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1. BEVEZETES

Minden ¢él6lény az egymast kovetd és folyamatosan ismétlédd sejtosztodasi és
sejtnovekedési ciklusokon keresztiil jon létre. A sejt osztodasat megeldzi a sejt genetikai
allomanyanak, valamint organellumainak ¢és makromolekuldknak megkett6z0dése. A
megkettézodés €s osztddas ciklusat sejtciklusnak nevezziik. A sejtciklus jol 6sszehangolt €s
szigorian szabalyozott folyamatokbol all. A sejtciklus szabdlyoz6 mechanizmusai
biztositjadk az egyes folyamatok helyes sorrendjét, illetve feleldsek azért, hogy minden
folyamat teljesen lejatszodjon, irreverzibilis legyen, és csak egyszer induljon el a ciklus
soran. A sejtciklusban fészerepet jatszo fehérjék és a sejtciklus szabalyozé rendszer elemei

igen hasonldéak minden eukariotaban.

1. 1. Az eukariota sejtciklus attekintése

A sejtciklust, annak meghataroz6 torténései alapjan, kiilonb6zd fazisokra osztjuk.
A ciklust két nagy szakaszra lehet bontani: a mag és a sejt kettéosztoddsanak szakaszara, az
M fazisra, illetve az osztédasok kozott eltelt idészakra, az interfazisra. Az M fazist a
sejtmag osztddasa, a mitdzis €s az ezt kdvetd citokinézis, a citoplazma kettévalasa alkotja.
Az interfazis ugyszintén jol elkiilonithetd folyamatokbdl all: egyrészt beszélhetiink
ugynevezett ,,gap” fazisokrdl (Gl és G2), illetve a kozottik 1évé DNS-szintézist magaba
foglalo S fazisrol. A sejtcikluson kiviil megfigyelheté még egy nyugalmi GO fazis, melyben

a sejtek osztodas nélkiili differencidlodasa megy végbe (1.4bra).

1. abra: A sejtciklus fazisai: G1-, S-, G2-, M-fazis (Hartwell, 2001)
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1. 2. Az eukariota sejtciklus szabalyozasa

A sejtciklus egyes szakaszaiban lejatsz6dd események mogott  kiilonbozo
molekularis mechanizmusok allnak. A fazisok kozotti atmenetet kinazok, foszfatazok és
szabalyzofehérjék komplexeinek Osszehangolt mukodése biztositja. A sejtciklus
kulcsfontossagu elemei a ciklin-fiiggd kinazok (Cdk-k), melyeket szabalyozo6 partnereik, a
ciklinek aktivalnak. A sejtciklus soran a Cdk-k koncentracidja kozel allando, de aktivitasuk
szabalyozo partneriik, a ciklinek dinamikus szintézise ¢és lebontdsa révén ciklikusan
valtozik (2. abra), (Hartwell, 1991). A ciklinek nem csak aktivaljdk Cdk partneriiket,
hanem célfehérjékhez is iranyitjak Oket. A ciklineknek négy osztdlya van, attol fliggden,
hogy melyik stadiumban kotédnek a Cdk-khoz. A ciklin-fiiggd kinazoknak is tobb fajtaja
van. A gerinces allatokban 4 Cdk tipust kiilonboztethetiink meg. A Cdk4 és Cdk6 a G1
ciklinekkel, a Cdk 2 a G1/S és az S ciklinekkel, a Cdkl pedig az M ciklinekkel 1ép
kolcsonhatasba. A G1/S ciklinek (ciklin E) a G1 fazis végén kotédnek a Cdk-k-hoz és
ezaltal elkotelezetté teszik a sejtet a DNS replikaciora. Az S ciklinek (ciklin A) az S fazis
soran kapcsolodnak a Cdk-k-hoz és nélkiilozhetetlenek a DNS replikacio elinditasaban. Az
M ciklinek (ciklin B) a mitdzis eseményeit segitik el6. A Drosophilaban csak haromféle
Cdk fordul eld: a Cdkl (ciklin A, B, B3), a Cdk2 (ciklin E) és a Cdk 4 (ciklin D). (Lee,
2003).

G1/S ciklin S ciklin M ciklin  APC aktivitas

- - -

L L L L L L L T T

] s G2 61
Start metafazis-anafazis
M
Cdk ki Cdk ki Cdk be

2. dbra: A sejtciklus szabalyozé rendszer f6bb molekuldinak aktivitas valtozasa a sejtciklus folyaman



A ciklinek kapcsolodasa nem elegendd a Cdk-k teljes aktivalasdhoz. Maximalis
aktivitdsukat akkor érik el, amikor egy masik kindz a CAK (Cdk aktivalo kinaz)
foszforilalja 6ket (Morgan, 1997). A Cdk-ciklin komplexek aktivitasa gatolhato a Weel
kindz altal, amely képes egy, az aktiv hely kozelében -elhelyezked6 aminosav
foszforilacigjara. A Cdk-ciklin komplexek Weel kindz altal 1étrehozott inaktiv formajat a
Cdc25 foszfataz képes visszaalakitani aktiv kinazza, a gatl6 foszfat csoportok eltavolitdsa
révén. A ciklin-Cdk komplexek inhibitor fehérjék (CKI) kotodésével is szabalyozhatok,
ezek az aktiv centrum kornyezetének atrendezésével inaktivaljak az enzimet. Ezek a gatld
fehérjék foként a Gl és S fazis szabalyozasaban jatszanak szerepet. A ciklin-Cdk
komplexek a sejtciklus bizonyos stadiumaiban a ciklin partner szabalyozott proteolizisével
szabalyozddnak.

A fehérjelebontasnak nem csak a kindzok aktivitdsdnak szabalyozdsan keresztiil van
szerepe a sejtciklus szabalyozasaban, hanem mas szabalyozo6 fehérjék lebontasan keresztiil
is. A lebontési szignal egy ubikvitin molekuldkbdl 4ll6 poliubikvitin lanc, amely jelként
szolgél a proteoszoOma szamdra, a fehérjék lebontdsdnak megkezdéséhez. A célfehérjék
ubikvitinacidjat egy harom tagbol all6 enzimrendszer biztositja. A rendszer tagjai: az
ubikvitin aktivalé vagy El enzim, ami aktivalja az ubikvitin molekulat, az ubikvitin
konjugal6 vagy E2 enzim, ami a célfehérjére juttatja az aktivalt ubikvitin molekulat és az
ubikvitin ligdz vagy E3 enzim ami az enzimkaszkad szubsztrat specificitdsat hatarozza
meg. A S fazis ubikvitin ligaza az SCF komplex, a G1 fazis és a mitozis soran pedig az
anafézis promoting komplex (APC/C) a meghatarozo ubikvitin ligaz (Peters, 1998).

