6todik nap tortént, szelektalé drogot nem

tartalmazo médiummal.

A kombinalt kezelések soran a BB090 IC80 koncentracidban, mig az adott

epigenetikai gatloszer szubtoxikus koncentracioban kertilt a sejtekre.
4.4. Citotoxicitasi esszé

A vegyiiletek IC50 értékét (adott vegylilet mely koncentracioja pusztitja el a sejtek
felét) citotoxicitasi PrestoBlue (PB) esszével hataroztuk meg. 96 lyuku lemezen tenyésztettiik
a sejteket, lyukanként 5000 sejtet tartottunk 100ul DMEM-ben, 37°C-on, 5%-0s CO, és 100%
paratartalom mellett. 24 ora elteltével az adott drogbol higitdsi sort készitettlink, és ennek
megfelelden kezeltiik a sejteket 9 kiilonbozé koncentracioval hat ismétlésben. 120 oras
inkubalas utan eltavolitottuk a médiumot, majd 100ul PBS-ben 5%-0s PrestoBlue oldatot
mértiink a sejtekre €s 1,5 6ra inkubalas utan a festéket 560nm-es gerjesztés mellett 590nm-en
olvastuk le egy Perkin Elmer Enspire monokromatoros mikrolemez olvason (Perkin Elmer).
A PB vegyiilet a sejtekbe jutva erdsen fluoreszcens molekulava redukalodik, ha a sejt intakt és
képes a metabolizmusra, igy lehetévé valik a sejtpopulacio viabilitdsdnak meghatarozasa. A

sejteken mért IC50 értékeket GraphPad Prism 5.0 szoftverrel hataroztuk meg.
4.5. Calcein-esszé

A Calcein esszé soran a sejtek Pgp-funkciojat allapitjuk meg fluoreszcencia alapjan. A
Calcein-AM csupan a Pgp-vel nem rendelkez6 sejtekbe tud bejutni, atalakulni és
felhalmozodni, mivel a Pgp a hidroféb acetoxi metilészter format felismeri és kipumpalja a
sejtekbol. A sejtekben a Calcein-AM-et észterazok hasitjak, ennek hatasara zolden
fluoreszkalo szabad Calceinné alakul, a fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometriaval
mérjiik. A Pgp-aktivitasra a fluoreszcencia mértékébdl lehet kovetkeztetni: aktiv transzporter
jelenléte esetén alacsony fluoreszcencia mérhetd, mig a Pgp-funkcio specifikus gatlasa esetén,

vagy az expresszié hianyaban magas intenzitast Calcein jelet detektalhatunk.

Minden mérés soran 2,5%10° sejt keriil 100ul mennyiségli tapoldatot tartalmazo FACS-

csObe. Mintanként 3 FACS-csovet készitiink eld, mivel a Calcein-mérésen kiviil két kontroll
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mérést is végziink: az egyiket verapamillal (Sigma-Aldrich), a Pgp specifikus gatloszerével,

crer

cyey

A mintikat 15 percig 37 °C-0s vizfiirdében el8inkubaltuk, majd hozzaadtuk az elsé
cs6hoz a DMSO-t, 15 masodperc elteltével a masik c¢s6hoz az 50ul  100puM-0s
hozzamértilk a Calcein-AM oldatot, melynek végkoncentracioja 250nM volt. Ezutan 10
percig 37 °C-os vizfiirdében inkubéltuk a sejteket, majd azonos sorrendben 1ml HPMI
hozzéadasaval allitottuk le a reakciot. A Centrifugalast kovetden a feliiluszot leontottiik a
sejtekrél, majd felszuszpendaltuk a sejteket 300ul PBS-ben. A mérésig jégben tartottuk a
sejtekre. A fluoreszcencia intenzitast egy Fluorescens Activated Cell Sorting (FACS) Canto
aramlasi citométerrel (Becton-Dickinson) hataroztuk meg, a Topro3-at az FL4, a Calceint az

