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Roviditésjegyzék

AMP Adenozin-monofoszfat

AMPK AMP-aktivalt protein kinaz

ASC Aszkorbat

ATP Adenozin-trifoszfat

BafAl Bafilomycin Al

BSA bovine serum albumin

CQ Klorokin

CRC Vastagbélrak

DHA Dehidroaszkorbéat

EGFR Epidermalis ndvekedési faktor

ERK Extracellularis jel szabalyozott kindzok
GAPDH Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GDP Guanozin-difoszfat

GLUT Glikdz transzporter

GPX1 Glutation-peroxidaz

GSH Glutation

GTP Guanozin-trifoszfat

HCQ Hidroxiklorokin

H.0; Hidrogén-peroxid

MAPK Mitogén-aktivalt protein kinaz

MEK Mitogén-aktivalt protein kin&z kinaz
mTOR Mammalian target of rapamycin

NAC N-acetil-cisztein

NAD Nikotinamid-adenin-dinukleotid

PBS Foszfatpuffer sooldat (phosphate buffered saline)
PDAC Hasnyalmirigy adenokarcindma (Pancreatic ductal adenocarcinoma)
PFK1 Foszfofruktokinaz 1

PFK2 Foszfofruktokinaz 2

PKM Piruvat-kinaz M

ROS Reaktiv oxigénszarmazékok



1. Absztrakt

A 20. szazad elején a Nobel-dijas Ott6 Heinrich Warburg megallapitotta, hogy a kiilonb6z6
eredetli rakos sejteknek mas a gliikoz-anyagcseréjiik, sokkal nagyobb gliik6zfogyasztéssal
birnak, mint a normalis sejtek. A rékos sejtek hibrid metabolikus allapotuk miatt szdmos
stressztényez6hoz képesek alkalmazkodni, ez a Warburg-effektus, mely Iényege, hogy az
oxidativ foszforilacio és glikolizis egy idoben jatszodik le. A human tumorok jelent6s részében
megfigyelheté a RAS fehérjecsalad tagjait aktivalo mutacio, mely kovetkeztében megvaltozik
izoforma mutécoja is kimutathatdé szamos daganatos megbetegedésnél, példaul a hasnyalmirigy
ductalis adenokarcinémanal (PDAC), a vastagbél- és tiidédaganatokndl. Ez utobbi jelentds
szerepet jatszik az imént emlitett Warburg-effektus kialakulasaban, hiszen kimutattak a KRAS
muténs sejtekben a piruvat-kinaz M2 enzim hiperaktivaciéjat, ami egy onkogeén transzkripcids
faktoron keresztul indukalta a glikoz-transzporter GLUTL expresszidt. Kutatocsoportunk a
kdzelmaltban felallitott egy matematikai modellt, mellyel leirhatok a KRAS muténs rakos
sejtek metabolizmusat szabalyozd fobb elemek. Kutatécsoportunkban korabban Bogardi
Leticia diplomamunkaja keretében kiprobalt egy, a fenti modell alapjan prediktalt igéretes
antitumor terapias lehetdséget, amely a KRAS mutans rakos sejtek metabolizmusat célozta. Az
alkalmazott klorokin és aszkorbat kombinalt kezelése szinergikus hatast valtott ki a KRAS
mutans PDAC sejtvonalakon. Dolgozatom célja a kombinalt antitumor terapias lehet6ség
hatdsmechanizmusanak vizsgalata volt. Megvizsgaltuk, hogy a KRAS mutans PDAC sejtekben
a Warburg-anyagcserére jellemz6 fokozott GLUT1 expressziot csokkenteni lehet-e a
farmakologiai aszkorbat és a klorokin egyittes alkalmazéasaval. Majd ezen kezel6szerek
hatdsmechanizmusat vizsgaltuk a KRAS jelatviteli utvonalra, a MEK/ERK fehérjék
aktivitasanak valtozasat Western blot technikaval. Kimutattuk, hogy a ket szer kombinalt
kezelésevel Kivaltott szinergia nem fligg a KRAS utvonaltol, igy vizsgalatainkat KRAS
mutaciora nézve vad tipusu rakos sejtek vizsgalataval folytattuk. Utdbbiakon életképesség-
méréseket végeztliink, kombinaltan kezelve a sejteket szinergikus életképesség-csokkenést
figyeltink meg, a sejtek elpusztultak. Tovabba a kezel6szerek hatdsat kulon-kilon is
megvizsgaltuk. Igazoltuk, hogy a klorokin valoban gatolja az autofagiat, de ugy tiinik, hogy
MIA PaCa-2 sejtekben citotoxicitasat valamilyen egyéb, autofagia-fliggetlen mechanizmuson
keresztul fejti ki. Valamint bebizonyitottuk, hogy a farmakoldgiai aszkorbat MIA PaCa-2
sejtekben is a H20, termelddését keresztiil éri el sejtdl6 hatasat. Osszefoglaldan a farmakolégiai
aszkorbat és a klorokin egylttes alkalmazasa egy nagy potenciallal biré kombinalt kezelés lehet
nem csak a komoly prognozissal rendelkez6 KRAS mutéans tumorok esetében, hanem szélesebb
korben, mas tipusu rakos sejteken is.



2. Szakirodalmi attekintés
2.1. A Warburg-effektus

A 20. szazad elején a Nobel-dijas Otto Heinrich Warburg megallapitotta, hogy a kiilonb6z6
eredeti rakos sejteknek mas a gliikoz-anyagcseréjik, sokkal nagyobb glikozfogyasztassal
birnak, mint a normalis sejtek. A daganatsejtek hibrid metabolikus allapotuknak kdszonhetéen
szamos stressztényezéhoz képesek gyorsan alkalmazkodni életben maradasuk és novekedésiik
érdekében. Ez a Warburg-effektus (aerob glikolizis), melynek lényege, hogy az oxidativ
foszforilacio és a glikolizis egy id6ben jatszodik le. A folyamat sordn az oxigénellatottsagtol
fuggetlentl fokozott a glikolizis, emelkedett a gluk6zfelhasznalas és a laktat szintézis. A
gluikoznak korulbelul kétharmada alakul &t laktatta (Otto Warburg, Wind, és Negelein 1926).
Warburg ugy Vélte, hogy ez az effektus az oxidativ foszforilacié defektusaval magyarazhato,
de ezen elméletre kés6bb racafoltak. Kiderllt, hogy nem sériilt az oxidativ foszforilacié, hanem
egyidejlileg zajlik az aerob glikolizissel. A fokozott glikdzfogyasztas ellenére a legzési
oxigénsziikséglet nem né meg, amelybdl arra lehet koOvetkeztetni, hogy a glikoz
felhasznalasakor a tejsavas fermentacio soran a piruvat nem lép be a citrat-korbe, a felesleget a
laktat-dehidrogenaz enzim dolgozza fel, amely laktatot képez (1. abra) (Koppenol, Bounds, €s
Dang 2011). A nagy mennyiségben termelodott laktat elsavasitja a daganatsejt
mikrokdrnyezetét, amely szintén egy stresszhatast valt ki, de a tumor sejtek ehhez kdnnyen
alkalmazkodnak.

Warburg és tarsai mesterséges korilmenyek kozott kiszamitottdk az effektus energetikai
hatterét. Megallapitottak, hogy normoxias esetben, mikor az oxigén megfelelé mennyiségben
van jelen, ugyanannyi idé alatt egy gliikoz molekula oxidativ metabolizmusanal 36 ATP
keletkezik, rakos sejtekben tovabbi 10 glikézmolekula alakul at az aerob glikolitikus utvonalon
20 tejsavmolekulava, ami még 20 ATP-t eredményez. Anoxias (oxigenhianyos) korulmények
kozott rakos sejtekben 13 glikdzmolekula 26 tejsavmolekulava alakul at, és igy 26 ATP
termelédik (Otto Warburg és mtsai. 1926). Osszességében a rakos sejtek oxigénhianyos
allapotban sokkal tébb ATP-t termeltek, mint a normalis sejtek. Tovabba a daganatsejtek
folyamatos proliferaciéja megkdveteli, hogy a bioszintetikus prekurzorok megallas néelkil
termel6djenek, tehat folytonos az aminosav-, nukleinsav-, lipidszintézis. A fokozott glikolizis
miatt felhalmozddnak a glikolitikus intermedierek is, amelyek fokozzak a pent6z foszfat
atvonalat (PPP), ennek kovetkeztében pedig a NADPH és rib6z-5-foszfat mennyisége is
megnd, melyek a foszfolipidek és nukleinsavak épitdelemei. A NADPH ezek mellett lehetdvé
teszi a tumorsejtek szamara, hogy Ujrahasznositsak a glutationt (GSH), amely egy antioxidans,
és donto szerepet jatszik az intracellularis tér redox allapotanak fenntartasaban, és megvédi a
rakos sejteket az oxidativ karosodastol (Abdel-Wahab, Mahmoud, és Al-Harizy 2019).

Atualzott glikolizis mellett a kiilonb6z6 gliikoz transzportereknek, példaul a GLUTI, 3 és 4-nek
is fokozott a mitkodése. A glikkoz szallitasa a sejtekbe egy fontos, szabalyozott 1épés, am a
GLUTL1 és a natrium-glik6zhoz kapcsolodo transzporter (SGLT1) a legtdébb rakos sejtben
talmiikodik. Tovabba a GLUT1 és GLUT3 magas expresszioja fokozott gliikozfelvétellel,
illetve aktivalt onkogén jelatviteli utvonalakkal jar egyitt. A glikolitikus utvonalon 3 enzim
expresszioja fokozddik a tumorsejtekben. Az egyik ilyen a hexokinaz (HK), mely 4 izoforméaval
rendelkezik. Koztiik a HK2 inzulinérzékeny zsir- és izomszdvetekben expresszalddik, és tobb
daganatsejtben is tultermelddik. A kovetkezd szabalyozott pont egy foszforilacios Iépés, a
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frukt6z-6-foszfat atalakitasa frukt6z-1,6-bifoszfatta, amit a foszfofruktokindz 1 katalizal
(PFK1). Ezt a folyamatot tobbek koz6tt a fruktdz-2,6-bifoszfat szintje szabalyozza, ami szintén
frukt6z-6-foszfatbol allit el6 a foszfofruktokinaz 2-t (PFK2). A PFK2 taltermelédése a rakos
sejtekben a frukt6z-2,6-biszfoszfat magas szintjét okozza, amely aktivalja a PFK1-et, ami ATP-
szinttdl fuggetlen magas glikolitikus aranyt eredményez. Az utols6 szabalyozott Iépés a
foszfoenolpiruvat atalakitasa piruvatta és ATP-vé piruvat-kinaz (PK) altal (Kapuy, Makk-
Merczel, és Szarka 2021).
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1. &bra: A Warburg-effektus soran az oxidativ foszforildacio és a glikolizis egy iddben jatszodik le. A folyamat sordn
az oxigénellatottsagtol fliggetlendl fokozott a glikolizis, emelkedett a glikdzfelhasznalas és a laktat szintézis. A
fokozott glikdzfogyasztés ellenére a 1égzési oxigenszikséglet nem né meg, amelybdl arra lehet kévetkeztetni, hogy
a glikéz felhasznalasakor a tejsavas fermentacié soran a piruvat nem lép be a citrat-kdrbe. Az abran
megfigyelhetd, hogy mig a normdalis sejtekben képzddé piruvat bekeriil a mitokondriumba és ott lejatszodik a citrat-
ciklus, addig a rékos sejtekben a piruvat laktatta is alakul, ami kijut a sejtkdzotti térbe, elsavasitva azt (Heiden,
Cantley, és Thompson 2009).