A kiilonboz6 ciklin-Cdk komplexek és az aktivitasukat szabalyozo enzimek bonyolult
halézatba rendez8dnek és a sejtciklus szabadlyozd rendszer magjat képezik. Ennek a
rendszernek szamos tényezd fokozza a hatékonysagat, illetve tovabbi szabalyozasi szintek

raépiilése noveli a pontossagat.

1. 3. Ellendrzési mechanizmusok a sejtciklus szabalyozasaban

A sejtciklus tokéletes lezajlasat, a DNS szintézisétél egészen a lednysejtek
elkiiloniiléséig szamos Osszehangolt szabalyoz6 folyamat biztositja. Alapvetd fontossagu,
hogy az egyes fazisok a megfeleld sorrendben kovetkezzenek és a sejt csak akkor tudjon
atlépni egy kovetkezdbe, ha az el6zot tokéletesen befejezte. Ezen feltételek teljesiiléséért

az ugynevezett ellenérzési pontok (checkpointok) felelések. Ezeken az ellendrzési
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pontokon a sejtciklus addig nem Iéphet tovabb, amig a kordbbi 1épések be nem fejezddtek,
a keletkezett hibak ki nem javitodtak. Amennyiben a sejt nem képes kijavitani a hibakat a
sejt nem folytatja a sejtciklust, hanem programozott sejthalal révén elpusztul, ezzel védve a
szervezetet a hibas sejtek elszaporodasatol. Viszont, ha a checkpointokban résztvevd gének
karosito hatas kovetkeztében elveszitik funkciojukat, a sejt korlatlan osztodasba kezd, ami

tumoros elvaltozasok képzédéséhez vezet (Morgan, 2006).

{-\ M ellenérzési pont

G2/M ellenérzési pont

G1/S ellenérzési pont

/

3. abra: A sejtciklus G1/S, G2/M és M ellenérzési pontjai (Bertoni & Kleinsmith, 2012)

A sejtciklus eseményeit harom f6 ellendrzési pont szabalyozza (3.4bra). A G1 és G2
fazisokban a sejtek ellendrzik belso és kiils6 kornyezetiiket, hogy a feltételek megfeleldek-
e, az elokésziiletek megtorténtek-e a sejtosztodasra. Ha a kiilsd feltételek nem kedvezdek a
sejtek lassitjak a G1 fazison vald athaladast, viszont, ha a kiilsé feltételek megfeleldek és
osztodast serkentd jelzések is érkeznek, akkor a sejt athalad az elsd ellendrzési ponton. Ezt
az ellendrzési pontot restrikcids pontnak vagy élesztOk esetén startpontnak nevezziik. Ezen
a ponton athaladva a sejt elkdtelezi magat az osztodasra és akkor is S fazisba 1ép, ha
kozben a kiilsé koriilmények megvaltoznak és megsziinnek a sejtosztodast stimuldld
jelzések.

A kovetkezd ellendrzési pont a G2 és M fézis hataran talalhaté. A neve DNS
replikacios ellendrzési pont. A DNS szintézis akkor tekinthetd befejezettnek, ha az utols6
nukleotid replikacidja is megtortént. A sejt érzékeli a nem replikédlodott DNS-t, vagy a
replikacidés villat és negativ jeleket kiild a sejtciklust szabalyoz6 kozpontba, ami
meggatolja az M-Cdk aktivaciojat a G2 fazis végén. Ha az eldzetes folyamatok
megfeleléen mentek végbe, illetve ha a mitézishoz sziikséges anyagok rendelkezésre

allnak akkor a G2 fazis végére az inaktiv M-Cdk komplexek felhalmozodasa figyelhetd
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meg. A Cdc25 foszfatazok eltavolitjak a komplexeket gatld foszfatcsoportokat, az M-Cdk
komplexek aktivalodnak és elkezdddik a mitdzis (Shapiro, 1999).

Az utols¢é ellenérzési pont, az orsd Osszeszerelddési ellendrzépont, amely az M
fazison beliil, a metafazis és anafazis hataran végzi ellenérzé funkciojat. Szemben a tobbi
ellendrzési ponttal, ez a checkpoint be van kapcsolva mindaddig, amig a kromoszémak
szegregacidja végbe nem megy. Tulajdonképpen ez az ellendrzési pont, amig miikodik,
megakadalyozza a kromoszoémak szeparaloddsat. Amint a kromoszoémak kozott 1évo
kohezin lebomlik, és megtorténik a kromoszoémak bipolaris kapcsoléddsa az orsokhoz

megsziinik az ellendrzési pont gatld hatasa (Tan & Rida, 2005).

1. 4. A DNS hibajavitas mechanizmusa

A kiilonbozé  élolények sejtjeit alkotd makromolekuldk, beleértve a sejt
orokitéanyagat is, olyan kornyezeti hatdsoknak vannak folyamatosan kitéve, melyek
megvaltoztathatjak azok kémiai szerkezetét. A DNS-ben még a legaprobb karosodasok is a
sejt jol programozott milkddésének felborulasdhoz, illetve a sejt pusztuldsdhoz
vezethetnek, ezért a DNS-ben keletkezett hibakat kiilonb6z6 DNS-hibajavitd
mechanizmusok kijavitjak. Normal koriilmények kozott a DNS karosodasok keletkezése €s
javitasa egy dinamikus folyamat. Ritkdn eléfordulhat, hogy a meghibasodott szakaszok
korrigalasa hosszu ideig elmarad. Ha a hibajavitas elmarad, az mutaciok folhalmozodasat
vonja maga utan €s végiil koros utddsejtek elszaporodasdhoz, tumoros megbetegedésekhez
vezethetnek.

Tobbféle mutaciot okozo kornyezeti hatds ismert. Indukalodnak elvaltozasok a DNS-
szintézise sordn, eldidézhetnek meghibdsodast a nukleotidokon spontan végbemend kémia
valtozasok, illetve eléfordulnak mutagének altal eldidézett karosodadsok is. A karos hatasok
eredetiik szerint lehetnek belsd és kiilsd eredetli karosodasok. Endogén meghibéasodas,
példaul a normalis anyagcsere melléktermékeibdl szarmazo reaktiv oxigéngyokok roncsolo
hatasa, mely spontan mutéciot okoz. Kiilsd eredetli hibdkat eredményezhet példaul az
ultraibolya sugarzas, a gamma-sugarzas, a hidrolizis, a mutagén vegyszerek és a
kemoterapids és sugarterapias szerek is.