FL1 csatornan.
4.6. Immunfestés

Lyukanként tiz ezer sejtet helyeztiik 400ul tenyészté médiumban 8 lyuku, iiveg alju
kamraba, majd a sejteket 48 oraig inkubaltuk 37°C-on. A médium eltavolitasa és DPBS-sel
torténé mosas utan a sejteket 4%-0s PFA-val fixaltuk 15 percig szobahdmérsékleten. Ujabb
DPBS-es mosas utin a sejteket 0,5%-0s BSA-t tartalmaz6 PBS és 0,1% TritonX-100
keverékével inkubaltuk 24 o6réan at. Az oldat eltdvolitasa utan az elsddleges ellenanyag,
MRK16 monoklonalis antitest (Kamiya Biomedical Company) kertilt a sejtekre, ami a Pgp
fehérje egy extracellularis epitopjat ismeri fel. Az elsddleges antitestek 1:250 higitasban
keriiltek a sejtekre.

Egy o6ra szobahdmérsékleten torténd inkubacidt kovetden a masodlagos ellenanyag,
GAM (Goat-antimouse)-PE 1gG2a antitest (Life Technologies) keriilt a sejtekre 1:250
higitasban. Egy ora szobahdmérsékleten, sotétben torténd inkubalas utan a sejtmagot 1:10000
higitasu DAPI-val (Life Technologies) festettiik.
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4.7. RNS izolalas, atiras cDNS-sé, real time PCR analizis

2-4*10°/ml sejtet TriFast (PeqLab) oldatban vettiik fel. Az RNS-t a Zymo Research
Direct-zol™ RNA MiniPrep kittel izolaltuk a gyartdi protokoll szerint. Az MRNS cDNS-sé
valo atirasa a Promega Reverse Transcriptase segitségével tortént. A kivant szakaszokat PCR-

ral, TagMan® essz¢ alkalmazasaval amplifikaltuk.
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5. Eredmények

5.1. A P-glycoprotein az MDR f6 mechanizmusa a MES-SA/Dx5 sejtekben.
Fenotipus (MDR és Kkollateralis szenzitivitas) igazolasa MES-SA/Dx5

sejteken.

Ahhoz, hogy ellendrizziik, hogy a kisérleteinkben hasznalt sejtek valdoban multidrog
rezisztensek-e, doxorubicinnel (DOX) szembeni érzékenységiiket citotoxicitasi esszével
hataroztuk meg (1. &bra, A panel). Ahhoz, hogy biztosak legyiink benne, hogy a hatas
eléréséhez sziikség van funkcidképes transzporterre, a citotoxicitasi esszét tariquidar (TQ)
jelenlétében is elvégeztiik, mely specifikusan gatolja a Pgp-t. A MES-SA sejtvonal
doxorubinre vonatkozatott érzékenysége (IC50= 0,25uM) kb. 25-szor alacsonyabb, mint a
Dx5 sejteké (IC50= 5,4uM). A két sejtvonal kozti kiilonbség TQ jelenlétében eltlinik, ami
bizonyitja, hogy a rezisztencia kialakitdsdhoz sziikség van funkcidképes Pgp-re. A
funkcionalis Pgp jelenlétét Dx5 sejteken Calcein esszével és MRK16 antitest is igazoltuk (1.
abra, B és C panelek). A funkcionalis és immunfestési esszék egyértelmiien igazoljak, hogy a
MES-SA nem fejezik ki a Pgp fehérjét, mig a Dx5 sejtek magas Pgp expressziot és funkciot

mutatnak.
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A Doxorubicin, RR = 23 Doxorubicin + Tariquidar, RR= 0,8
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1. abra A P-glycoprotein az MDR {6 mechanizmusa a MES-SA/Dx5 sejtekben. (A) A két sejtvonal

doxurubicinnel szembeni érzékenysége tariquidar nélkiil RR= 23 (bal oldali panel), illetve a tariquidar
jelenlétében (jobb oldali panel) RR=0,8. (B) Pgp-funkcié vizsgalata Calcein esszével. (C) Pgp expresszio

vizsgalata immunfestéssel.