2.2. KRAS utvonal

A RAS fehérjecsalad tagjai kisméretii, membranhoz kotott guanin nukleotid-koto fehérjék;
amelyek molekularis kapcsoloként mitkodnek az aktiv GTP és inaktiv GDP allapotok kdzott.
A human tumorok jelentds részében megfigyelhetd a RAS fehérjecsalad tagjait aktivalo
mutacio, mely kovetkeztében megvaltozik a sejtek talélésének, proliferacidjanak,
HRAS, NRAS és KRAS (KRAS4A, KRAS4A). Ezen izoformék barmelyikében bekovetkezo
genetikai valtozasok nagyon gyakoriak a daganatos megbetegségekben, akar a human
daganatok 20-30%-ban is megjelennek. A legtobb esetben a KRAS mutécidk jelenléte a
leggyakoribb, de foleg a hasnyalmirigy- (95%), vastagbel- (40-45%), végbél- és a tiidéraknal
(16-40%) figyelhet6 meg. Ezen mutaciok tulnyomo tébbsége a 12. pozicidban fordul el6. Ezzel
szemben az onkogén mutaciék aranya az NRAS és HRAS izoformak esetében joval
alacsonyabb (3-8%). Az NRAS mutécidé leggyakrabban a melanomanal és a mieloid
leukémianal fordul el6. A mutécid ltalaban a 61. pozicidban talalhaté (Johnson és mtsai. 1997).
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2.2.1. RAS aktivacidja

Eqgy receptorhoz kotott tirozin kindz, példaul az epidermélis ndvekedési faktor receptor (EGFR)
aktivalhato egy extracellularis ligand &ltal, mint amilyen példaul az epidermalis ndveledési
faktor (EGF). A kotés kdvetkeztében az EGFR foszforilalodik. Végiil szamos fehérje kotédése
és aktivacidja utdn a RAS fehérjérél levalik egy GDP molekula, melynek kszonhetéen meg
tud kotni egy GTP-t, ezzel aktivalodva (Knight és Irving 2014).

Kinaz kaszkad

Az aktivalt RAS aktivalja a Raf kinaz protein kindzt, amely utana foszforilalas utjan aktivalni
fogja a MAPK/ERK kindzt (MEK1, MEK2), ez utobbi pedig foszforilalja az extracellularis jel
szabalyozott kinaz1/2-t (ERK 1/2), mely szintén aktivva valik (2. abra).

Novekedési faktorok

- QMM‘?N ‘;] QU

2. dbra: ERK 1/2 Gtvonal. Elsé lépése, hogy egy extracelluldaris mitogén bekot a sejt felszinén taldlhaté EGFR
receptorba, ami ez &ltal aktivalodik. Ennek kovetkeztében pedig a RAS egy GDP-t lecserél egy GTP-re, ezzel
aktivalva az Utvonalat. A RAS aktivalja a RAF fehérjét, mely aktivalja a MEK-et, ez utdbbi pedig képes aktivalni
az ERK 1/2 -t.(Serna-Blasco és mtsai. 2019). Kép forrasa: (Zhao és mtsai. 2019)

A RAS mutaciok indukaljak legtobbszér a RAF-MEK-ERK jelatviteli utvonalak fokozott
aktivitasat.

Tovabba a KRAS jelentds szerepet jatszik a mar emlitett Warburg-effektus kialakulasaban,
hiszen kimutattadk a KRAS mutans sejtekben a piruvat-kinaz M2 enzim hiperaktivaciojat, ami
egy onkogén transzkripcios faktoron, a c-Myc-n keresztll indukalta a glikoz-transzporter
GLUTL1 expressziojat. Bar a PKM1 (piruvat-kinaz M1) és a PKM2 (piruvat-kinaz M2) is
ugyanabbc’)l a PKM pre- mRNS b61 szarmazik alternativ splicing eredményeként a PKM1- nek
a sejtciklus progressziojat, igy jo celpont lehet a daganatellenes terapiakban. Klmutattak, hogy
a farmakoldgiai aszkorbat rontja a Warburg-hatast KRAS mutans sejtekben azéltal, hogy mind
a GLUT1-, mind a PKM2-fiiggé fehérjék expressziojat csokkenti. Ez arra utal, hogy a
farmakoldgiai aszkorbat rakterapidkban felhasznalhaté (Yang és mtsai. 2013a).



A sejtanyagcsere egyik kulcsfontossagu szabalyozoja, az mTOR, a KRAS mutansokban is
aktivalodik, az aerob glikolizist pedig fokozza a PKM2 felaktivalassal a c-Myc indukcion
keresztll, ami arra utal, hogy az mTOR-nak és az autofagianak (lasd részletesen a 2.3
fejezetben) terapias jelent6sége lehet a rak kezelésében. Vizsgaltadk, hogy a PKM2 kdzponti
szerepet jatszhat a GLUT1 transzport szabalyozasdban a KRAS mutans sejtekben. Bar az
mTOR fiziologias kortulmények kozott egy jol ismert autofagia inhibitor, mégis szdmos
tanulmény feltarta, hogy az autofagia hiperaktivva vélik a KRAS mutans rakos sejtekben.
(Bryant és mtsai. 2019). Tovabba a KRAS mutans rakos sejtek autofagiafiiggék, mert ez a
folyamat aminosavakat és lipideket biztosit a sejt szdmara, hogy taléljen olyan kérilmények
kdzott is, amikor korlatozott a tapanyagmennyiség. Az autofagiat szabalyozni lehet kiilonb6z6
gyogyszerekkel (pl. klorokin, hidroxiklorokin), amely komoly terapias potenciallal birhat
(Zhao és Zheng 2019)

Megfigyelték, hogy a MEK-ERK jelatviteli Gtvonalnak is szerepe van az autofagia
szabalyozasaban (Bryant és mtsai. 2019). A KRAS- vagy az ERK-gatlokkal (ERKi) végzett
kezelés novelte az autofagia fluxusat szamos KRAS mutans human PDAC sejtvonalakban. E
megfigyelés egy lehetséges magyarazata, hogy a glikolizis fluxusa és a mitokondrialis aktivitas
nagymértékben lecsokkent a KRAS gatlasakor, kompenzalasként viszont megnétt az autofagia
fluxusa, hogy a sejtek tuléljenek a metabolikus stressz ellenére is. Tovabba az ERKi-kezelés
megvaltoztatta a nukleotid anyagcseret és megnovelte az AMP szintet a PDAC sejtekben, ezzel
aktivalva az AMP-aktivalt protein kinazt (AMPK), illetve kivaltotta az autofagia-aktivalt kinaz
ULK1 foszforilaciojat. Tobb vizsgalatban is klorokint (CQ) és hidroxiklorokint (HCQ)
alkalmaztak, mivel ugy vélték, hogy daganatellenes aktivitassal rendelkezhetnek (Kimura és
mtsai. 2013). Ugy talaltak, hogy a CQ, illetve a HCQ nagymértékben javitja MEK vagy ERK
gatlés hatékonysagat kiilonb6z6 sejtvonalakban, pl. KRAS mutans PDAC-ban. A MEK-gatld
anyagok hatasat is vizsgaltak, de egyik sem bizonyult Klinikailag hatasosnak a RAS-mutalt
rakos megbetegedések esetén (Zhao és Zheng 2019).

2.3. Autofagia

Az autofagia egy gorog eredetl kifejezés, mely az ,,auto” (sajat) és a ,,phagy” (enni) szavakbdl
tevodik 6ssze, magyar nyelvben dnemésztésként hivatkoznak ra. Ez a folyamat egy evoliiciosan
konzervalt tulélé mechanizmus, mely taplalékhiany, sejtstressz, illetve sejtéregedés hatasara
kezdddik el és a sejt lebomlasaval végzédik. Az autofagianak harom tipusa Iétezik:
makroautofagia, mikroautofagia és chaperon altal kdzvetitett autofagia, amelyek mindegyike
elésegiti a citoszol komponenseinek proteolitikus lebomlasat a lizoszomaban. A makro-
autofagia soran autofagoszoma jon létre, mely a lizoszomaval fazionalva autolizoszémat hoz
létre (3. abra) (Glick, Barth, és Macleod 2010). Ezzel szemben a mikroautofagiaban a citoszol
lebontandd elemeit a lizoszoma kozvetlendl veszi fel endocitozissal. Mind a makro-, mind a
mikroautofagia képes elnyelni a nagyobb struktirakat szelektiv és nem szelektiv
mechanizmusokon keresztil (Mizushima 2007).
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3. dbra: Az autofagia folyamata soran az mTOR negativan, az AMPK pozitivan szabalyozodik. Az autofagia
aktivalodasara létrejon az ULK1 (unc-51 autofagia aktivald kindzl) és PI3K (foszfoinozitid-3-kinz)
fehérjekomplex. Eldszor kialakul az omegaszoma a PI(3)P (Foszfatidil-inozitol-3-foszfat) keletkezésével, majd
létrejon a fagofor, ezt kdvetden az autofagoszoma az LC3I -nek a LC3 Il formaba val6é atalakulasakor.
Autolizoszomak keletkeznek a megérett autofagoszomak és lizoszomék egyesilésével, hogy lebontsédk az

intracellularis elemeket. Késébb a lebontott makromolekula komponensek vijrahasznosulnak. Kép forrdsa: (Chang
2020)

A makroautofagia (tovabbiakban autofagia) egy olyan katabolikus folyamat, mely soran a
sejtszervecskék és makromolekulék lebontodnak (Mizushima és mtsai. 2008). Az autofagia
szerepe a rakban 6sszetett, a daganat tipusatol fliggden eltéré is lehet, emiatt lassan fejlédnek
az autofagiat célzo szerek, melyek alkalmasak lennenek a rak kezelésére. Az onkoldgiaban
jelenleg az autofagiat Ugy tartjak szamon, mint egy védekezé mechanizmust a kiilonb6z6
rakkezelésekkel szemben, mint pl kemoterapia, immunterapia. El6szor egy tumorszuppressziv
mechanizmusként irtdk le, ugyanis az emlds Beclinl heterozigota delécidja vezetett a
kiilonb6zo rosszindulath daganatok kialakuldsahoz egerekben. Azonban ez a részleges
autofagia-delécids fenotipus nem volt lathatd az olyan egér modellekben, melyek teljesen
autofagiahianyosak lettek volna. Ezen egerek majaban spontan joindulatt daganat alakult Ki.
Ennek a megfigyelésnek az a magyardzata, hogy az autofagianak viszonylag gyenge
tumorszupressziv hatasa van, és a joindulati daganatok bizonyos idé elteltével atalakultak
rosszindulatuva (Qu 2003).

Az autofagianak kett6s szerepe van a tumorok kialakulasaban és fejlodésében. Az egyik, hogy
enyhiti a sejtkarosodast (beleértve a DNS karosodasét is), ami elényds, mivel a rak kialakulasat
elnyomja. Ugyanakkor az energiahomeosztazisban bet6ltott szerepe pedig segitheti a
rosszindulatu rakos sejtek tulélését és novekedeset a stresszes mikrokornyezetben.

Az autofagia genetikai vagy farmakoldgiai gatlasa kovetkeztében fokozddik az ROS (reactive
oxygen species) mennyisége, DNS-karosodas kovetkezik be, illetve egy metabolikus krizis 1ép
fel, amely csokkenti az oxidativ foszforilacidé mértékét a mitokondriumban. Szamos olyan
gyégyszer van, amely hatékonyan gatolja az autofagiat, ilyen példaul a klorokin (CQ) és
szarmazékai. Ezen vegyliletek gatoljak a lizoszomalis savasodast és az autofagoszoma
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Szamos alkalommal kimutattak, hogy a human PDAC-ban magas az autofagia fluxusa. Modell
egereken végzett Kisérletekben az autofagia gatlasaval (akar gydgyszeres kezelést alkalmazva,
klorokinnal) csokkent a sejtproliferacio in vitro és a tumorndvekedés in vivo. Ez specifikusan
csak a PDAC sejtvonalakon volt megfigyelhetd, az emld-, tiidérakos sejtvonalakon nem.