A DNS-ben bekdvetkezett hiba javitdsa torténhet kozvetlen hibajavitasi
mechanizmussal (direct repair), valamint a kdrosodott rész Gjraszintetizalasa révén.

A kozvetlen hibajavitasi mechanizmusok lehetdvé teszik a bazissériilések



enzimatikus folyamatok altali javitasat, baziseltavolitas nélkiil. Direkt hibajavitas torténik,
példaul az ugynevezett fotoreaktivacios javitas soran, mely az ultraibolya sugarzas hatasara
keletkezett pirimidin dimereket az eredeti pirimidin bazisokka alakitja vissza a fotoliaz
enzim segitségével. Kozvetlen hibajavitds torténik, példdul a guanin metildltsdgat
megsziintetd javitas soran is. Ebben az esetben a metiltranszferdz enzim a guaninon 1évé
karos metil-csoportot a sajat ciszteinjére helyezi at €s ezaltal inaktivalja sajat magat.

A karosodott rész ujraszintetizalasaval javitd mechanizmusoknak tobb tipusa van. A
mismatch repair a hibas bazisparosodas kijavitasat kozvetleniil a replikécio utan hajtja
végre. Ez a hibajavitasi mechanizmus az inkorrekt, de szabdlyosan parosodd bazisok
korrigalasaért felelds, melyet a metilacio mechanizmusaval biztosit. A helytelen bazispart a
PMS-csaladba tartoz6 fehérjék, valamint a MSH2, MSH3, MSH6 specifikus proteinek
ismerik fel, majd ezutan a metilalatlan lancban egy endonukleaz bemetszést hajt végre (Li,
2008). Helikdz és exonukledz funkcidval bird fehérjék eltiintetik a hibas nukleotidot
tartalmazé szakaszt, majd DNS-polimeraz és ligaz helyreallitia a cukorfoszfat gerinc
folytonossagat.

Az excizids hibajavitas masik tipusa a bazis-eltavolitd javitas (base-excision repair).
A hibajavitds soran a DNS-ben normalisan el nem forduld bazisok eltavolitasarol
specializalt DNS-glikozilazok gondoskodnak. Ezek az enzimek képesek felismerni a nem
megfeleld bazisokat és kivagni a helyiikrél. A kivagast kovetden végbemehet a hibas
bazissal szemben 1évé normalis bazis alapjan a helyes bazis cseréje (Friedberg, 2003).

Ezen hibajavitd mechanizmusok harmadik tipusa a nukleotid-eltavolité hibajavitas
(nucleotide-excision repair). El6fordulnak olyan DNS karosodasok, melyeket nem lehet
baziskivagas altal kijavitani. A karosodas felismerése utan egy sok alegységes specifikus
enzimrendszer vagja el a hiba koriili szalat a sériilés mindkét oldalan. A kivagas utan a
normalis kettdsszali szerkezet ismét helyredll a DNS polimeraz 1 és a DNS ligaz

kozremiikodése altal.

1. 5. A sejtciklus és a rak

A checkpointok a sejt olyan talélési mechanizmusai, amelyek biztositjdk a genom
mindségi kontrolljat és fenntartjdk a genom sértetlenségét. A hibas checkpointok
mutaciokat és olyan genom atrendezddéseket okozhatnak, amelyeknek genom instabilitas

az eredménye. A genom instabilitas pedig a f6 oka a sziiletési rendellenességeknek ¢€s
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szamos betegség, koztiik a rak kialakulasanak.

A DNS-ellendrzési ¢és hibajavitasi gének altal kodolt fehérjék képesek a sejtet ért
DNS-karosodéasokat kijavitani, ezéaltal minimadlis szinten tartani a sejtben végbemend
genetikai valtozasokat. A sejtciklus soran el6fordulhat, hogy kérosodik vagy hibasan
masolodik le a DNS, de ha ez bekovetkezik, a sejtciklus folyamata a hibdk kijavitasaig
abbamarad. A hibajavitasi génekben létrejové meghibasodasok genetikai instabilitashoz
vezethetnek. A sejt kdrosoddsa sordn szamos DNS-ellendrzési és hibajavitasi gén egylittes
mutécidja figyelheté meg, mely végsd soron rakos sejtelvaltozast indukal.

A hibajavitasi gének funkcidvesztése kapcsan ugyanakkor eléfordulhat az is, hogy a
sejtek kiilonbozé DNS karositd hatasokkal szemben (pl. kemoterapias szerek) fokozott
érzékenységet mutatnak. Az adott gén mutacioja révén a sejt szamos hibajavitasi utvonala
hasznalhatatlannd valik, ami végsO soron a sejt pusztulasat eredményezi. A mai rakkutatas
fo célkitiizései kozé tartozik az ilyen tipusu mutaciok felderitése, hiszen igy a kiilonb6z6
DNS-ellendrzési és hibajavitasi gének gétlasa révén, a rakos sejtek kemoterapias szerekkel
szembeni érzékenysége specifikusan megndvelhetd (Gabrielli, 2011). A végsd cél pedig

egy specifikusabb, személyre szabott rakterapia kidolgozésa.

2. KEMOTERAPIA

A kemoterdpia kezdete az 1900-as évek kezdetére tehetd, amikor felismerték a
nitrogén mustarok csontveldmiikodést gatld hatasat. A kemoterapias kezelések eldnye,
hogy szétterjedt, metasztazisos rak is kezelhetd vele, ami mar nem miithetd és nem
sugarazhato. Viszont szamos hatranya is van, példaul, hogy nem lokalisan hat, hanem az
egész szervezetet mérgezi. Az alkalmazott szer feldolgozéasa és kivalasztdsa a majon €s
vesén keresztll torténik, ezért sériilt vesék €s mdj esetén nem hasznilhatd. A szerek
pharmakinetikdja vagyis, hogy hogyan kezeli a test a drogot nagyon komplex. Ezen kiviil
elmondhat6, hogy mas jellegli gyogyszerek esetleges atfedd6 metabolikus utja
modosithatjak az adott hatést.