A magas Pgp expresszid, ami hagyomanyos esetben a rezisztens sejtek tulélést
biztositja, az MDR-szelektiv vegyiiletek ellen Achilles-saroknak tekinthet6. A BB090 MDR-
szelektiv vegyiilet mar kis koncentracié (1C50= 0,52uM) is erésen toxikusnak bizonyult a Pgp
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transzportert expresszalo MES-SA/DX5 sejtekre, ezzel szemben a MES-SA sejtek csak kozel
tizszer nagyobb koncentracio (IC50= 5,1uM) mellett pusztultak el (2. dbra, A panel). Pgp
funkcio gatlasaval az MDR-szelektiv vegyiiletek hatdsa is megsziintethetd (2. abra, B panel)
[13, 19].

A BB090, SR = 9.7 B _ BB090 + Tariquidar, SR= 1,43
R 2
S 100 i . 100- . ]
c 3 c
-0 ‘E
< S
f-‘: ] Pgp- ?,‘3 . Pgp+
D o
ki o MES-SA
= sMES-SA/DXS = =MES-SA/Dx5
= =
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Koncentracio (uM) Koncentracio (M)

2. abra Fenotipus (MDR és kollateralis szenzitivitas) igazolasa MES-SA/DxX5 sejteken. (A) A két sejtvonal
BBO090 vegyiilettel szembeni érzékenysége tariquidar nélkiil RR=9,7. (B) A két sejtvonal BB090 vegyiilettel

szembeni érzé¢kenysége tariquidar jelenléteben RR= 1,43.

5.2. Az MDR-szelektiv vegyiiletek hatisara a rezisztens sejtek elveszitik Pgp

expresszidjukat.

Mivel egyik tanulmanyukban Ludwig és kollégai olyan sejtvonalakat mutatnak be
[19], melyek folyamatos MDR-szelektiv vegyiiletekkel torténé kezelés hatasara 3 hét alatt
elveszitik Pgp expresszidjukat és Ujra szenzitivvé valnak a konvencionalis kemoterdpias
kezelésekre, szerettiik volna megvizsgalni, hogy a kiilonb6z6 in vitro kezelési stratégiak
hogyan befolyasoljak a Pgp-vesztés dinamikajat. Ehhez a multidrog rezisztens MES-SA/Dx5
sejtvonalat 3 kiilonb6z6 protokoll szerint kezeltik BB090 MDR-szelektiv vegyiilettel ¢és
meghatdrozott idOpontokban Calcein esszével vizsgaltuk a P-glycoprotein funkcidjat a
sejtekben. Az elsO esetben a sejteket szubtoxikus (olyan koncentracio, amely nem vagy csak
kismértékben eredményez sejthalalt), a masodikban IC50 (a populacid 50%-a elpusztul a
kezeléstdl), mig a harmadikban IC80 koncentracioval (a sejtek 80%-a pusztul el) kezeltiik 5
napig, majd médiumot cseréltiink és a sejtek Pgp expressziojat, illetve funkcidjat 80%-0s
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konfluencianal megmértiik (3. abra, A panelek). A kezdeti szelekciot kovetden az MDR-

szelektiv vegyiilet (BB090) nem volt jelen a médiumban.

A szubtoxikus koncentracioval valo kezelés mellett a Dx5 sejtek valtozatlan
sebességgel osztodtak (a 80%-os konfluenciat ugyan annyi id6 alatt érték el, mint a kontroll
sejtek); Pgp expresszidjuk valtozatlan maradt (3. abra, A2. panel). A sejteket 1C50
koncentracioval kezelve egy heterogén, Pgp-pozitiv €s -negativ sejteket egyarant tartalmazo
stabil (a megfigyelés egy honapja alatt) populaciot figyeltiink meg (3. abra, A3. panel). A
heterogén populacié drogmentes kornyezetben is stabilan fennmaradt. Magas MDR-szelektiv
koncentracio (IC80) mellett a MES-SA/Dx5 sejtvonal osztodasa jelentésen lelassult, a sejtek a
80%-0s konfluenciat 4 nap helyett 16 nap alatt érték el. A kezelést talélo sejteken a Pgp nem
volt kimutathatd (3. abra, C1. és C2. panel). Az igy létrejott Pgp-mentes Dx5 sejtvonalat
Dx5’-nek neveztiikk el. Az MDR-szelektiv vegyiilet hatdsara 1étrejott Pgp-mentes populacio
stabilan, 40 passzazs (~6 honap) utan is fennmaradt. A Dx5’ sejtvonal doxorubicinnel
szemben érzékenny¢ valt (3. abra, B. panelek). Az érzékenység mértéke megegyezett a MES-