Tovéabba a PDAC sejtekben megfigyelték, hogy ha a RAS-RAF-MEK-ERK/MAPK jelatviteli
kaszkadot gétoltdk, ott fokozodott az autofigia fluxusa. Ez arra utal, hogy a PDAC
sejtvonalakban az ERK/MAPK aktivalasa ellenére is eléfordulhat fokozott autofagia a KRAS
mutécidjabol szarmazd jelatviteli utakon. Az ERK/MAPK aktivalasa a TFEB/TFE3
citoplazmatikus retenciojadhoz vezetett (az ERK/MAPK2 altali foszforilacié miatt), és
csokkentette az autofagia/ lizoszdma gének szamat (Bryant és mtsai. 2019b).

Bar az ERK/MAPK egyértelmiien részt vesz az autofagia szabalyozéasdban, nem valoszint,
hogy az ERK/MAPK aktivacié okozné a megndvekedett autofagiat a PDAC-ban.

A PDAC sejtvonalakban az autofagia gatlasa csokkent oxigénfogyasztasi ratahoz vezetett, ami
miatt lecsdkkent a mitokondrialis oxidativ foszforilacié (Piffoux és mtsai. 2021).

2.4. A farmakoldgiai aszkorbat

Az aszkorbat, vagy mas neven C-vitamin egy vizoldhato antioxidans, amely szerves szerepet
jatszik a sejtek redox metabolizmusaban, mivel hatékonyan megkdti a ROS-t és a reaktiv
nitrogénfajtakat, amelyek kiillonb6z6 stresszhatadsok kovetkezteben keletkeznek. Az aszkorbat
tovabba fontos szerepet jatszik a tokoferoxil gyok redukcidjaban, amely soran tokoferolla
alakul. Ez egy elony6s folyamat, mivel a tokoferol vedelmet nyujt a lipid-peroxidacio ellen.
Tovabba szdmos enzim kofaktora, részt vesz a karnitin és katekolaminok bioszintézisében. Az
aszkorbatnak katalitikus aktivitasa is van a Fe(l1)-2-oxoglutarat-fliggé dioxigenazokon a poszt-
transzlacios lépésben. Kimutattak, hogy az aszkorbat az mRNS transzkriptum stabilizalasaval
képes fokozni a prokollagén mRNS transzkripciot. Az aszkorbat ezeken tul szerepet jatszik az
epigenetikai szabalyozasban is a hiszton-lizin-demetilazokban és DNS 5-metil-citozin
hidroxilazokban, amelyek aszkorbéat-fiiggé hidroxilaz aktivitassal rendelkeznek. A
hidroxilazok kotédnek a Fe(ll)-hez, mely ko6zos jellemz6é a Fe(ll)-2-oxoglutarat-fiiggd
dioxigenazokkal (Matsui és mtsai. 2020).

A C-vitamin az emberi bél teljes hosszaban fel tud szivodni aszkorbat és dehidroaszkorbat
(DHA) forméajaban. A DHA transzportnak viszonylag alacsonyabb az affinitasa az aszkorbat
transzportjahoz képest, tehat a C-vitamin féleg redukalt formaban szivodik fel. Az aszkorbat
szallitasat a natriumfiiggd C-vitamin transzporter (SVCT) csaldd tagjai (SVCT1 és 2)
kozvetitik. A DHA szallitasaért a glikoz transzporter (GLUT) csalad felel, (GLUTL, 2, 3, 4, 8
és 10), amelyeken keresztiil Na*-fuggetlen diffazié zajlik (Toth, Lérincz, és Szarka 2018). Az
aszkorbat szintje a szervezetben szigortan szabalyozott, oralis adagolassal maximum 80-100
uM-os plazma koncentracio érhetd el. Ennek az az oka, hogy az aszkorbat autooxidaciojaval
egy aszkorbil gyok és egy szuperoxid anion képzédik, majd hidrogén-peroxid (H20.)
keletkezik. Az 6noxidacio pH-fiiggo és fizioldgias korilmények kdzott viszonylag lassan megy
végbe. Bioldgiai rendszerekben az aszkorbil gyok képzédése soran az aszkorbat egy elektront
ad at egy atmeneti fémnek, mint péeldaul a vas vagy a réz (1). A redukalt fém reagalhat
oxigénnel, ezaltal el6bb szuperoxid anion képzoédik (2), majd késébb hidrogén-peroxid (H20-)

).
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kénnyen reagal tovabbi atmenetifém-ionokkal a Fenton reakcidban, amelyben a nagy
reakcidképességii citotoxikus hidroxilgyok képzodik (4) (Schoenfeld és mtsai. 2019).
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Fenton reakcié:

1) Fe3* + AscH™ - Fe?' + Asc' ™

2) Fe**+ 0, - Fe3* + 0, ~

3) 0, "+ 0,  +2H" - H,0,+ 0,
4)  Fe?"+ H,0, » Fe®*+0OH™ + OH

Az aszkorbatszint szigoru szabalyozasa megkeriilhet6 parenteralis adagolassal, amely lehet6vé
teszi H202 képzOodését jol meghatarozott idon beliil, csokkenti a karosodas valoszinliségét, és
farmakoldgiai alapot biztosit az aszkorbat tumorterdpias alkalmazasidhoz. Ez az adagolasi
mddszer azért is elényos, mert barmilyen kilonbség a tumoros és normalis sejtek kozott
lehetdséget ad ezek szelektiv eliminécidjara.

Altaldban a rakos sejteket jellemezni lehet a megnovekedett ROS- és metabolikus aktivitas
szintjukkel, mitokondrialis diszfunkcioval, peroxiszoma aktivitassal, fokozott sejtreceptor
jelatvitellel, illetve fokozott onkogén, oxidaz-, ciklooxigenaz-, lipoxigenaz-, és timidin-
foszforilaz aktivitassal. Ugyanakkor nehéz allaspontot foglalni a rakos sejtek antioxidans
rendszeréevel kapcsolatban. Vizsgaltak, hogy ennek koszonhetéen élnek til a magas oxidativ
stresszes kornyezetben, és ennek a rendszernek lehet nagy szerepe a RAS- és Myc-vezérelt
rakos sejtek kezelésében. Néhany tanulmany megndvekedett katalaz expressziorél szamolt be
daganatos sejtekben az azonos eredetli normal sejtekhez képest. Tobben azonban a katalaz
szabalyzasanak gatlasat tapasztaltak magas H202-koncentréacional, ami példaul a farmakoldgiai
aszkorbat altali kezelésnél termelédik. A HoO; eltavolitdsanak sebességét lényegében a katalaz
befolyasolja. A masik H2O.-elimindlé enzim, a glutation-peroxidaz (GPX) aktivitasanak
mérése hasonlé eredményeket mutatott, a tumorsejtvonalak aktivitdsa 10-15-szer alacsonyabb
lett. Ezért el6fordulhat, hogy az exogén H202-nak vald kitettség kovetkeztében kevéshé
képesek megbirkdzni a fokozott oxidativ stresszel. A ROS-t a rakos sejtek a proliferacio,
invazio, migracié serkentésére hasznaljak. Ugy tiinik, hogy a rakos sejtek képesek az oxidativ
stresszt olyan szintre allitani, ami elégséges a talélésiikhdz és szaporodasukhoz, de ahhoz nem,
hogy elpusztuljanak. Ezt az egyensulyt zavarhatja meg a farmakoldgiai aszkorbat.

A farmakoldgiai aszkorbat altal indukalt sejthalal egyértelmiien a ROS-képz6 tulajdonsagtdl és
a H20.-termelést6] fiigg, hiszen a sejthalal kivédhetd exogén katalaz, vagy adenovirus altal
kozvetitett katalaz, vagy GPX1 fokozott expresszidjaval. Fontos megjegyezni, hogy a
farmakologiai aszkorbat szerepét a sejthaldlban régdta kutatjak, ambar hatadsanak pontos
mechanizmusat a mai napig nem sikerlt tisztazni (Schoenfeld és mtsai. 2017).

Szamos tanulmany kimutatta, hogy az aszkorbat altal eldidézett sejthalal az autofagiat okozo,
kaszpaz-fliggetlen Gtvonal aktivalasaval torténik. A jol ismert autofagia-gatlok, a wortmannin
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aszkorbat (0,1 és 0,6 mM) novelte az LC3II/LC3I szintjét, ami tovabb ndvelte az autofagia
szerepét az aszkorbat altal eldidézett sejthaldlban (Lérincz és mtsai. 2019).

A MIA PaCa-2 humén PDAC sejtvonal hasznalataval meger6sddott az a feltevés, hogy az
aszkorbéat dozis- és ROS-fiiggé modon segitette el6 a kaszpaz-fiiggetlen autofagiat, mivel a
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katalaz vagy a trolox (az E-vitamin vizben o0lddd6 szarmazéka) jelentGsen elnyomta az
aszkorbét altal kivaltott sejthalalt (Fukui és mtsai. 2015a).

A rékos sejtek fokozott gliikozfogyasztasa részben magyarazhaté a megnovekedett GSH
fogyasztassal, a fokozott NADPH igénnyel, mely ut6bbi pedig a megndvekedett ROS szinttel
magyarazhat6. Emiatt a rakos sejtek érzékenyebbek voltak a glikdéz megvonasra vagy a GLUT -
ok gatlasara. A farmakoldgiai aszkorbét altal kivaltott oxidativ stressz miatt megndvekedett
NADPH-sziikséglet, az oxidativ stressz fokozasa pedig biokémiai célpontot jelenthet, mert
citotoxicitast idéz el az emberi rakos sejtekben (Szarka és mtsai. 2021).

Magas koncentracioju C-vitaminnal torténé kezelésnél kimutattadk a KRAS mutans human
vastagbélrak (CRC) sejtek pusztuldsat. Ez a pusztulas a C-vitamin oxidalt formajanak volt
koszonhetd, ugyanis a dehidroaszkorbatnak (DHA) fokozott volt a felvétele a GLUT1 gliik6z
transzporteren keresztil (Yun és mtsai. 2015).

A KRAS mutécidja megvaltoztatta a metabolikus homeosztazist a glikozfelvételen, a
glikolitikus fluxus és a glutamin felhaszndlasan keresztiil olyan vastagbél- és
hasnyalmirigydaganatokban, amelyek gyakran magas rezisztencidval rendelkeznek a
kemoterapiaval szemben. A mérési eredmények alapjan arra jutottak, hogy az EGFR
szabalyozza az anyagcserét EGFR-mutalt tiid6 adenokarcindmaban. Tovabba azt is kimutattak,
hogy az EGFR-tirozin kinaz inhibitorok (TKI-k) kepesek voltak csokkenteni a laktat termelést,
a glukdz fogyasztast es a gliikdz altal kivaltott extracellularis savasodasi ratat, ami arra utal,
hogy a EGFR felelds Iehet a sejt aerob glikolizisenek fenntartasaért, ami a Warburg-effektus
esetén figyelheté6 meg (Eser és mtsai. 2014).

Molekularis bizonyitékok alatdmasztjak, hogy az onkogén KRAS, amely megzavarja a normal
sejtanyagcsere folyamatokat, szoros Osszefliggésben van a tumorok anti-EGFR terapiaval
szembeni rezisztenciajaval.