A daganatos betegségek kezelésére nagyon sokféle kemoterapids szer all
rendelkezésre és a gyodgyszergyartd cégek szinte naponta allnak eld ujabbal. A szerek
hatdsmechanizmusuk alapjan kiilonb6z6é csoportokba sorolhatok. Vannak RNS szintézis
gatlok és interkalalodok, Topoizomeraz 1 gatlok, Topoizomeraz II géatlok, Topoizomeraz II

gatlok ¢és interkalalédok, DNS replikacid gatlok és interkalalédok, DNS alkilalé szerek,
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DNS keresztkoté szerek, mitdzis és mikrotubulus gatlo szerek és antimetabolitok.
2. 1. A ciszplatin, mint kemoterapias szer

A ciszplatin (cis-diamindikloroplatinum) egy igen elterjedt kemoterapias gyogyszer.
A ciszplatin az elsO tagja a platina-tartalmi kemoterapias gyogyszerek osztalyanak, de
ebbe a kategoridba sorolhatjuk a karboplatint és az oxaliplatint is. Koziilik a
leggyakrabban hasznalt szer a ciszplatin, melyet a mai napig szdmos gyogyszergyar
forgalmaz. Ezek a platina komplexek képesek in vivo reagdlni, valamint kotddni és
keresztkotéseket kialakitani a DNS molekulan beliil, amelyek végiil a sejt apoptozisdhoz
vezethetnek (Dasari & Tchounwou, 2014).

A ciszplatin a sejtekbe diffuzid révén képes bejutni. Mivel intracellularisan a
sejtekben a klorid-ionok koncentracigja alacsony, ezért a molekula két kloridionja lehasad
¢és helyére két vizmolekula keriil. A sejtekben a pozitivan toltott vegytilet felhalmozodik,
majd kolcsonhatasba 1€p a nukleofil komplexekkel (Gonzalez, 2001).

Jellemz6 a ciszplatinra, hogy els6sorban a DNS molekula guanin és adenin purin
bazisainak 7-es N-atomjahoz kotddik. Ennek kovetkeztében két, azonos szdlon taldlhato
guanin kozott 1étesiil kapcsolat, mely a DNS molekula térszerkezetének megvaltozashoz

vezet. A ciszplatin a nukleinsavakon kiviil még képes bizonyos fehérjékhez, tiolokhoz

crer

Cl

H3N\Pt/
"'BN/ \a

4. abra: A DNS és a hozzakotott ciszplatin 3D modellje és a ciszplatin szerkezeti képlete

A ciszplatint elsdsorban a here-, és petefészekrakban szenvedd betegek kezelésére
alkalmazzadk, de a horgd-, méhnyak-, prosztata-, és urothelidlis rakok esetében is jelends
sikereket értek el vele. A ciszplatin kezelések kovetkeztében fellépd mellékhatasok a

vesekarosodas, idegrendszeri karosodasok, hallaskarosodas (Ozols &Young 1985)
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3. CELKITUZESEK

A rakos megbetegedések kialakulasanak hatterében az orokitd anyagot érintd
mutédciok felhalmozodasa all. A sejtciklus ellendrzési és DNS-hibajavitd rendszerének
0sszehangolt miikodése nélkiilozhetetlen a sejtek épségének megdrzésében.

Az sejtciklus ellendrzési és DNS-hibajavitd folyamatokban résztvevd gének nagy
részét mar sikeriilt azonositani €s tanulmanyozni szdmos modell organizmusokban, mint
példaul Drosophila melanogasterben, valamint emlés és human sejtekben is (Hartwell,
1992). Ezen gének kozos jellemzdje, hogy evoluciosan konzervaltak, illetve kiilondsen
érzékenyek a kiilonb6z6 genotoxikus szerekkel szemben (Eastman, 2004).

Munkdm célja az volt, hogy megvizsgdljam a mai kemoterapias kezelésekben is
alkalmazott ciszplatin hatasat Drosophila melanogaster sejtciklus ellenérzési és DNS-
hibajavitasi mutans torzsekben, illetve meghatdrozzam a relativ toxicitasi teszt altal a

kiilonb6z6 mutansok ciszplatinnal szembeni érzékenységét.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4. 1. Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek

Kisérleteinkben felhasznalt mutans Drosophila melanogaster torzsek a bloomingtoni

(Indiana University, USA) torzskdozpontbdl, a transzgenikus RNS interferencia torzsek a

Vienna Drosophila RNAI Center (VDRC)-b6l szarmaznak. A 1. tablazatban lathatdak az

altalunk felhasznalt Drosophila melanogaster sejtciklus ellendrzési és DNS-hibajavitasi

mutans torzsek. A hasznalt genetikai markerek leirdsa megtalalhatdé a FlyBaseben

(www.flybase.orq).

Drosophila melanogaster gén

A gén hasznalt allélja

Rad1 (CG3240) PBac(WH)Rad1702242
mei-9 (CG3697) w1l mei-9A1
Pms2 (CG8169) P(GawB)NP2178

Rev1 (CG12189)

12189R-3 (X kromoszdémas RNSi vonal)

Rad-18 like (CG9203)

P{SUPor-P}CG9203KG05829

Spn-A (CG7948) spn-Al

okra (CG3736) okrt’1

RecQ (CG7670) PBac(RB)CG7670044%
mus309 (CG6920) mus309D2/mud309D3
Rad17 (CG7825) RNSi vonal

P{GD4236}v44723

p53 (CG33336) y1 w1118; p535A-1-4
mei-41 (CG4252) mei-41RT
mus304 (CG7347) Mus304P?

loki (CG10895) P(EPgy2)EY 15840
Mad2 (CG17498) P(EPgy2)mad2E 21687

1. tablazat: Felhasznalt sejtciklus-ellendrzési és DNS hibajavitasi génekre mutans Drosophila melanogaster

torzsek


http://www.flybase.org/

4, 2. Az etetési kisérletek menete

A téptalaj elékészitése:

A ciszplatinos kezeléseket 3 ml instant taptalajt tartalmazo fioldkban végeztiik.
A 3 ml taptalaj eléallitdsdhoz 1 g instant taptalajt és 1800 ml vizet hasznaltunk. A
fiolakban 15 par muslicat petéztettiink 24 oran at, 25 °C-on. Egy nap elteltével a kikelt els6
kontroll fioldkban a larvdk 200 pl vizet kaptak. Minden koncentracidt 3 parhuzamos

fiolaban teszteltiink. Az allatokat 25 °C-on neveltiik.