SA sejtvonaléval (3. abra, B2. panel).

Az MDR szelektiv vegyliletek altal indukalt fenotipus valtdst mas sejtvonalon is
tapasztaltuk. A HCT15 human vastagbél daganatbol szdrmazd Pgp-t expresszald sejtekbol
l1étrehozott multidrog rezisztens sejtvonal a kutatdcsoport laboratoriumaban MDR-szelektiv
vegylilet hatasara mar egyetlen kezelés (IC80) hatasara stabil Pgp-mentes populaciot
eredményezett (Kanta Eszter, OTDK 2012.).
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3. abra Az MDR-szelektiv vegyiiletek hatasara a rezisztens sejtek elveszitik Pgp expresszidjukat. (A) BB090

vegylilettel torténd kezelés kiilonboz6 kezelési stratégiak mellett. (B1) A két sejtvonal drogérzékenysége

hagyomanyos kemoterapias vegyiiletre (doxorubicin). (B2) A Dx5 sejtvonal doxorubicin-érzékenysége BB090

vegyiilettel torténé kezelés utan. (C1-C2) A MES-SA/Dx5 és Dx5’ sejtvonalak Pgp expresszidjanak vizsgalata

immunfestési eljarassal.
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5.3. Az MDR-szelektiv vegyiiletekkel kezelt sejtek szelekcioja

doxorubicinnel

Ugyan a Dx5’ sejtvonal érzékennyé valt a doxorubicinre (3. abra, B2. panel), de
kivancsiak voltunk, hogy miként reagilnak ezek a sejtek egy hosszil tavii kemoterdpias
kezelésre. A sejtvonalat az MDR-szelektiv kisérletek mintajara, 5 napig tartottuk kiillonb6zo
konfluencianal lemértiik a Pgp funkciojukat. A vartnak megfeleléen a magas koncentracidja
kezelések hatasara (100, 150, 250 ¢és 500nM) a sejtek napok alatt elpusztultak, azonban
meglepd modon az egyszeri, szubtoxikus szintii (IC20= 50nM) DOX kezelés hatasara a Dx5’
sejtek osztodtak. Az alkalmazott doxorubicin koncentracio mellett felnové sejtek 100%-osan

Pgp expressziot mutattak (Dx5’’ sejtvonal, 4. abra).
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4. abra A BB090 vegyiilettel kezelt sejtek szelekcidja doxorubicinnel (jobb oldal) és doxorubicin érzékenységiik

vizsgalata citotoxicitasi esszével (bal oldal).
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54 Az MDR-szelektiv vegyiiletek altal Kkivaltott fenotipus valtas
epigenetikai gatloszerekkel befolyasolhato.

Ez a gyors ¢és ismételt fenotipus valtas, melynek révén a Pgp-pozitiv, rezisztens Dx5
sejtekbol egyetlen BB090 kezelés hatasara napok alatt Pgp-negativ Dx5’ sejtek lesznek, majd
a sejtek DOX hatdsara Gjra visszanyerik Pgp expresszidjukat (Dx5’’) felvetette az
epigenetikai szabalyozas szerepét. Az epigenetikai szabalyozas szerepét kiilonb6z6
epigenetikai gatloszerekkel vizsgaltuk. Arra voltunk kivancsiak vajon befolyasoljdk-e az

epigenetikai gatloszerek a fent ismertetett fenotipus valtast.