Kimutattak, hogy az aszkorbat citotoxikus hatast fejt ki a KRAS mutans vastagbelrak
sejtvonalakra, mind egymagaban, mind cetuximabbal kombinalva. A cetuximab egy anti-EGFR
terapias gyogyszer, az EGFR-t felismer6 és azt blokkold ellenanyag. Aguilera és munkatarsai
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a C-vitamin hatasa valdsziniisithet6en fligg a KRAS
mutacios statuszatol. Feltételezve, hogy a C-vitamin megtdmadja a hibas metabolizmussal
rendelkez6 sejteket, megakadalyozhatja a cetuximab rezisztenciat a KRAS mutans tumorokban.
Ezért kiilonbozé KRAS mutans vastagbélrakos sejtvonalakon vizsgaltdk a cetuximab hatésat.
Ha a KRAS mutacioval rendelkezik a sejt, akkor a mutacio befolyasolja az EGFR miikodését,
amely konstitutiv aktivaciot indit el RAS/RAF/MAPK utvonalon, ami ellenallast valt ki az anti-
EGFR terapiakkal szemben. Sok sejtvonal nem mutatott érzékenységet a cetuximabbal
szemben, ellenben a vad tipusi KRAS sejtndvekedést a cetuximab egyértelmiien jelentésen
gatolta. Harom sejtvonalon vizsgaltak az aszkorbat hatasat farmakoldgiai koncentracioban. A
HT29 sejtvonal volt a legérzékenyebb az aszkorbéat citotoxikus hatasara. Amikor a HT29,
SW480 ¢és LoVo sejteket kombinaltan kezelték cetuximabbal (0,4uM) és aszkorbattal (SmM),
megallt a sejtnévekedés, és sokkal hatasosabb volt, mint az 6nmagaban alkalmazott aszkorbat,
igy megallapitottak, hogy a két szer szinergizal. Tovabba bebizonyitottak, hogy a vad tipusu
KRAS sejt kevésbé volt érzékeny a kezelésre, mint a KRAS muténs sejtvonalak (Aguilera és
mtsai. 2016).
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Az EGFR/MAPK jelatvitel megvaltozasat a KRAS muténs vastagbélrdkban figyelték meg. Az
EGFR/MAPK utvonal mutéacidja és az anti-EGFR terdpiaval szembeni ellendllas ahhoz a
metabolikus valtozéshoz kapcsolddik, amit Otto Warburg jegyzett le. Makinoshima H és téarsai
(Makinoshima és mtsai. 2014) megéllapitottak, hogy az EGFR egy egész metabolikus hal6zatot
szabalyoz az EGFR-mutans tiidoraksejtekben. Kimutattak, hogy az EGFR-tirozin-kinaz
inhibitorok lecstkkentették a laktat termelést, a glikdz fogyasztast és a gliikoz altal kivaltott
savasodasi ratat, ezzel jelezve, hogy az EGFR jelatvitel felelds volt a sejt aerob glikolizisének
fenntartasaért, ami a Warburg-effektusban figyelhet6 meg.

A C-vitamin megvaltoztatja a Warburg-effektusban fontos szerepet jatszé6 GLUT-1-et és a
PKM2-t azaltal, hogy inhibealja a PKM2 foszforilacidjat. A rakos sejtekre jellemz6 a
megvaltozott metabolizmus és a magas gliikdz bevitel. A GLUT1 katalizalja a glikdz passziv
KRAS mutans vastagbélrak sejtekben hat-e a GLUT1 expresszidjara a C-vitamin. Kimutattak,
hogy farmakoldgiai mennyiségben kezelt sejtekben egy nap utén latvanyosan lecsdkkentette a
GLUT1 mikodését. Yang W és tarsai (Yang és mtsai. 2013b) vizsgaltak, hogy a rakos sejtekben
megvaltozott EGFR utvonal indukalja a PKM2 nuklearis transzlokaciojat, amit a PKM2 ERK
altali foszforilacioja kozvetit; ennek a kovetkezménye, hogy fokozodik a glikolitikus enzimek
expresszioja (pl: GLUTL1 és LDHA). Emiatt a KRAS mutans sejtekben kialakul a PKM2 enzim
hiperaktivacioja, ami egy onkogen transzkripcios faktoron, a c-Myc-en keresztil indukalni
tudja a GLUTL1 expressziojat. A PKM?2 tovabba elésegiti a Warburg-effektust és a sejtciklus
progressziojat, igy jo célpont lehet a daganatellenes terapiakban. Leirtak, hogy a farmakoldgiai
aszkorbat rontja a Warburg-hatast KRAS mutans sejtekben azaltal, hogy géatolja a PKM2
foszforilaciojat, igy csokkenti mind a GLUT1-, mind a PKM2-fliggé fehérjék expressziojat. A
PKM2 a sejtmagba transzportalodik és ugy viselkedik, mint a p-catenin koaktivator, ami c-Myc
expressziot indukal, amely fokozza a glikolitikus enzimek expressziojat, mint példaul a
GLUT1-et (Aguilera és mtsai. 2016).

2.5. Klorokin

A klorokint malaria megel6zésére és kezelésére hasznaljak, ezért a malariaellenes és amebicid
szerek csoportjaba tartozik. Tovabba immunszupressziv tulajdonsaga miatt alkalmazzak
autoimmun betegségek ellen is (Sz n 1972).

A klorokin és hidroxiklorokin eredetileg a maléria ellen Kkifejlesztett gyogyszerek, de
alkalmasak lehetnek a rak kezelésére is. Klinikai vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy ezek a
gyogyszerek kedvezd hatdst valtottak ki a rakos sejtekkel szemben. Ennek a pontos
mechanizmusa még nem ismert, de két lehetséges elképzelés van arrél, hogy mi allhat ennek a
hatterében. Az egyik, hogy a klorokin rékellenes hatasa a makroautofagia-gatlo képessége
miatt lehetséges, mivel amikor a klorokin belép a lizoszémaba, ott protonalddik az alacsony pH
kovetkeztében. A Kklorokin protonalt formajanak felhalmozdodasa kevésbé savas
korilményekhez vezet, ezéltal csokken a lizoszOma miikodése. Ha klorokinnal gatoljuk a
lizoszoma aktivitast, ledllhat az autofagia késébbi 1épése, a lizoszoma lebontésa,
meghibasodhat az autofagia folyamata, emiatt nem képzddik elég energia a sejtekben.
Valoszintsithetd, hogy emiatt a klorokin sejthalalra érzékenyitheti a rakos sejteket (Slater
1993). A masik nézet szerint ez a malariaellenes gyogyszer az autofagoszoma és lizoszoma
fuzidjat akadalyozza meg. Ezt azzal magyaraztak, hogy a lizoszdman bellli vegyuletek
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pozitivan hatnak az ATPaz protonpumpara, emiatt a toltésviszonyok megvaltoznak,
megvaltozik a pH is, és ezaltal a Golgi vezikulaknak, endoszomaknak, lizoszomaknak a
funkcidja csokken. Ennek hatdsara a lizoszOma és az autofagoszoma nem fazional
autolizoszomava. Ez utobbi csokkenti az autofigia fluxusat. Tovabba a klorokin és
hidroxiklorokin felhalmoz6désa az endoszémakban, liszozéméakban meggatolhatja az Gjonnan
szintetizalodott fehérjék posztranszlaciés modosuldsat az endoplazmatikus retikulumban,
illetve a Golgi vezikuldkban (pl glikozil-transzferazok és protedzok, melyek részt vennének az
alacsony pH-t igénylé poszttranszlacios modositasban). Ezzel a folyamattal pedig apoptdzist
idézett el6 a sejtekben (Ferreira és mtsai. 2021).

A Klorokin jol alkalmazhaté gyogyszer, mert a mellékhatasok alacsony dozisok esetén
minimalisak. Magasabb dézisok esetén azonban sokkal tébb toxikus hatas lép fel, példaul
latdszavarok, gyomor-bélrendszeri zavarok, elektrokardiografias valtozasok, fejfajas és
viszketés.

A klorokin mellett més autofagia-gatlokat, példaul a bafilomicin Al-et, a 3-metil-adenint és a
pepsztin A-t is tanulmanyoztak daganatellenes gyogyszerként. Az egyik elképzelés szerint ezek
a gyogyszerek, beleértve a klorokint eés szarmazeékait, nem specifikusan befolyasoljak az
autofagia aktivitasat, vagyis ezeknek a szereknek mas hatéasai is vannak a sejtfunkciokra,
példaul a lizoszoémalis mikodésre és az endocitozisra (Cheong és mtsai. 2012).

2.6. Hipotézis

Kutatdcsoportunk a kézelmultban egy matematikai modellt allitott fel, mellyel jol leirhaték a
KRAS mutans rakos sejtek metabolizmusat szabalyozo f6bb elemek. Ez a modell lehetéséget
ad arra, hogy terapias stratégiakat tarhassunk fel. A dinamikus analizis ramutatott, hogy a
KRAS, az mTOR és az autofagia gatlasa kulcsfontossagu lehet a rakellenes terapiakban (Kapuy
és mtsai. 2021). Tovabba feltételezték, hogy ebben a folyamatban a PKM2 is igen fontos
szerepet jatszik, mivel, ahogy az mar korabban emlitésre keriilt, elosegiti a Warburg-effektust,
igy pedig a sejtek progressziojat (Yang és mtsai. 2013b).

A KRAS mutécidt hordozo rakos sejtek metabolizmus-szabalyozasanak leirasan tul a modell
segitségével egy terapias lehetOséget is javasoltak a kutatocsoport tagjai. Feltételezték, hogy a
farmakologiai aszkorbat és klorokin kombinalt kezelésével blokkolodik a KRAS és mTOR
atvonal is, ezaltal pedig csokkenni fog a GLUT1 expresszid, mig a KRAS mutans rakos sejtek
szamara nélkilozhetetlen autofagia gatlodik (4. abra), mely kdvetkeztében a rakos sejtek
elpusztulnak.
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4. abra: A KRAS és az mTOR Utvonalak kulcsfontossagu szerepet jatszanak az autofagia indukcidjaban és a
GLUT1 transzport miikédésének meghatarozasaban kiilonbozo sejtstresszek kovetkeztében. Az abran lahatoak a
szabalyozas fobb elemei és ezek kolcsénhatdsai a sejtstresszre. A szaggatott vonalak azt mutatjak, hogyan
befolyasoljak egymast az egyes elemek, a blokkolt végvonalak pedig a gatlast jeldlik. A kép forrasa: (Kapuy és
mtsai. 2021)

2.6.1. Kiserletes vizsgalatok

Kutatdcsoportunkban kordbban Bogardi Leticia diplomamunkaja keretében KRAS mutans
rakos sejtvonalakon vizsgéalta a fenti modellben prediktalt farmakoldgiai aszkorbat és klorokin
kombinalt kezelésének hatasat (Bogardi 2022). A megfigyelések MIA PaCa-2 es PANC-1,
KRAS mutans PDAC sejteken torténtek. A cél az elébbiekben mar emlitett elméleti hipotézis
(Kapuy és mtsai. 2021) in vitro kiserletes vizsgalata volt, hogy megvizsgaljak, a két szer
egyuttes alkalmazasa valoban blokkolja-e KRAS és mTOR utvonalakat, valamint gatlodik-e az
autofagia a KRAS mutaciot hordozé rakos sejtekben. A Kkisérletek soran életképesseg-mérések
és hatdsmechanizmus vizsgalatok zajlottak.

2.6.1.1.Eletképesség-vizsgalatok a KRAS mutans PDAC sejteken

Els6ként mindkét sejtvonalon 24 6ras monoterapias életképesség-vizsgalatokat végeztek,
kilon-kulon az aszkorbattal és klorokinnal. Erre azért volt sziikség, hogy megallapitsak, milyen
koncentraciotartomanyokban érdemes dolgozni a kezeldszerekkel, és hogy kulén-kalon milyen
hatast képesek kifejteni a sejtekre.

A MIA PaCa-2 és PANC-1 sejtvonalakat 24 orat kezelték kiilonb6z6 koncentracioju
aszkorbattal, majd MTT Assay-el megmérték a sejtek életképességét. Kimutattak, hogy
mindkét sejtvonal esetében a nagyobb aszkorbat koncentracional (1 mM<) az életképesség
drasztikusan lecsokkent. Az aszkorbattal torténé mérések utan a klorokinnal is elvégeztek
ugyanezt a vizsgalatot, hogy a kiilonb6z6 koncentracidoban adagolt klorokin hogyan hat a sejtek
életképességére. Az eredmények azt mutattak, hogy a klorokin kétféle hatast fejt ki a sejtekre,
mivel bizonyos koncentracional a klorokin megnovelte az életképességet, ahogy pedig ndvelték
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a koncentraciojat, agy sejtpusztulast idézett el6. Ezzel kimutathattdk, hogy a Klorokin
koncentraciotol figgden rendelkezik citoprotektiv és citotoxikus képességgel is.