Keresztezések menete:

Kisérleti rendszeriinkben a homozigéta mutansok heterozigota testvérei modellezik a
tumorok kornyezetében talalhato egészséges szovetet. EzErt a vizsgalatban hasznalt gének
homozigéta életképes mutacioit balanszer kromoszoma folé vittiik. Igy a tesztek soran a
heterozigdta mutansokkal tortént keresztezések lehetové tették, hogy homozigota mutins
¢s heterozigota (kontrol) egyedek pontosan ugyanolyan koriilmények kozott
nevelkedjenek.

Az egyes torzsek keresztezése a kovetkezoképpen zajlott:

1. Mutans/TM3 Sb, Ser heterozigota legyeket kereszteztlink a 3. kromoszéman 1€vo
Mad2 (CG17498), SpnAl (CG7948), mus309 (CG6920), p53 (CG33336), mus304
(CG7347) gének esetén. Mutdans/CyO,GFP éllatokat kereszteztiink a 2. kromoszéman 1évé
Radl (CG3240), Pms2 (CG8169) és loki (CG10895) mutansok esetén.

2. A mei9 (CG3697), meidl (CG4252), ¢s Rad-18 like (CG9203) gének az
X-kromoszomén helyezkednek el, ezért itt a mutans/FM6,w heterozigbta ndstényeket a
hemizigota mutans himekkel kereszteztiik.

3. Az okra (CG3736) gén okrl7-11 azonositdji mutansa egy hattérmutacio
kovetkeztében homozigota letalis, ezért ezt a vonalat csak delécio felett tudtuk tesztelni: a
w; okrl7-11/CyO, GFP ndstényeket w/Y; Df(2L) Ed206/CyRoi delécios himekkel
kereszteztiik.

4. Revl (CG12189) és Radl7 (CG7825) gének esetén nincs elérhetd mutans allél,

ezért ezen gének esetén transzgenikus RNS interferencia vonalakat hasznaltunk
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tesztjeinkben, melyekben w; Actin5C-GAL4/CyO,GFP  genotipusu allatokhoz torténd

keresztezéssel indukaltuk a géncsendesitést.

Az eredménvek kiértékelése:

Az eredmények kiértékelésekor a homozigota és heterozigota utddokat a torzsek altal
hordozott balanszer kromoszomak alapjan kiilonitettiik el. Az 1. csoportba tartozé torzsek
esetén a homozigota €s heterozigdota utodok varhato aranya 1:3. A 2. és 3. csoportban ez az
arany 1:1, mig a 4. csoportban 1évé mutansok esetén a Rev1 térzsnél 1:1, a Rad17 torzsnél
pedig 1:3 a vart ardny, mivel ez utobbi vonal homozigota letélis.

Torzsenként, minden koncentracié értéknél a harom parhuzamos fiolabol kikelt
utddok szamdt Osszeadva, meghatdroztuk a tuléld utodok szadmat. A homozigdtdk és
heterozigotak szamat 0sszeadva megkaptuk az dsszes tiléld utdd szamat. A homozigdtak
szdmat az Osszes tuléldo szamaval elosztva megkaptuk a taléld homozigéta utdodok
szazalékos aranyat. Ezeket az ardnyszdmokat a koncentracio fliggvényében abrazoltuk. A
pontokat Osszekotottiik, majd az egyenes azon pontjat, ahol a homozigéotdk ardnya a
kontroll fioldhoz képest felére csokkent visszavetitettilk a koncentraciokat tartalmazo
tengelyre. Az igy kapott koncentracio érték az adott szerre vonatkozd Relativ Letalis
Koncentracio (R-LCsp). Az R-LCsp érték az adott kemoterapias szer hatdoanyaganak azon
mennyiségét jelenti, amelynél a homozigota utddok 50%-os pusztulasi ardnyt mutatnak. A

R-LCsp értékek molban szamolt negativ logaritmusat oszlopdiagramon abrazoltuk.

4. 3. Felhasznalt kemoterapias szer: ciszplatin

crer

c sy

hasznaltunk.

14



5. EREDMENYEK

Tizenot sejtciklus ellendrzési és DNS hibajavitdsi tutvonalban szerepld gén

crer

vizsgéltuk (2.tablazat). Kisérleti rendszeriinkben a homozigéta mutinsok ciszplatin

érzékenységét a heterozigota testvéreikéhez hasonlitottuk. Az etetési kisérletek soran a

homozigéta mutans és heterozigota egyedek pontosan ugyanolyan koriilmények kozott

nevelkedtek, mivel a vizsgalt mutacidra heterozigéta sziilok utddait kezeltiik ciszplatinnal.

Sejtciklus ellendérzési és DNS

Gének és elnevezéseik

hibajavitasi utvonalak

Drosophila melanogaster Human
Radl (CG3240) RAD1
Nukleotid-eltavolito javitas ERCC4

(nucleotide excision repair)

mei-9 (CG3697)

(excision repaire cross-complementing
rodent repair deficiency)

Mismatch repair

Pms2 (CG8169)

PMS2
(postmeiotic segregation increased 2)

Hibamentes DNS-hibajavitasi

utvonal Rad-18 like (CG9203) SPRTN
(error-free prone-repair)
Hibara hajlamosito
DNS-hibajavitasi titvonal Revl (CG12189) REV1
(error-prone-repaire)
Spn-A (CG7948) RADS51
Rekombinaciés hibajavitas okra (CG3736) RAD54L, RAD54-like
WRN
RecQ (CG7670) (Werner syndrome, RecQ helicase-like)
BLM
DNS-Kka isi ellenérzé mMus309 (CGGQZO) (Bloom syndrome, RecQ helicase-like)
-karosodasi ellenérzopont Rad17 (CG7825) RAD17
p53 (CG33336) TP53
mei-41 (CG4252) ATR
S-fazis ellendrzési pont mus304 (CG7347) éLF\:!;

loki (CG10895)

(checkpoint kinase?2)

Orso osszeszerelodési
ellendrzési pont

Mad2 (CG17498)

MAD2L1, MAD2
(mitotic arrest deficient-likel)

2. tablazat: A vizsgalatban hasznalt sejtciklus ellenérzési és DNS hibajavitasi utvonalakban szerepld

Drosophila gének és human ortologjaik
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crer

kezdeti koncentraciotartomany minden esetben 10, 15, 20, 25, 30 uM volt. Amennyiben a
homozigoéta és heterozigota allatok szamaban nem kdvetkezett be jelentds valtozas a
koncentraciotartomanyt 70 uM-ig emeltiik. Ezzel ellentétben, ha toxikusnak bizonyult a
kezdeti  kezelés, a  ciszplatin  oldatunkat a  tovabbiakban 1-10 uM
koncentraciotartomanyban alkalmaztuk.