A hiszton acetil-transzferaz gatld Anacardic acid, a hiszton demetilaz gatl6 daminozid
¢s JIB04 vegyiiletek koziil egyik hasznalata esetén sem tapasztaltunk valtozast, azaz a MES-
SA/Dx5 sejtek 1C80 koncentracioja BB090 MDR-szelektiv vegyiilet hatasara elvesztették Pgp
expresszidjukat (5. abra). Ezzel szemben a hiszton demetilaz gatlo 10X1 mellett az 1C80
kimutathat6 (5. abra). Hasonloképpen, a hiszton deacetilaz inhibitorok, vagyis a SAHA és
TSA is befolyasoltdak a BBO090-indukalta fenotipus valtast. A TSA-val és BB090-el
egyidejiileg kezelt sejtek 16 nap alatt néttek fel, a populacié 9,2%-a expresszalt Pgp-t, mig a
SAHA-val valé kombinacié esetén 22 nap alatt felnové populacio 41,1%-aban volt a Pgp

expresszio kimutathato.

A hiszton metiltranszferaz gatlé 3-deazaneplanocin kombinacioban a BB090-el egy
olyan populacidt eredményezett, amely 24 nap alatt ndtt fel és a populacid 88,2%-a

expresszalt Pgp-transzportert.

Egy kontroll kisérletben megvizsgaltuk 6nmagaban is az epigenetikai gatloszerek
hatasat a sejtekre. Az inhibitorokkal kezelt sejttenyészetek azonos id6 alatt néttek fel, mint a
kezelésben nem részesiilé sejtek. A Calcein-esszé soran a MES-SA/Dx5 sejtek Pgp
expresszios szintje nem valtozott, a kontroll, kezelésben nem részesiilt sejtekével

megegyezett.
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5. abra Az MDR-szelektiv vegyiiletek altal kivaltott fenotipus valtas epigenetikai gatloszerekkel befolyasolhato.
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6. Eredmények megvitatasa

A tumorellenes drogokkal szemben megjelend sejtes rezisztenciat kialakitd
mechanizmusok koéziil az ABC membranfehérje transzporter csaladba tartozd Pgp-medialt

MDR mechanizmusat vizsgaltuk.

Kisérleteink soran igazoltuk, hogy az irodalomban ko6zolteknek megfeleléen a
hagyomanyos kemoterapias szerekre mutatott rezisztencia a P-glycoprotein transzporter
jelenlétének fiiggvénye [7, 12-14]. A Pgp-t nagymértékben expresszalo MES-SA/Dx5
sejtvonal a doxorubicinre 30-szor rezisztensebbnek bizonyult a parentalis, Pgp-t nem
expresszalo MES-SA sejtvonalparjanal (1. abra A panel) [19]. A Dx5 sejtek funkcionalisan és
fehérje szinten is kifejezik a Pgp-t, hiszen mind a Calcein esszé, mind az MRK16
immunfestés (1. abra B és C panel) esetében is pozitivak lettek. A két sejtvonal kozotti Pgp-
funkcié kiilonbség a Pgp specifikus gatloszerének hatasara eltlint, igy belathatd, hogy a

rezisztenciat valoban a Pgp jelenléte okozta (1. abra A panel) [19].

A Pgp-medialt multidrog rezisztencia lekiizdésére tobb alternativa is felmerilt [8],
melyek kozott 1j, igéretes lehetOségként tlint fel a rezisztenciat okozd transzporter
jelenlétének kihasznalasa MDR-szelektiv vegyiiletekkel. Az MDR-szelektiv vegyiiletek a Pgp
fehérjét funkciondlisan expresszald multidrog rezisztens sejteket képesek célzottan
elpusztitani. Ahogy a 2. abra is mutatja a Pgp-vel rendelkezd MES-SA/Dx5 sejtek kozel 10-
szer érzékenyebbnek mutatkoztak a Pgp-mentes MES-SA sejtekhez viszonyitva a BB090
kezelésre, ami jol mutatja ezt a paradox hatast. Kimutathaté volt, hogy ez a hatas csak
mukodo transzporter esetén van jelen, a fehérje célzott gatlasa tariquidarral eltorolte a Pgp-
pozitiv és —negativ sejtek kozotti kiilonbséget (2. abra, B panel). Tehat habar a Pgp MDR-
transzporter altalanos védelmet jelent a legtobb, klinikumban hasznélatos citotoxikum ellen,
egyben érzékennyé teszi a tumorsejteket az altalunk alkalmazott vegyiiletekkel szemben [13,
19].