2.6.1.2.KRAS mutans PDAC sejtek kombindlt kezelése farmakoldgiali
aszkorbattal és klorokinnal

Miutdn az életképesség-vizsgalatokkal —megallapitottak a kezel6szerek megfeleld
koncentréaciotartomanyat, mar elkezdhették a kombinalt terapiat mindkét sejtvonalon. Azt
feltételezték, hogy a kombinalt kezeléssel jelentGsebb életképesség-csokkenést érnek el a
KRAS-mutans rakos sejteken, mint amit tapasztalni lehetett a kezeldszerek 6nmagukban valo
alkalmazésanal. A feltevés az volt, hogy az aszkorbat ndveli az oxidativ stressz-szintet, illetve
a KRAS jelatviteli utvonal aktivitasa is mérséklédik, a klorokin pedig gatolja az autofagiat a
mar emlitett autofagia-figgéssel rendelkez6 KRAS-muténs rakos sejtekben (Kapuy és mtsai.
2021).

A MIA PaCa-2 sejteket kiilonb6z6 koncentracioban kombinaltan kezelték aszkorbattal és
klorokinnal, 24 oras inkubalas utan pedig MTT Assay-vel a sejtek relativ életkepességét mérték
meg. A kombinalt kezelés eredményeit az 5. abra tartalmazza, a diagram fliggéleges tengelyén
a relativ életképességet abrazoltuk a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, a vizszintes tengelyen
a csoportok pedig aszerint voltak csoportositva, hogy az aszkorbatot milyen
koncentraciotartomanyokban adagoltak a sejtekhez. Ez nem egy megszokott abrazolasmad, de
erre ebben az esetben azért volt sziikség, mivel a méréseket 96 well plate-eken végezték, és az
aszkorbat életképességre gyakorolt hatasa ebben az esetben nehezen volt reprodukalhato. A
kiillonb6z6  koncentraciok  kiilonbozé idépontokban  vegzett Kisérletekben mas-maés
eredményeket adtak, az aszkorbat hatasat sok befolyasold tényez6 valtoztathatta meg. Ilyen
lehet példaul a Kkiultetett sejtszdm nagysaga: kimutattak, hogy kisebb sejtszamnal erésebb volt
az aszkorbat sejtpusztitd hatasa, mint nagyobb sejtszam esetében. Ez utébbi azzal
magyardzhat6, hogy az alkalmazott tapoldatban jelen vannak vasionok, melyek hatasara
extracellularisan H.O; keletkezik az aszkorbatbo6l. Ezaltal pedig egy sejtre tobb H.O; jut, ha
kevesebb sejtet sikerult killtetni egy-egy plate-re. Az aszkorbat hé és fény hatasara gyorsan
bomlik, igy, ha egy bizonyos id6 eltelt a beoldott kezel6oldatok elkészitése és a sejtek kezelése
kozott, a sejtekre gyakorolt hatas csokkent. Végul pedig az aszkorbat sejtpusztitd hatasat az is
befolyasolhatta, hogy mennyi ideje volt bontva a tapoldat, melyet az aszkorbat por
olddszereként hasznaltak. Ha hosszabb ideje volt nyitva, abban oxigén dusult fel, és az
aszkorbéatnak fokozottabb volt a citotoxikus hatasa.

Az eredmények azt mutattak, hogy a kezeldszerek kombinalt alkalmazasaval szinergikusan
lecsokkent a sejtek életképessége. Megfigyelhetd, hogy a klorokin nélkiili aszkorbat kezelésnél
a kontrollhoz képest hogyan csokkentette le jelentdsen a sejtek életképességét az aszkorbat (#-
tel jelolve). Szignifikans kiilonbségek figyelhetéek meg tovabba adott koncentraciotartomanyu
aszkorbattal kezelt csoportokon belill, a csoportkontroll (csak aszkorbattal kezelt minta) és a
kombinaltan kezelt mintak kdzott (*-gal jeldlve).
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Asc + CQ kombinalt kezelés
MIA PaCa-2 sejteken
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5. dbra: MIA PaCa-2 sejtek 24 6ras kombinalt kezelésés kovetéen MTT Assay segitségével megmérték a relativ
életképességet. A fent abrazolt értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos életképességi értékek. Az
értékek csoportositasa pedig az alapjan tortént, hogy az aszkorbatot milyen koncentraciétartomanyokban
adagolték a sejtekhez (x tengely). Megfigyelhetd, hogy a kezeldszerek kombindlt kezelésének hatdsdara a sejtek
életképessége lecsokkent. A mérés 96 well plate-en tortént. #-tel jeldlve: Amikor csak aszkorbattal voltak kezelve
a sejtek, klorokinnal nem, akkor a kontrollhoz viszonyitott relativ életképesség szignifikansan lecsokkent az
aszkorbat hatasara. *-gal jeldlve: Szignifikans kiilonbségek figyelhetéek meg adott koncentrdciotartomanyii
aszkorbattal kezelt csoportokon belil, a csoportkontroll (csak aszkorbéttal kezelt minta) és a kombinaltan kezelt
mintak kozott. Kép forrasa: (Bogardi 2022)

A PANC-1 sejtvonal 24 6ras kombinalt kezelése utan is MTT Assay segitségével megmérték a
relativ életképesseget (6. abra). Az abrazolt ertékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott
szazalekos életképessegi értékek. Az adatok csoportositasa pedig a sejtekhez adott kiilonb6z6
aszkorbat koncentracidtartomanyok alapjan tortént, ugyanazon okokbdl kifolyélag, mint a MIA
PaCa-2 sejtek esetén.

Az eredmények azt mutattak, hogy a klorokin 6nmagaban alkalmazva megndvelte a relativ
életképesseget, ekkor megjelent a klorokin citoprotektiv hatdsa, &m az aszkorbattal egyutt
alkalmazva szinergikusan lecsokkentette az életképességet. Tehat az aszkorbat és klorokin
nélkiili aszkorbat kezelésnél a kontrollhoz képest mindegyik csoport életképességét jelentésen
lecsokkentette az aszkorbat (#-tel jelolve). Szignifikans kiilonbségek figyelhetdek meg tovabba
adott koncentraciotartomanyu aszkorbattal kezelt csoportokon belil, a csoportkontroll (csak
aszkorbattal kezelt minta) és a kombinaltan kezelt mintak kozott (*-gal jeldlve).
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6. dbra: PANC-1 sejtek 24 éras kombinélt kezelésének relativ életképesség vizsgalata MTT Assay-el. Az abrazolt
értékek a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos életképességi értékek. Az értékek csoportositasa pedig az
alapjan tortént, hogy az aszkorbatot milyen koncentracid tartomanyokban adagoltdk a sejtekhez (x tengely).
Megfigyelhetd, hogy a klorokin dnmagéban alkalmazva megndvelte a relativ életképességet, ekkor megjelent a
klorokin citoprotektiv hatdsa, &m az aszkorbattal egyltt alkalmazva szinergikusan lecsokkentette az

e

sejtpusztulas. A mérés 96 well plate-el tortént. #-tel jel6lve: Amikor csak aszkorbéttal voltak kezelve a sejtek,
klorokinnal nem, akkor a kontrollhoz viszonyitott relativ életképesség jelentosen lecsokkentette csak az aszkorbat
hatasara. *-gal jelOlve: Szignifikans kiilonbségek figyelhetéek meg adott koncentracidtartomanyu aszkorbéttal
kezelt csoportokon belil, a csoportkontroll (csak aszkorbattal kezelt minta) és a kombinaltan kezelt minték kdzott.
Kép forrasa: (Bogardi 2022)

A fenti eredmények részben aldtdmasztottak a hipotézist (Kapuy és mtsai. 2021), hiszen a
megfelel6 koncentracidban alkalmazott klorokin és az aszkorbat kombinalt kezelése
szinergikus sejtpusztulast okozott KRAS mutans sejtekben. Feltehetéen az aszkorbat gatolta a
KRAS Utvonalat, ezzel megzavarta a tumorsejtek anyagcseréjét (Aguilera és mtsai. 2016).
Valésziniisithetd, hogy ekkor fokozodott a sejt autofagia-fiiggésége, melyet adott

-z

csokkenést.

2.6.1.3.Klorokinnal kezelt KRAS mutans PDAC sejtek hatasmechanizmus-
vizsgalata

Az éltképesseg-méréseket kovetéen megvizsgaltak a klorokin hatasmechanizmusat is mindkeét
sejtvonalon (7. abra). A mérést LysoTracker-rel Red DND-99 (Invitrogen™) festékkel
végezték. Ez egy olyan mddszer, mely soran fluoreszcens madon festik a lizoszomat és a festék
jelintenzitasat az egyes sejtekben aramlasi citometridval vizsgaltak. Amikor a sejteket
klorokinnal kezelték, a kontrollnoz képest jelndvekedést lehetett megfigyelni, ekkor a
lizoszomak mennyisége megnétt. Ez valdsziniileg abbol adodott, hogy klorokin hatdsara a
lizoszémak képtelenek voltak fuzionalni az autofagoszomakkal autolizoszomakka. Ez tehat az

18



autofagia fluxusdnak megakadasara utalt (autofagia folyamatét lasd részletesebben a 2.3
fejezetben). A mérést kiilonboz6 kezelési idénként (3, 6, 24 dra) megismételték, ezzel azt
vizsgélva, hogy a klorokin mennyi id6 alatt noveli meg a lizoszoOmak szamat. Mindkeét
sejtvonalon mar az elsd 3 ora elteltével jelentOs jelndvekedést lehetett megfigyelni, vagyis mar
ennyi idejii  kezelés kovetkeztében is megnétt a lizoszOmak mennyisége. Ezzel
bebizonyosodott, hogy a klorokin tényleg gatolja az autofagia folyamatét.

CQ hatasa a lizoszOmak mennyisegére
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7. &bra: A klorokin hatasmechanizmusanak vizsgalata a MIA PaCa-2 és PANC-1 sejtvonalakon. A mérést
kiilonbozé idépontokban végezték LysoTrecker-rel Red DND-99 Invitrogen™ fluoreszens festék segitsegével.
Mindkét sejtvonalon mdr az elsé 3 ora elteltével jelentds jelnovekedést lehetett megfigyelni, vagyis mar ennyi ido
kezelés kovetkeztében is megndtt a lizoszomdk mennyisége. Kép forrasa: (Bogardi 2022)

Aszkorbat kezelés utan is Kiprobaltdk a hatasmechanizmus-vizsgalatot LysoTrackerrel festett
sejtekkel, de nem volt szembetiing valtozas a LysoTracker adta fluoreszcens jelben, amib6l arra
kovetkeztettek, hogy az aszkorbat kdzvetlenul nem képes befolydsolni az autofagiat, vagy ha
befolyasolja is, akkor azt ezzel a mddszerrel nem lehet kimutatni.
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3. Célkitiizés

Kutatocsoportunk a kézelmultban az el6z6ekben mar bemutatott szakirodalomban talalhatd
Kisérletes adatok alapjan egy matematikai modellt allitott fel a KRAS mutéans rakos sejtek
metabolizmusat szabalyozo halozat mikodésérdl (Kapuy és mtsai. 2021). Ezen vizsgélatok
lehetéséget adtak arra, hogy tovabbi terapias stratégiakat tarhassunk fel. A dinamikus analizis
ramutatott, hogy a KRAS, az mTOR és az autofagia gatlasa kulcsfontossagu lehet a KRAS
muténs rakos sejtek elleni terapidban. A predikcié szerint, ha farmakol6giai aszkorbattal és
klorokinnal kombinaltan kezeljik a sejteket, akkor az aszkorbat egy metabolikus krizist idez
eld a sejtekben, mikozben a KRAS mutans autofagia-fliggd rdkos sejtekben az autofagia
blokkolodik a klorokinnak koszonhet6en, és ebb6l kifolyolag gatlodni fog mind a KRAS, mind
azs mTOR utvonal. Tehéat a feltevés az volt, hogy ez a kombinalt kezelés jelentés terapias
potencidllal birhat a KRAS mutans rakos sejtek kezelésében. Feltételezték, hogy ezen
eredmények csak KRAS mutans rakos sejteknél mutathatoak ki. Kutatocsoportunkban
korabban Bogardi Leticia a diplomamunkaja keretében az el6bb emlitett modell segitségével
felallitott hipotézist vizsgalta KRAS mutans MIA PaCa-2 és PANC-1 PDAC sejteken. Mindket
sejtvonalat kombinaltan kezeltek farmakologiai aszkorbattal és klorokinnal, majd
megvizsgaltak a sejtekre kifejtett hatast. Megallapitottak, hogy a kezeldszereket kombinaltan
adagolva szinergikus hatast valtottak Ki.