A ciszplatinnal szemben mutatott érzékenység alapjan a torzseket két csoportba lehet
osztani. Az egyik csoportba azok a torzsek tartoztak, amelyekben a kezelés hatasara (egy
adott koncentracidtartomanyban) a homozigoéta mutans egyedek szama lecsokkent a
szamottevéen nem valtozott. Ezt a csoportot a génekre nézve specifikusan érzékenyeknek
neveztiik el, mert a ciszplatin szelektiven csak a homozigdta mutins egyedekre volt
hatassal. A masik csoportba azon tdorzsek sorolhatéak, amelyekben a hatasos
koncentraciotartomanyt elérve, a szer nemcsak a homozigotakat, hanem a heterozigdtakat
is jelentdés mértékben pusztitotta. Ezeket nem érzékenyeknek neveztiik el, mert abban a
koncentraciotartomanyban, ahol a szer hatast valtott ki, mindkét genotipusra egyforman
toxikusnak bizonyult.

A taléld homozigota utddok szazalékos aranyat a koncentracid fiiggvényében
abrazolva megadhato az adott génhez tartozo Relativ Letalis Koncentracio (R-LC50) (5.
abra). Az R-LCsp érték a ciszplatin azon mennyiségét jelenti, amelynél a homozigota

allatok 50%-a elpusztul a kezelés hatasara.

mus304 R-LC50 értéke

30
Co
S
= xm n
A0 O
=< 15
S 10
N
=]
£ 5
=
0
0 10 15 20 25 30

Ciszplatin koncentracioja (M)

5. abra Az R-LCxso érték kiszamolasanak modja a mus304 példajan keresztiil
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A konnyebb 6sszehasonlithatosag érdekében az R-LCso értékek moélban szamolt negativ

logaritmusat oszlopdiagramon abrazoltuk (7. abra).

e .
Ciszplatin
6,00
B Radl
mei-9
5,00 M Pms2
M Radl8
B Revl
4,00
H SpnAl
Okra
> 3,00 - | BRecQ
Eﬂ mus 309
- Radl7
2,00
M p53
M mei-41
1,00 —————— mus304
loki
Mad2
0,00 -

6. abra: Az R-LCx értékek molban szamolt negativ logaritmusa Drosophila melanogaster DNS-ellendrzési
¢s hibajavitasi mutansokban

5. 1. A ciszplatinra specifikusan érzékeny mutiansok

A ciszplatin szelektiven hatott a Radl, a Spn-A, az Okra, a mus309, a mei4l, a RecQ
¢s a mus304 mutdns torzsekre. Az R-LC50 értékeket Osszehasonlitva azt is
megallapithatjuk, hogy nem volt azonos az a koncentracio, amelynél a homozigota allatok
fele elpusztult, vagyis van kiilonbség az egyes mutansok érzékenységében.

A Spn-Al bizonyult a legérzékenyebbnek a ciszplatin kezelések soran, hiszen mar 2
uM koncentracioban a homozigdta utdédok pusztulasit okozta. Ez a gén emberben és
Drosophilaban is egyarant a rekombinacids hibajavitasban vesz részt. Az altala kodolt
fehérje képes kolcsonhatasba 1épni az ssDNS-kot6 fehérjével az RPA-val és a RAD25-tel.
Ezekrol feltételezik, hogy szerepet jatszanak a homologok parosodasaban. Ezek mellett
kapcsolatban all a BRCA1 és BRCA2 fehérjékkel, melyek fontosak a DNS-kéarosodas
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kovetkeztében 1étrejovo cellularis  valasz  kialakitasdban. Hidnydban a BRCA2
inaktivalodik, ami genetikai instabilitast eredményez (Subramanyam, 2013).

Az érzékenységi sorban a Spn-Al mutansokat a Radl koveti, hiszen ezek a mutans
legyek a ciszplatint mar 3 pM koncentracioban nem képesek toleralni. A Radl gén egy
olyan heterotrimer sejtciklus ellendrzési pont komplex komponensét kodolja, amely képes
a sejtciklus leallasat indukdalni DNS-karosodas vagy hidanyos DNS replikdcio esetén. A
hibamentes DNS-hibajavitasi Gtvonal (error-free repair) egyik fontos résztvevéje, illetve
jelentds szerepet jatszik a transzlézids DNS szintézisben is.

A mei4l gén altal kodolt G1/S-fazis ellenérzési pontban résztvevd fehérje, a DNS-
karosodast kovetd sejtvalasz kialakitasat biztositja. A ciszplatin kezelést 6 pM
koncentracioig képes tolerdlni. Mutacidja kovetkeztében a homoldg rekombinacios
hibajavitas Iépéseiben nem képes részt venni.

Az Okra egy DNS-hibajavitasi ellenérz6pontban résztvevé gén, melynek homozigdta
mutatnak. Drosophilaban a gén altal kodolt fehérje szerepet jatszik a homolog
rekombinacidval kapcsolatos duplaszali DNS-torés javitasaban. A kettésszali DNS-hez
val6 kotédése indukalja a DNS topoldgiai valtozasat, ami konnyebbé teszi a DNS vagasat
¢s a rekombindcio stimulalasat.

A mus304 az G1/S-fazis ellendrzési pontjaban résztvevd gén. DNS-sériilés hatasara
kolcsonhatasba keriil az egyszala DNS-hez ko6tddo replikacios protein A-val. A mus304

Drosophilaban a mus309 gén altal kodolt RecQ helikaz felelds a duplaszalt
hibajavitasokért. Muticidja soran ezeket a hibajavitdsi mechanizmusokat nem képes
ellatni, ezaltal érzékennyé valnak a kiilonb6z6 DNS-karositd szerekre. A mus309
ciszplatinra voltak fokozottan érzékenyek.

A RecQ gén altal kodolt fehérje egy a RecQ csaladba tartozo helikdz, amely
miikddése révén részt vesz a genetikai stabilitdas megtartdsaban. A gén meghibasodésa
emberben 0sszefliggésbe hozhaté a Werner szindromaval, ami egy autoszomalis recessziv
rendellenesség, mely korai Oregedéssel és szamos rakbetegség kifejlodésével jar egyiitt
(Bernstein, 2010).