Koréabbi irodalmi adatok szerint az MDR-vegyiiletek alkalmazisa nem csupan a
rezisztens tumorsejtek elpusztitisahoz vezet, hanem azok képesek az MDR-sejtek Pgp
expressziojanak csokkentésére is. In vitro kisérletek soran kimutattdk, hogy 3 hetes
drogkezelést kovetéen az NSC73306 MDR-szelektiv vegylilet hatdsara a tumorsejtek
elveszitik Pgp expresszidjukat és Ujra szenzitivvé valnak a konvenciondlis kemoterdpids

kezelésekre [19].
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Az MDR-szelektiv vegyiiletekkel végzett kisérleteink sordn igazoltuk a Pgp-pozitiv
sejtek kollateralis szenzitivitasat az emlitett vegyiiletekre, de a legfontosabb kérdésiink az
MDR-szelektiv vegyliletekkel torténd kezelés hatdsara bekovetkezd Pgp expresszio
vesztésének folyamata volt. Ennek vizsgalatara kiilonb6z6 in vitro stratégiak alkalmazasaval
Uj, stabil sejtvonalakat hoztunk létre a MES-SA/DxS5 vonalbdl, majd ezeket karakterizaltuk és
microarray vizsgalatokkal probaltuk felderiteni a fenotipus valtds mogott meghtzodo
mechanizmusokat (a dolgozat megirasakor a microarray eredmények feldolgozasa még nem
fejez6dott be). Szadmukra is varatlan modon azt tapasztaltuk, hogy az egyszeri nagy
tumorsejt populaciobol meglehetdsen rovid (10-16 nap) id6 alatt egy Pgp-t egyaltalan nem
expresszald populacid keletkezett, ami stabilan 40 passzazson keresztiil fennmaradt és
sejtpusztulast tapasztaltunk (3. abra, A4. panel és B panelek). Az érzékenység mértéke
megegyezett a hagyomdanyos Pgp-mentes MES-SA sejtvonaléval (3. 4bra, B2. panel).
Feltételezésiinknek megfeleléen az Uj sejtvonal magas koncentracioju (100-500nM)
hagyomanyos kemoterapias kezelések hatasara napok (3-5 nap) alatt elpusztult, azonban

meglepé6 modon, kovetve az MDR-szelektiv vegyiileteknél alkalmazott stratégiankat az

crer

crer

kornyezetben is fennmarado, heterogén populacié alakult ki, amely Pgp-negativ és —pozitiv

sejteket kozel 50-50%-ban tartalmazott (3. abra, A3. panel).

Az eredményeink azt az elképzelést igazoljak, miszerint a tumorpopulaciot alkotd
sejtek fenotipusa dinamikus szabalyozas alatt all. A drog tolerans és a drog rezisztens
fenotipus reverzibilisnek mutatkozott és a sejtek kemoterapids szerekre gyorsan kialakuld
rezisztenciagja MDR-szelektiv vegyiiletekkel valo kezelés hatasara legalabb olyan gyorsan
megsziintethetd volt, mint ahogy az a doxorubicin hatasara ujra kialakult. A folyamat
kétiranyt, oda-vissza miikodik, €és valdsziniileg egy olyan epigenetikai szabalyozas alatt allo
mechanizmus részét képezi, amely a tumorsejtek tulélését képes biztositani a kemoterapia

elsé szakaszaban.
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6. abra MDR oda-vissza. A MES-SA, MES-SA/Dx5, Dx5’ és Dx5” sejtvonalak Pgp expresszidjanak

vizsgalata immunfestéssel, valamint doxorubicin-érzékenységiik felmérése.