Dolgozatom célja a mar elézéekben ismertetett matematikai modell tovabbi in vitro Kisérletes
vizsgalata volt, tovabba arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a kombinalt terapia hatasossaga
valoban a KRAS utvonaltol fugg-e. Elséként tanulmanyozni kivantuk a GLUT1 transzporter
MRNS szintli expresszidjanak valtozasat, mivel, ahogy azt mar a szakirodalmi részben
emlitettem, a KRAS mutans rakos sejtekben a fokozott GLUT1 expressziot figyeltek meg (lasd
részletesen 2.1 fejezet) (Kapuy és mtsai. 2021) es varhatéan a kombinalt kezelés hatasara a
GLUT1 expresszidja mérséklodik. Elézetes kutatasok azt mutattak, hogy aszkorbattal kezelve
a KRAS mutans rakos sejteket, bizonyos fehérjek aktivasa fokozddik, ebb6l kiindulva Western
blot technikaval kivantuk megvizsgalni a KRAS mutans sejtek viselkedését aszkorbat kezelés
hatdsara. Ezzel arra a kérdésiinkre kerestilk a valaszt, hogy a kezelGszerek altal kivaltott
szinergia a KRAS Utvonal aktivitasatdl fugg-e. Tovabba nem KRAS mutans (BxPc-3) PDAC
sejtvonalon, illetve egy méas szoveti eredetiit KRAS-ra nézve szintén vad tipust (MCF-7 eml6
adenokarcindbma) sejtvonalon terveztik vizsgalni, hogy a fentebb emlitett eredmények csak a
KRAS mutans PDAC sejtekre igazak-e. Tehat, hogy csak a KRAS mutéaciot hordozo rakos
sejtekre képes szinergikusan hatni a kezel6szerek kombinalt kezelése, vagy pedig mas, nem
KRAS mutans sejtekben is megfigyelhetd a szinergikus hatds. Ezzel bebizonyithato, hogy a
farmakologiai aszkorbat és klorokin egyuttes alkalmazésa valéban egy potencialis terapias
jelleggel birhat a KRAS mutans daganatok esetében. Végiil pedig a kezeldszerek
hatdsmechanizmusat is vizsgalni terveztik MIA PaCa-2 KRAS mutéans sejtvonalon kulon-
kilon: igazolni szerettlk volna, hogy a CQ kezelés hatasara az autofagia valoban blokkolodik,
illetve arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a farmakoldgiai aszkorbat citotoxicitdsaban
valdban szerepet jatszik-e a ROS képzbdés.
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4. Modszerek és eszkdzok

4.1 Vlzsgalt sejtvonalak

MIA PaCa-2: KRAS muténs (human PDAC)
- PANC-1: KRAS mutans (human PDAC)
- BxPc-3: KRAS vad tipus (human PDAC)
- MCF-7: KRAS vad tipus (humén eml$ adenokarcindbma)

4.2. Sejtfenntartas

A sejttenyésztés az ATCC (American Type Culture Collection) irdnyelvei alapjan tortént. A
sejteket magas glikéztartalmi DMEM-ben (Sigma-Aldrich®) 10% magzati szarvasmarha
szérummal (Sigma-Aldrich®) kiegészitve, illetve a MIA PaCa-2 esetén 2,5% lI6szérumot (heat
inactivated, New Zealand origin, Gibco™) tartalmazé komplett tapoldatban tenyésztettiik. A
sejtfenntartas BioLite™ Cell Culture Treated Flasks (Thermo Scientific™) tipusd, 25 és 75
cm?-es flaskaban tortént. A vizsgalt sejteket CO2 termosztatban (Thermo Scientific™ Forma™
310) 37°C-on inkubaltuk 100% relativ paratartalom mellett. A sejteket 1:3 — 1:6 aranyban
passzaltuk a 100% konfluencia elérését megelézden.

4.3. Sejtszam mereés

A sejtszdm méreset CytoFLEX (Beckman Coulter) aramlasos citométerrel vegeztik. A mérés
els6 lépéseként a sejteket tripszinnel inkubaltuk révid ideig, hogy a letapadt sejteket felszedjik
a flaska aljardl, majd ehhez komplett médiumot adtunk hozza, hogy a tripszin hatésat leallitsuk.
Végil a kapott sejtszuszpenziot homogenizaltuk. A citométer segitségével meghataroztuk a
sejtszamot/sejtkoncentraciot, mely segitségével kiszamoltuk a plate Killtetéshez sziikséges
sejtmennyiséget, tovabba a sejtek allapotarol is visszajelzést kaptunk.

4.4. Sejtkitltetés

A sejteket kiilonboz6 siiriiségben 6, illetve 96 well formatumu sejttenyésztésre alkalmas plate-
re (Thermo Scientific BioLite 6/96 Well Multidish) oltottuk komplett médiumban, attdl
fliggden, hogy milyen vizsgalatot végeztiink velik. A MIA PaCa-2 sejteket 1 millid/well
stiriségben oltottuk ki 6 well plate-re. A PANC-1-nél szintén 6 well plate-et hasznaltunk, 700
ezer sejt/well-et Gltettink ki. 96 well plate-tel dolgoztunk az MCF-7 (15 ezer sejt/well) és a
BxPc-3 (30 ezer sejt/well) sejtek esetén. Ezt kovetden a sejttenyésztéshez hasznalt inkubatorban
a plate-re Killtetett sejteket 24 érat inkubaltuk, hogy a sejtek letapadjanak.

4.5. Kezelések

A sejtkiiiltetést kovetd 24 ora inkubalas elteltével a sejteket aszkorbattal és klorokinnal kezeltiik
kulon-kalon, illetve kombinaltan. Ekkor ezeket az eredetileg por formajaban levé anyagokat
médiumban oldottuk fel ugy, hogy a végkoncentracié 100 mM-os legyen, majd 5 M-0s NaOH-
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dal (natrium-hidroxid) beallitottuk a pH-t a fenolvords atcsapasaig. Ezt kovetden a kapott
oldatokat steril fiilke alatt steril sztirével (0,22 pum pore size Mixed Cellulose Esters membrane,
Millex®) leszirtlik. Az aszkorbat esetén 10 mM, a klorokinnél 1mM-os munkaoldatbol
készitettuk el a kezelési koncentracidkat. Végul az adott plate-ekre adagoltuk a kezelGszereket
a megfeleld koncentraciokban és 24 orat inkubaltuk a plate-eket.

4.6. MTT Assay

Az MTT Assay egy kolorimetrias vizsgalat, melynek koszonhetéen a sejtek életképessége
megmérheté. Az MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) egy
sargas szinll tetraz6lium so, mely lilds formazanna redukalhatd. Szinvaltozason alapuld mérés,
a kialakulo szinreakcio a sejt életképességérél ad informaciot. A szinvaltozas akkor torténik
meg, ha a sejt még ¢életképes és a mitokondrionalis oxidoreduktaz enzimei mitkodnek.

A 96 well plate-ekre Kkiultetett és 24h-an keresztil kezelt MCF-7 és BxPc-3 sejtek
életképességét mértiik. A mérés kezdetén a plate-en levé médiumot ledntottiik, majd kétszer
mostuk PBS-sel (phosphate buffered saline). Ezt kovetéen 1:10 ardnyban oldottunk MTT
folyadékot (5mg/ml) DMEM-ben. Ezt a plate-re adagoltuk, majd inkubaltuk 37°C-on 35-40
percig. Az inkubalasi 1d6 leteltével az MTT oldatot leontéttiik a plate-rél és DMSO oldatot
(dimetil-szulfoxid) pipettaztunk ra. Ezutan ismet inkubatorba helyeztik 10 percre, vegil az
abszorbanciat mikrolemezes spektrofotométerrel (Thermo Scientific Multiskan™ GO)
hataroztuk meg 37°C-on, 570 nm-en. A hatteret 690 nm-en mértiik, mellyel utélag korrigaltuk
a mert abszorbanciat.

4.7. mRNS expresszid

Valos idejii PCR-rel egy adott DNS szakasz mennyiségi meghatarozdsa végezheté el. A
vizsgalat fluoresszencia mérésen alapul. A mérés soran a DNS két szala kdzé interkalalédo
fluoreszcens festéket adunk, majd a gerjesztés hatasara mérhet6 fluoreszcencia mennyisége
egyenesen aranyos lesz az amplikon (két szali DNS) mennyiségével. Bizonyos mRNS-szintek
is kKimutathatok ezen vizsgalattal: génexpresszios vizsgalatoknal reverz transzkripcion alapuld
real-time PCR-t szokas alkalmazni. Ekkor RNS-t izolalunk a sejtekbdl, majd reverz
transzkriptaz enzim segitsegével atirjuk az RNS-t cDNS formaba, mely aztan a PCR reakcio
DNS templatjakent szolgal (Dezs6 Péter 2007). A 6 well plate-en tenyésztett és 24h-n keresztul
kezelt MIA PaCa-2 és PANC-1 sejteken mRNS expresszidos mérést végeztink reverz
transzkripciot kovetd valos idejiit PCR-rel. A kezelési id6 lejartat kovetéen a sejtekbél RNS-t
izolaltunk az innuPREP RNA Mini Kit (analytikjena) segitsegével, majd reverz transzkripciot
végeztink a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kittel (Thermo Scientific) a gyartd
iranyelveit és protokolljat kdvetve. A cDNS amplifikaciohoz a PikoReal RealTime PCR
készuléket (Thermo Scientific) és Sensifast™ SYBR® No-ROX Kitet (Bioline) alkalmaztuk.
Belsé kontrollként a h18S gének cDNS-ét hasznaltuk. A primer szekvencidk a kovetkezok
voltak:

forward hGLUT1: 5-ATCAACCGCAACGAGGAGAA-3,
reverz hGLUT1: 5’-TGCAGGTCATGGGTCACG-3,
forward h18S: 5’-CGAATGGCTCATTAAATCAGTTATGG,
reverz h18S: 5’-AGCTCTAGAATTACCACAGTTATCCA,
forward hGLUT1: 5’-TCGGAGTCAACGGATTTGGT,
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reverz hGLUT1: 5>-TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC.