Megallapithatjuk, hogy a vizsgalt gének koziil tobb tartozott a sejtciklus ellendrzési

gének kozé, illetve, hogy a vizsgalt sejtciklus ellendrzési gének tobbsége érzékeny volt a
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ciszplatinra.

5. 2. Aciszplatinra nem érzékeny mutansok

A homozigoéta és heterozigota allatok azonos mértékben pusztultak a ciszplatinos
kezelések hatasara a kovetkez6 torzsek esetén: mei-9, Pms2, Rad17, p53, loki, Revl, Mad?2
¢és Rad-18 like.

A mei-9, a Radl7 és a p53 torzsek esetén 30 uM volt az a ciszplatin mennyiség,
aminek még nem volt semmilyen hatasa az allatok életképességére. Viszont a 30 uM
koncentraciot meghaladd érték felett a heterozigotdk és a homozigotdk egyforman
pusztultak, vagyis a ciszplatin mérgezd volt rdjuk. Ezen mutansok esetén nem allapithato
meg tehat olyan koncentracié tartomany, amelyre csak a homozigbéta mutansok
érzékenyek, a heterozigotak pedig jol toleraljak.

A mei-9 gén altal kodolt fehérje jelentds szerepet jatszik a DNS 5' szal menti
nukleotid kivagd hibajavitasban. A gén mutécioja egy autoszomalis recessziv oroklédésii
genetikai betegség, a Xeroderma pigmentosum kialakulasaért felelds.

A Rad17 génrél atirodé Radl7-homolog az ellendrzési pont gének korében jelentds
szerepet tolt be, valamint a DNS-karosodast kovetd valaszban szenzor proteinként
funkcional. Humanban a DNS-kéarosodas helyén képes a kromatinhoz k&tédni, ahol a ATR
kindz foszforilalja. Ezeken kiviil részt vesz még a 9-1-1 komplex Osszeszerelddésében
(Bao, 2001).

A p53 fehérjét az Mdm?2 ubikvitin ligdz lebontésra jeloli ki, ezért normalis sejtekben
csak alacsony koncentracioban fordul eld. DNS-kéarosodés hatasara az ATR protein kinaz
¢s az ATM aktivalodik, melynek kovetkeztében képessé valnak a p53 fehérje
sejtciklus szabalyozo folyamatban vesz részt. Ilyen példaul a sejtciklus felfiiggesztése, az
apoptotikus Utvonal indukalésa, illetve a DNS-karosodast helyreallitdo fehérjék aktivalasa
(Levine & Oren, 2009).

A Pms2 muténsok ciszplatinos kezelése soran a maximalis koncentracio a 70 uM
volt. Ennél nagyobb koncentracidtartomanyban a Pms2 mutdnsok homozigdta és
heterozigdta utddai kivétel nélkiil elpusztultak. A gén terméke részt vesz a mismatch

hibajavitdsban. Mutédcioja human esetében ordkletes nonpolyposis vastagbél rak és Turcot
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szindroma kialakulasaért felelds.

A loki, a Revl, a Mad2 ¢és a Rad-18 like mutans torzseknél 70 uM ciszplatin
koncentracional tapasztaltunk csak hatast, de itt mar nemcsak a homozigotakra volt
hatdssal a szer, hanem a heterozigotakra is.

A loki altal kodolt fehérje az G1/S-fazis ellendrzési pontjaban vesz részt.
Aktivalodasa soran a fehérje gatolja a Cdc25c foszfatazt, megakadalyozza a mitdzis
kapcsolatba hozhat6 a Li-Fraumeni daganatos betegség, a szarkoma, a mellrak, illetve az
agydaganat kialakuldsa (Xu, 2001).

A Revl gének altal kodolt fehérjék BRCT domént tartalmaznak, amely fontos
szerepet jatszik a fehérje-fehérje kdlcsonhatasokban. Hidnya kovetkeztében a transzléziods
DNS szintézis elmarad.

A Mad?2 gén az ors6 Gsszeszerelddési ellenérzési pontban résztvevé fehérjét kodolja.
Hidnyaban rendellenessé valik a testvérkromatidak szétvaldsa, illetve gatlodik a metafazis-
anafazis atmenete a sejtciklus sordn (Avram, 2014).

A Rad-18 like gén altal kodolt fehérje egy ugynevezett ,ring-finger” motivumot
hordoz, amely lehet6vé teszi a Rad6 ubiquitin konjugaldé enzimmel valé kapcsolddast.
(Huang, 2009). Jelentds szerepet tolt be a DNS-replikaciot koveté hibamentes DNS-
hibajavitasi utvonalban (error-free repair) és a DNS-kérosodds utdni transzlézidos DNS-

szintézisben.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

A kemoterapids kezelés soran gyakran fellépd probléma, hogy még az ugyanolyan
tipust tumorral rendelkezd betegek is eltérden reagalhatnak ugyanarra a kezelésre. Ennek
oka valosziniileg a tumoros sejtek egyedi, megvaltozott genotipusaban keresendé. A mai
tumor ellenes kezelések mellett a személyre szabott rakterapidnak nagyobb teret kellene
biztositani, hiszen az egyénileg kiszabott kezelés eredményesebbnek bizonyulhat a rak
gyogyitasa szempontjabol. A legtobb gyogyszer tobb hatassal rendelkezik, a kivant hatés és
a nem-kivant mellékhatds a terapias index meghatirozasaval fejezhetd ki. A legtobb
kemoterapids szerrdl elmondhatod, hogy ezeknek a készitményeknek a terdpids indexe
meglehetdsen rossz. Ha egy gyogyszer adagjat emeljiik, elébb-utobb mellékhatasok, majd
toxikus hatasok 1épnek fel. A terdpias index két dozis-hatds gorbe Osszevetése, amely
megmutatja, hogy egy gyogyszer mennyire biztonsagos. Egy anyagnak, a koncentracio
fliggvényében egyarant lehet jO és rossz hatdsa is. A rossz terapids index- szel rendelkezd
szerek esetében ezeknek a kiilonb6zé hatdsoknak a koncentricidja nagyon kozel van
egymashoz. Az lenne a megfeleld, ha olyan citosztatikumokkal kezelnék a betegeket,
amelyeknél a jo hatds és a rossz hatas messze van a koncentracidtartomanyban.