A feltevést igazolandd kiilonbozé epigenetikai mechanizmusokat (hiszton demetilaz,
acetilaz, metil-transzferaz és acetil-transzferaz) célzo gatloszereket alkalmaztunk a BB090
MDR-szelektiv vegylilet mellett (5. dbra). A hiszton demetildz gatldo I0X1 és a BB090
kombindcios kezelés hatasara 16 nap alatt a populécio elérte a 80%-os konfluencia hatart és a
sejtek 20,6%-nal az eredeti Pgp expresszi6 megmaradt. Hasonloképpen, mindkét hiszton

deacetilaz inhibitor hatassal volt a fenotipus valtasra. A Trichistatin A-val és BB090-el kezelt
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sejtek ugyancsak 16 nap alatt néttek fel, de itt csak a populacié 9,2%-a maradt Pgp-pozitiv,
mig a SAHA-val és BB090-¢l kezelt sejtek 22 nap alatt érték el a 80%-os konfluenciat, de a
populécid 41,1%-a expresszalta a Pgp-t. A hiszton metiltranszferaz EZH2 fehérje gatloszere,
a 3-deazaneplanocin kombinaciéban a BB090-el egy olyan populacidt eredményezett, amely

24 nap alatt nétt fel és a populacid 88,2%-a expresszalta a Pgp-transzportert.

Vizsgalataink felhivjdk a figyelmet arra, hogy az epigenetikai folyamatok
kozremitkddhetnek a rezisztencia kialakulasaban, valamint eredményeink terapids stratégiak

tervezése szempontjabol igéretes Uj lehetdségek felé nyitnak utat.

Eredményeink egy olyan terapids megkozelitést vetnek fel, amely soran az
epigenetikai gatloszerek kombindcios kezelésben alkalmazva hatassal lehetnek a tumorsejtek
rezisztenciajat kialakité mechanizmusra, igy kitolva vagy meggatolva az MDR megjelenését.
Ezzel egyiitt az MDR-szelektiv vegyliletek bevetése a terapids kezelések soran igéretes
lehetdségnek tlinik, hiszen képesek hatékonyan és célzottan a multidrog rezisztens sejtek
elpusztitasara vagy akar a mar kialakult MDR -fenotipus megsziintetésére is. Az altalunk talalt
folyamatok magyardzata jelentésen hozzédjarulhat a gyogyszerekkel szemben kialakulo
rezisztencia mechanizmusainak megértéséhez ¢és olyan kombinacids terdpids protokollok
kialakitasahoz, melyek képesek gatat szabni vagy legalabb lassitani ezt a klinikumban is

rendszeresen tapasztalt problémat.
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7. Osszefoglalo