4.8. Western blot

A Western blot technika kiilonb6z6 fehérjék specifikus detektalasara szolgal, melyeket el6zdleg
poliakrilamid gélen valasztunk el. Az el6z6ekben mar ismertetett sejt Killtetések alapjan (lasd
meghatéaroztuk. A sejteket eloszor RIPA pufferben (150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM Tris pH
8,0) oldottuk, amelyhez el6zetesen 1 mM PMSF-t tovbbd még proteaz-, valamint foszfataz-
inhibitor oldatot (Sigma-Aldrich®) kevertiink a megfelelé higitasban. A mintakat 30 percet
lizaltuk jegen, majd 14 000 g-n 4°C-on 15 percet centrifugdltuk. A minta feltlUszojat
hasznaltuk a fehérje kvantifikalasra Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™)
hasznélataval a gyarto leirdsa szerint. A SureCast™ Handcast System gélont6 késziilékkel
(Thermo Scientific™) 10 és 15%-o0s poliakrilamid geleket készitettliink, majd a mintakat Tris-
glicin futtato pufferben (25 mM Tris, 250 mM glicin, 0,1% w/V SDS) oldva gélzsebekbe
toltottink 40 pg fehérjét. Ezt kovetéen a NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (20X)
(Thermo Scientific™) futtatopufferbe &ztatva a gélen elvalasztottuk a fehérjéket elektromos
aram segitségével. Ehhez a ,,Mini Gel Tank” (Thermo Scientific™) futtaté késziiléket
alkalmaztuk. A futtatds végén a gélt buborékmentesen, transzferpufferrel elonedvesitett
nitrocelluloz membréanra helyeztiink, melyhez a NuPAGE™ Transfer Buffer (Thermo
Scientific™) transzferpuffert hasznaltuk. A membran ala és a gél fels6 részére elonedvesitett
sziir6papirokat helyeztlink egymasra tobb rétegben. A Mini Blot Module For transfer of
proteins using the Mini Gel Tank készulékkel, ,,wet-transfer’-mddban transzferaltuk a
fehérjéket a gélr6l a membranra. Egy 6ra BSA-ban (bovine serum albumin) torténé blokkolas
utan ratettilk az elsddleges antitesteket tartalmazo oldatokat és egy ejszakan keresztiil 4°C-on
inkubaltuk. A hasznalt elsédleges antitestek a Phospho-MEK Y% (Ser217/221) (#9154, Cell
Signaling Technology), anti-MEK %2 (#9122, Cell Signaling Technology), Phospho-P44/42
ERK % (Thr202/Tyr204) (#4370, Cell Signaling Technology), p44/42 ERK Y2 (#4695, Cell
Signaling Technology) és GAPDH (#5174, Cell Signaling Technology) voltak. Az inkubacio
és az antitestes oldat ledntése utdn a membrant t6bbszér mostuk TBS-tweennel (0,15 M
NaCl, 0,050 M Tris-HCI, 0,05 % Tween™ 20). Majd ezt kdvetden a HRP-vel (Horseradish
Peroxidase) konjugalt masodlagos antitestet (HRP-Goat anti-Rabbit 1gG (H+L), Proteintech)
Rabbit PolyAb Anti-ACTB (Proteintech®, Rosemont, IL, USA, 20536-1-AP); Rabbit PolyAb
Anti-LC3 (Proteintech®, 12135-1-AP) is hozzaadtuk, nagy higitasban. A savokat Clarity ECL
Western blotting Substrates (Bio-Rad) kemilumineszcencias detektalo készlettel tettiik
lathatdva, és géldokumentacios késziilékben vizsgaltuk (Wunderlich Livius 2016).

4.9. Statisztikai vizsgalatok

A statiszikai vizsgalatokat (egyfaktoros ANOVA, Dunnett-teszt, nem paraméteres Kruskal-
Wallis proba) TIBCO® Statistica™ program (verzio: 14.0.0.15) segitségével végeztik. A
valasztott szignifikanciaszint 0,05 volt.
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5. Eredmeények és értékelésik

5.1. KRAS mutans PDAC sejtek GLUT1 transzportereinek mRNS-
szintli expresszios valtozasa kombinalt kezelés hatasara

Kutatcsoportunk a kdzelmdltban mar tanulmanyozta az aszkorbét és klorokin egyuttes hatasat
KRAS mutans rédkos sejtekben, mely kovetkeztében a kezeldszerek szinergikusan
lecsokkentették a sejtek életképességét (Bogardi 2022). Ez feltehetéen annak volt koszonhetd,
hogy a KRAS és mTOR utvonalak blokkolodtak, illetve a KRAS muténs rékos sejtek szdméra
nelkulozhetetlen autofagia gatlodott. KRAS muténs rakos sejtekben a talzott glikolizis mellett
a kiilonbozo gliikdz transzportereknek, példaul a GLUT1-nek is fokozott a mikddése. A
GLUT1 magas expresszidja fokozott glikdzfelvétellel, illetve aktivalt onkogén jelatviteli
utvonalakkal jar egyiitt (Kapuy és mtsai. 2021). Kimutattak a KRAS mutans sejtekben a PKIM2
enzim hiperaktivaciojat, ami egy onkogén transzkripcids faktoron, a c-Myc-en keresztil
indukélta a glikoz-transzporter GLUTL1 expressziojat. A PKM2 tovabba elésegiti a Warburg-
effektust és a sejtciklus progressziojat, igy jo célpont lehet a daganatellenes terapiakban.
Leirtdk, hogy a farmakoldgiai aszkorbat rontja a Warburg-hatdst KRAS mutans sejtekben
azaltal, hogy géatolja a PKM2 foszforilaciojat, igy csokkenti mind a GLUT1-, mind a PKM2-
fliggd fehérjék expresszidjat (Yang és mtsai. 2013a).

Aguilera és munkatarsai azt vizsgaltak, hogy a KRAS mutans vastagbélrak sejtekben miként
hat a GLUT1 expresszidjara az aszkorbat. Kimutattdk, hogy farmakoldgiai mennyiségben
aszkorbattal kezelt sejtekben egy nap utan latvanyosan lecsokkentette a GLUT1 mRNS-szintii
expressziojat (Aguilera és mtsai. 2016). Hipotézisink az volt, hogy ha megvizsgaljuk a
kombinaltan kezelt KRAS mutans rakos sejtek GLUT1 transzporter mRNS-szintii expresszids
valtozasat, hasonldé eredményeket kapunk. A 8. dbra mutatja be a kapott eredményeinket.
PANC-1 és MIA PaCa-2 KRAS mutans PDAC sejteket kezeltiink kiillonbozé koncentraciokban
aszkorbattal és klorokinnal kulon-kilon és kombinaltan, majd 24 orat inkubaltuk. Ezt kovetéen
valds idejii PCR alkalmazasaval megmértiik a sejtekben levd GLUTI1 transzporter mRNS-
szintll expresszids valtozasait. A vizszintes tengelyen a kezelések koncentracioi, a fliggdleges
tengelyen a relativ mRNS-szint lathatd a kezeletlen kontrollra norméalva. Ennél a kiserletnél (a
6 welles rendszernek koszonhetéen) kénnyen reprodukélhatéak voltak az eredmények, az
aszkorbat hatdsa nem ingadozott annyira, mint az életképesseg méréseknél (amelyeket 96 well
plate-eken végeztiink, lasd 2.6.1.2 fejezet).

Feltételezéseinknek ellentmondd eredményeink azt mutattdk, hogy az aszkorbat kezelés
ellenére a sejtek GLUT1 mRNS-szintii expresszidja nem csokkent le. Az esetek tobbségében
vagy a kontrollal megegyezd, vagy anndl nagyobb mRNS-szintet kaptunk. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a hipotézis ellenére sem az aszkorbat, sem a klorokin nem volt hatassal a
sejtek GLUT1 expreszidjara, igy feltehetden az aktivitasara sem.
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8. abra: PANC1 és MIA PaCa-2 KRAS mutans sejtek GLUTL transzporterének mRNS-szintii expresszios valtozdasa
a kezeletlen kontrollhoz képest. A sejteket aszkorbéttal és klorokinnal kezeltiink kiilonbozé koncentrdcidkban
kuldn-kilon és kombinaltan, majd inkubaltuk 24 érdt. Ezt kdvetden valos idejii PCR alkalmazdsdaval megmértiik a
sejtekben levé GLUTI transzporter mRNS-szintii expresszios vdltozdsait. A vizszintes tengelyen a kezelések
koncentracioi, a fiiggdleges tengelyen a relativ mRNS-szint lathat6 a kezeletlen kontrollra normalva. Jol lathato,
hogy kiilonbozoé koncentraciok adagolasandal nem csokken le a GLUTI expresszioja.

A fenti eltérések Aguilera és munkatarsai eredmenyeihez képest magyarazhatok azzal, hogy az
6 kisérleteikben KRAS muténs vastagbélrak sejtvonalakon dolgoztak, melyek metabolizmusa
kilonbdzhet az altalunk alkalmazott KRAS mutans PDAC sejtvonalaktol.

Kutatasunk soran igy bebizonyitottuk, hogy a kombinalt kezelés nema GLUT1 expresszidjanak
valtozasan keresztil valtja ki a szinergikus citotoxicitast.

Az elobbi eredmények alapjan felmeriil a kérdés, hogy az aszkorbat és klorokin kombinalt
kezelés kovetkeztében 1étrejovo szinergikus hatés a sejtekben valoban a KRAS utvonaltol fligg-
e, vagy attol teljesen fuggetlen.

A fentebb mar emlitett PKM2-nek nagyon fontos szerepe van a KRAS mutans rakos sejtekben,
mivel ennek a fokozott mikodése eldsegiti a Warburg-effektust, illetve a sejtciklus
progressziojat, ezért jo célpont lehet a daganatellenes terdpidkban. Kimutattak, hogy
aszkorbattal kezelve a KRAS muténs sejteket, a Warburg-hatas romlott, mivel mind a GLUT1-
, mind a PKM2-fiiggd fehérjék expresszidjat lecsokkenttette, azaltal, hogy gatolta a PKM2
foszforilacigjat. Feltételezhetd, hogy van kapcsolat az aszkorbattal torténd kezelés hatasakor a
sejtekben a MAPK/EGFR ttvonal és a GLUT1 mitkodésének mérséklédése kozott. 2012-ben
Yang W és tarsai (Yang és mtsai. 2013b) vizsgaltak, hogy a rakos sejtekben megvaltozott EGFR
kozvetit; ennek a kdvetkezménye, hogy fokozddik a glikolitikus enzimek expressziéja (pl:
GLUT1 és LDHA) (Aguilera és mtsai. 2016). Feltehetéen az aszkorbat altal kivaltott PKM2
expresszio valtozas 0sszefugghet a GLUT1 miikodés csokkenésével, melyet a MAPK/EGFR
atvonal gatlasa okoz. Western blot vizsgalatokkal megallapitottak, hogy az aszkorbéat hatasara
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nem csak a PKM2-nek, hanem a foszforilalt alakjanak aktivitasa is megvaltozott. Mivel nekiink
nem sikerult kimutatni a GLUT1 mRNS-szinti expresszios csokkenését rakos sejtekben, az
elébb emlitett kutatast kdvetve probaltuk ellendrizni, hogy az aszkorbéat és klorokin kombinalt
kezelése kovetkeztében 1étrejové szinergikus hatéas a sejtekben a KRAS ttvonaltol fligghet-e,
vagy attdl teljesen fiiggetlen.

5.2. KRAS mutans PDAC sejtek specifikus fehérjéinek vizsgalata
Western blot technikaval

Bryant és munkatarsai megfigyelték, hogy a MEK-ERK jelatviteli Utvonalnak is szerepe van az
autofagia szabalyozésaban (Bryant és mtsai. 2019). A KRAS- vagy az ERK-gétlokkal (ERKIi)
végzett kezelés novelte az autofagia fluxusat szdmos KRAS-mutans human PDAC
sejtvonalakban. Megmértek, hogy a klorokin nagymértékben javitja MEK vagy ERK gatlas
hatékonysagat kiilonb6z6 sejtvonalakban, pl. KRAS mutans PDAC sejtekben (Zhao és Zheng
2019). Aguilera és tarsainak kutatasai azt mutattdk, hogy KRAS mutéciot hordozd
vastagbeélrakos sejtekben a MEK/ERK foszforilalt (aktivalt) alakja n6tt az aszkorbat hatasara,
mi pedig ennek alapjan szandékoztuk tanulmanyozni, hogy a mar el6z6ekben emlitett aszkorbat
és klorokin kombinalt kezelése okozta szinergia valoban a KRAS utvonaltdl fiigg-e.