A sejteiklus ellendrzési és DNS hibajavitasi utvonalakban betdltott szerepiik révén, az
gondolhatd, hogy ezen gének funkciokiesése jelentdsen fokozza a sejtek érzékenységét a
DNS karositd agensekkel szemben, mint amilyen a ciszplatin is. Ez az alapja a
kemoterapids kezeléseknek is, ahol azt varjak, hogy a citosztatikumok elpusztitjadk a karos
mutéciokat felhalmozo6 sejteket. Eredményeinkbdl azonban lathato, hogy a kiilonbozd
gének mutdcioit horddzo allatok eltérd érzékenységet mutatnak a ciszplatinnal szemben,
vagyis egyaltalin nem mindegy, hogy milyen muticidt hordoz az a sejt, amit egy adott
citosztatikummal kezelnek.

Megfigyeltiik, hogy a Radl, Spn-A, Okra, mus309, mei4l, RecQ, mus304 gének
hib4ja fokozottan érzékennyé teszi a homozigdta mutans allatokat a ciszplatinra, azonban
az érzékenységiik nem azonos. A legkisebb dozisra érzékenynek a Spn-Al mutans
bizonyult, mig a legnagyobb dozisra a RecQ mutans. A Spn-Al mutans esetén a RecQ-nal
haté koncentracid mar a heterozigotdkra is toxikus, mig a RecQ esetén a SpnAl-nal
hat4sos koncentracié még nem pusztitja el a hibas sejteket.

A gének tobbségénél nem taldltunk szelektiv érzékenységet. Ezeknél a torzseknél

abban a koncentracidtartomanyban ahol a szer hatasosnak bizonyult, vagyis elpusztitotta a
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homozigéta mutans allatokat, nemcsak a homozigotak életképességét romlott jelentds
mértékben, hanem a heterozigotakét is. Azt mondhatjuk, hogy az ezeket a funkcidvesztéses
allélokat hordozo torzsek egy bizonyos koncentrdcidé tartoményban egyaltalan nem
érzékenyek a ciszplatinra, ezt meghaladoé koncentraciotartomdnyban pedig toxikussa valik
a szer. Elképzelhetd, hogy ezek a génhibak nem okoznak a sejtekben olyan szdmottevd
genetikai instabilitast, ami befolyasolna a ciszplatinos kezelésre adott érzékenységi valaszt,
vagy a sejtek képesek egyéb DNS hibajavitdsi utvonalakon keresztiil kijavitani a
keletkezett hibakat.

Megallapithatjuk, hogy a megfelelé dozisnak nagyon fontos szerepe van a hatas
szempontjabol. Nem egyszeri megtalalni azt a mar hatdsos koncentraciot, aminek még a
legkisebb a karos hatasa az egészséges sejtekre. Ez a tény felhivja a figyelmet a
gyogyaszatban hasznalt kemoterapias doézis megallapitdsdnak nehézségére. A mai orvosi
gyakorlatban a beteg testfelillete hatarozza meg a kapott szer mennyiségét.
Valoszintisithetd, hogy ez nem a legmegfelelobb meghatarozasi modszer.

A kisérlet eredménye alapjan felmeriil, hogy talan nem annyira 0j szerekre lenne
szliikség a rakos betegek kezeléséhez, mint inkdbb a személyre szabott rakterapidnak
kellene nagyobb teret biztositani, jobban meg kellene hatdrozni egy-egy tumor

érzékenységét.
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7. OSSZEFOGLALAS

A sejtciklus jol 6sszehangolt és szigortian szabalyozott folyamatokbdl all, melyeket
kiilonboz6 ellenérzési pontok tesznek még hatékonyabba. Ezekben az ellendrzési
mechanizmusokban és a DNS hibajavitasi utvonalakban bekovetkezd hibak vagy mitkodési
rendellenességek genetikai karosodasok felhalmozodasahoz vezetnek, amelyek az egyik
legfobb kivalto okai a rak kialakulasanak.

A radkos megbetegedések kialakuldsanak hatterében az Orokité anyagot érintd
mutaciok felhalmozddasa 4all. A kemoterapids kezelés sordn olyan gyogyszereket
alkalmaznak, amelyek a gyorsan szaporod6 daganatos sejteket elpusztitjak, azonban nagy
hatranyuk, hogy a szervezet normalisan 0szt6do sejtjeire is toxikus hatast fejtenek ki.

A sejtciklus ellendrzési és DNS-hibajavitd folyamatokban résztvevd gének kozos
jellemzdje, hogy evolucidosan konzervaltak és mutansaik kiillonosen érzékenyek a
genotoxikus szerekre. Munkank soran ecetmuslica (Drosophila melanogaster) sejtciklus
ellendrzési és DNS-hibajavito mutansokat kezeltiink a kemoterapids kezelésében hasznalt
egyik szerrel, a ciszplatinnal.

A kiilonb6zé mutansok ciszplatinnal szembeni érzékenységét relativ toxicitasi
tesztekben hataroztuk meg. Ezek Iényege, hogy a homo- és heterozigotakat azonos
kornyezetben kezeljiik, igy meghatarozhatd az eltérd érzékenységiik a szerrel szemben.
Torzsenként minden koncentraci6 értéknél meghataroztuk a tuléld homo- és heterozigota
adultak szamat. Ezek aranyabol hataroztuk meg a relativ letalis koncentracios (R-LC50)
értékeket, ami a szer hatdéanyaganak azon mennyiségét jelenti, amelynél a homozigota
utédok aranya felére csokken az elméletileg varhat6 értékhez képest.

Eredményeinkbdl az lathatd, hogy a kiilonbozd sejtciklus ellendrzési és DNS-
hibajavitd gének mutansai eltérd érzékenységet mutatnak a ciszplatinnal szemben.
Talaltunk olyan mutdnsokat, melyeknél az adott gén hibaja fokozottan érzékennyé tette a
homozigota mutans allatokat a ciszplatinra, azonban ezek specifitdsa eltérd volt. A gének
tobbségénél azonban nem talaltunk szelektiv érzékenységet. Huméan tumorokra
vonatkoztatva, eredményeink azt jelezhetik, hogy a tumorok tapasztalt eltérd
kemoszenzitivitasaért esetleg kiilonb6z6 checkpoint, vagy DNS-hibajavitdsi mutaciok

lehetnek feleldsek.
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Alulirott Ottlik Dorottya a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:
- taptalajok eldkészitését
- megfeleld ciszplatin koncentracidtartomanyok meghatarozasat és kimérését
- 15 mutans torzs ciszplatinnal valo kezelését
- a ciszplatinos kezelések kiértekelését
- az R-LC50 értékek meghatarozasat
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