A rosszindulati tumorok kezelésekor alkalmazott kemoterapids vegyiiletek gyakran
azért vallanak kudarcot, mert a terdpia soran kialakul az Gin. multidrog rezisztencia (MDR). A
multidrog rezisztens daganatsejtek membranjan kifejez6d6 P-glycoprotein (Pgp, ABCBL,
MDR1) fehérje az ABC (ATP Binding cassette) transzporter csaladba tartozé efflux pumpa,
mely képes sokféle, struktirijaban eltérd vegylilet felismerésére ¢és eltdvolitasara a
citoplazmabol. A Pgp szubsztratjaként ismeri fel a tumor ellen hasznalt gydgyszerek jelentds
részét, koztik a napjainkban is alkalmazott doxorubicint, vinblastint, vinkrisztint és
paclitaxelt, illetve szamos tirozin kinaz gatlot (TKI). Miutan a Pgp direkt gatlasara tett
kisérletek a klinikai fazisban meghiusultak, az MDR probléma megolddsara mas stratégiat
kellett valasztani. Az egyik lehetséges ilyen mddszer a csoportunk altal azonositott MDR -
szelektiv vegyliletek alkalmazasa. Az MDR-szelektiv molekuldk paradox modon képesek a
Pgp-t expresszald multidrog rezisztens sejtek célzott elpusztitasara. Az MDR-szelektiv
vegyiiletek egy masik hatdsa, hogy azokat a toxikus dozisnal kisebb koncentracioban
alkalmazva képesek vagyunk a sejtek Pgp expresszidjat az MDR-t biztositd szint ala
csokkenteni €s igy a tumor sejteket ,,atprogramozni” rezisztens allapotbol Gjra szenzitivvé. Az
»atprogramozott” sejtek visszanyerik gydgyszerérzékenységiiket a hagyomanyos kezelésekkel
szemben ¢és Pgp szintjiik visszatér az eredeti, endogén expresszid szintjére. Munkdm soran
ennek a mechanizmusnak a megértésén dolgoztam in vitro MES-SA (Pgp-negativ) és MES-
SA/Dx5 (Pgp-pozitiv) uterin szarkoma sejteken, ahol a rezisztens sejtvonalat folyamatos
doxorubicin kezeléssel alakitottdk ki. A csoportunk bebizonyitotta, hogy, a korabbi
elképzeléssel szemben, az MDR-szelektiv vegyiiletek hatdsara bekovetkezd fenotipus valtas
akar néhany nap alatt is végbemehet, egyetlen kezelést kovetden. Dolgozatomban bemutatom
a rezisztens sejtek visszaprogramozasakor valasztott stratégia (egy nagy dozisu, tobb kis
dozisu vagy folyamatos alacsony dozist kezelés), illetve az epigenetikai inhibitorok hatasat a
fenotipus valtasra. Eredményeink arra utalnak, hogy drog-naiv (kemoterapiat még sosem
kapott) tumorsejtek akar néhany nap alatt képesek lehetnek magas Pgp expressziora szert
tenni. A kialakuld rezisztencia azonban gyakran reverzibilisnek bizonyult, ami felveti az

epigenetikai szabalyozés szerepét.
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8. Summary

The efficacy of drugs used to treat malignancies is often hampered by the emergence of the
so-called multidrug resistance (MDR). Cancer cells with MDR phenotype overexpress a
transmembrane protein, P-glycoprotein (Pgp, ABCB1, MDR1), which belongs to the ATP
Binding cassette (ABC) transporter superfamily. This efflux pump can recognize and
transport numerous, structurally unrelated compounds from the cytoplasm to the extracellular
space. Conventional anti-cancer agents including doxorubicin, vinblastine, vincristine,
paclitaxel and new, promising drugs such as tyrosine kinase inhibitors (TKI) were also shown
to be substrates of Pgp. Since attempts to directly inhibit Pgp have failed in the clinical phase,
a new strategy had to be established. One possibility is the selective targeting of MDR cells.
Our group identified and characterized several MDR-selective molecules that show paradox
toxicity against Pgp overexpressing multidrug resistant cancer cells. Surprisingly, when we
use an MDR-selective compound below its toxic concentration, the resistant cells can be
“reprogrammed” to become sensitive again as a result of decreased Pgp expression. These
“reprogrammed” cells are regaining their sensitivity to chemotherapy and their Pgp
expression is equal to endogenous levels. My aim was to understand this process using the
Pgp-negative MES-SA and Pgp-positive MES-SA/Dx5 (established by continuous drug
selection in doxorubicin) uterine sarcoma cell line pair. We proved that the phenotype switch
(from resistant to sensitive) caused by the MDR-selective molecules can be very rapid as it
can happen within a few days following a single treatment. In my thesis | explain the effects
of different reprogramming strategies (short-term high-dose, long-term low-dose or
continuous low-dose) and epigenetic inhibitors on the phenotype switch. Our results suggest
that drug-naive (never treated) cancer cells can become resistant within days. Interestingly,
this rapidly acquired drug resistance seems to be reversible suggesting the involvement of

epigenetic regulation in the process.
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