A KRAS mutans PDAC sejteket kiulénb6zé koncentraciokban kombinaltan kezeltiink
aszkorbattal és klorokinnal, majd 24 orat inkubaltuk. Ezt kévetden a sejtekbdl fehérjét
izolaltunk és fehérjekoncentraciot mértiink, majd Western blot technikaval bizonyos fehérjék
mennyisegét detektaltuk. A 9. abra egy reprezentativ Kisérletet mutat be, melyet tébbszor
megismételtiink, hogy megbizonyosodjunk az eredményeink reprodukalhatosagarol.

A feltételezéslink az volt, hogy ha a kezel6szerek altal kivaltott szinergia a KRAS utvonal
aktivitasatdl fugg, akkor a MEK/ERK aktivitas fokozddik. Az eredmények azt mutattak (9. abra),
hogy a kombinalt kezelés ellenére nem valtozott meg a sejtekben a MEK/ERK foszforilalt, azaz
aktiv alakjanak mennyisege, tehat a MEK/ERK fehérjék aktivitasa. A szakirodalom alapjan vart
eredményekt6l valo eltérés alapulhat azon, hogy Aguilera és munkatarsai vastagbélrakos
sejteken dolgoztak, mi pedig hasnyalmirigy rakos sejtekkel kisérletezlink, és el6fordulhat, hogy
eredett6l/szovettdl fliggden a kiilonboz6 rakos sejtek mashogy viselkednek az adott kezelés
hatdsara. Mindenesetre az alabbi eredményekkel arra kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a két szer
kombinalt kezelésével kivaltott szinergia nem a KRAS utvonal aktivaciojatél fligg, hanem mas
maddon okozhat citotoxicitast a MIA PaCa-2 sejtekben.
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9. abra: MIA PaCa-2 KRAS mutans PDAC sejtek kombindlt kezelését kovetd 24 ords inkubdlds utin fehérjét
izolaltunk, majd Western blot technikdaval megmértiik kiilonbozé fehérjék mennyiségét. GAPDH-t alkalmaztunk
belsé kontrollkeént, elsédleges antitestként a MEK, ERK total és foszforilalt formali ellen termeltetett antitesteket
hasznaltunk. Az eredmények azt mutatték, hogy feltevésink ellenére nem fokozodott a MEK/ERK aktiv formajanak
mennyisége. Ebbdol arra lehetett kovetkeztetni, hogy a kezeldszerek dltal kivaltott szinergia a KRAS Utvonal
aktivitasatol fuggetlen, mas mddon okoz citotoxicitast a sejtekben.

Az eddig kapott eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az aszkorbat és klorokin altal kivaltott
szinergikus hatads nem a KRAS Utvonaltol fligg. Egyik kisérletnél sem azokat a vart valtozasokat
kaptuk, melyekre a KRAS-t4l valo fliggés esetén szamitottunk volna. Ez magyarazhato6 azzal,
hogy mas eredetii szovetekbdl izolalt rakos sejtvonalakat hasznaltunk, mint a szakirodalomban
leirt kisérletekben, csak a mutécid volt azonos benniik. Ezt kdvetéen uj utvonalon indultunk el,
és elkezdtiik vizsgalni, hogy szélesebb kdrben alkalmazva ezt a terdpiat, hasonlé eredményeket
kaphatunk-e.

5.3. Vad tipust BxPc-3 PDAC sejtek kombinalt kezelése altal indukalt
sejthalalfolyamat vizsgalata MTT Assay hasznalataval

KRAS mutécidra nézve vad tipusu sejteken kezdtiink vizsgalodni, hogy ebben az esetben is
kialakul-e szinergia a kezel6szerek kombinalt alkalmazasanak hatasara. Az el6zetes
tapasztalatok azt mutattak, hogy kiilonbség volt a hasonlé mutacidoval rendelkezd, de eltérd
szovetbol izolalt rakos sejtek viselkedésében. Ezt bizonyitja, hogy Aguilera és munkatérsai altal
hasznalt KRAS mutans vastagbélrdkos sejtekkel végezett vizsgalatoknal teljesen eltérd
eredményeket kaptak, mint amit mi kaptunk az altalunk hasznalt szintén KRAS mutans PDAC
sejtek vizsgalatanal. Ezt figyelembe véve Kisérleteinket egy KRAS-ra nézve vad tipusu
hasnyalmirigy sejtvonallal kezdtik.

Eloszor BxPc-3 vad tipusu PDAC sejtekkel kisérleteztiink, hogy megtudjuk, azonos eredetii
szovetbdl izolalt, de méas tulajdonsagu rakos sejt is hasonléan reagal-e a kezelésre. A sejteket
kiilonboz6 koncentracioban kezeltiikk aszkorbattal és klorokinnal, majd 24 dras inkubalast
kovetéen megmértilk a sejtek relativ életképességét MTT Assay segitségével. Ennek az
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eredményét a 10. abra tartalmazza. A fliggéleges tengelyen a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott
relativ életképesség talalhato, a vizszintes tengelyen a kiilonb6z6 koncentracioban adagolt
aszkorbétot abrézoltuk. Ezen méréseknél az aszkorbat hatasa jol reprodukalhat6 volt mindkét
sejtvonalon. Ez feltételezheten abbol adodott, hogy mar kellden Kkitapasztaltuk a
bizonytalansagot okozd kérilmények Kikliszobdlésének modjait. Az eredmények azt mutattak,
hogy mindkét énmagéban alkalmazott klorokin koncentrécio esetén szignifikdnsan lecsokkent
a sejtek életképessége, majd a kezel6szerek kombinalt hasznalataval egy szinergikus hatas
alakult ki, a sejtek életképessége ez esetben is lecsokkent. Megfigyelhet6, hogy a klorokin
nélkiili aszkorbat kezelés a kontrollhoz képest hogyan csokkentette le jelentOsen a sejtek
életképességét (#-tel jelolve). Szignifikans kiilonbségek figyelhetéek meg tovabba adott

=z =7
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10. abra: BxPc-3 vad tipusi KRAS-t hordozé rakos sejtek 24 Gras kombinalt kezelésének relativ életképesség
vizsgalata MTT Assay segitségével. A sejtek aszkorbattal és klorokinnal voltak kezelve kiilonbozd, eldzetesen madr
meghatarozott koncentracidkban. A kezelések hatasat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitottuk. A mérések 96 well
plate-en torténtek. Ennél a sejtvonalndl is megfigyelhets a kombindlt kezeléssel kivaltott szinergikus hatds. #-tel
jelolve: Amikor csak aszkorbattal voltak kezelve a sejtek, klorokinnal nem, akkor a kontrollhoz viszonyitott relativ
életképesség szignifikansan lecsokkent az aszkorbat hatésara. *-gal jelolve: Szignifikans kiilonbségek figyelhetbek
meg adott koncentracidtartomanyu aszkorbattal kezelt csoportokon belil, a csoportkontroll (csak aszkorbattal
kezelt mintak) és a kombinaltan kezelt mintak kozott.

Megfigyelhetd, hogy a fentiekben kapott eredmények nagyon hasonlitanak a hipotézisben leirt
eredményekhez. A vad tipust BxPc-3 sejtvonal esetében is hasonl6 koncentracio tartomanyban
dolgoztunk, mint a KRAS mutans PANC-1 és MIA PaCa-2 sejtvonalak vizsgalatanal és hasonld
koncentraciokban torténtek az életképesség-valtozasok is (lasd részletesen 2.6.1.2 fejezet).
Valoszintsithetd, hogy a sejtek kezelés iranti érzékenysége azért egyezik meg ennyire, mivel
azonos eredetli szovetb6l szarmaztak, attol fiiggetleniil, hogy valamelyik KRAS mutéciot
hordozott vagy arra a mutéaciéra nézve vad tipusu volt. Ezen eredménnyel is tdamogathatd a
Kivaltott szinergikus hatas KRAS utvonaltél valé fliggetlensége.

28



Tovabb szélesitve kutatdsi célunkat, elkezdtiink vizsgalni mas szovetbdl szarmazd, KRAS
mutécidra nézve vad tipusu sejtvonalat, hogy erre miképpen fog hatni az aszkorbat és klorokin
kombinalt kezelése. Ehhez MCF-7 vad tipusti emlé adenokarcinoma sejtvonalat hasznaltunk, a
sejtek kezelése utan életképességet mértink.

5.4. Vad tipust MCF-7 emlé adenokarcinoma sejtek kombinalt
kezelése altal indukalt sejthalalfolyamat vizsgalata MTT Assay
hasznalataval

Miutan kimutattuk, hogy a szintén hasnyalmirigybdl izolalt KRAS mutéciora nezve vad tipusu
BxPc-3 sejtekben is megjelent a szinergia, tovabb kutattunk, hogy més eredetii szovetbdl izolalt
vad tipusa rdkos sejtekben is megfigyelhetd lesz-e. Ekkor MCF-7 vad tipusi emld
adenokarcinOma sejtvonallal dolgoztuk. A sejteket kiilonb6z6 koncentracidban kezeltiik
aszkorbattal és klorokinnal, majd 24 6rat inkubaltuk. Ezt kovetéen MTT Assay segitsegével
megmeértik a sejtek életképességét. Eredményeinket a 11. abra tartalmazza, a vizszintes
tengelyen a kiilonb6z6 koncentracidban adagolt aszkorbat talalhato, a fliggdleges tengelyen a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ eletképességet abrazoltuk. A méréseket itt is 96 well
plate-eken végeztik.

Az eredmények alapjan jol lathato, hogy a klorokinnak kis koncentracidéban (25 pM) vald
alkalmazasanal nem volt jelent6s hatas, am nagyobb klorokin koncentracioknal (30 uM-40 puM)
lecsokkent. A Klorokin nélkiili aszkorbat kezelésnél a kontrollhoz képest mindegyik csoport
¢letképességét jelentésen lecsokkentette az aszkorbat (#-tel jeldlve). Szignifikans kilénbségek
figyelhetéek meg tovabba adott koncentraciotartomanyd aszkorbattal kezelt csoportokon bell,
a csoportkontroll (csak aszkorbattal kezelt mintak) és a kombinaltan kezelt mintak kozott (*-
gal jellve).

Asc + CQ kombinalt kezelés
MCF-7 sejteken (KRAS wt)
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11. &bra: MCF-7 KRAS mutdns emld adenokarcinéma sejtek 24 6rés kombinalt kezelés utani relativ életképesség
vizsgalat MTT Assay haszndlataval. A kezeldszerek sejtekre kifejtett hatdsat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitottuk.
Az MCF-7 sejtvonal esetében kisebb klorokin koncentracidval dolgoztunk (25 uM, 30 pM, 40 uM). Kombinalt
kezelés hatasara drasztikusan lecsokkent a sejtek életképessége, ez féleg a nagyobb aszkorbat és nagyobb klorokin
koncentrdacidkndl volt megfigyelhetd (30 uM - 40 uM). A mérés 96 well plate-ten tortént. #-tel jelolve: Amikor csak
aszkorbattal voltak kezelve a sejtek, klorokinnal nem, akkor a kontrollhoz viszonyitott relativ életképesség
szignifikansan lecsokkent az aszkorbat hatdsara. *-gal jeldlve: Szignifikans kiilonbségek figyelhetéek meg adott
koncentraciotartomanyl aszkorbattal kezelt csoportokon beliil, a csoportkontroll (csak aszkorbattal kezelt mintak)
és a kombinaltan kezelt mintak kozott.

Ugyanakkor fontos megjegyezni azt, amely egyébkeént eltérés az imént emlitett MIA PaCa-2 és
PANC1 sejtvonalakhoz képest, hogy az MCF-7 sejtvonal sokkal érzékenyebben reagélt a
kezelésekre, mivel itt mar 40uM-os klorokin koncentracional szinte teljesen lecsdkkent a sejtek
életképessége, mig mas sejtvonalak esetében ez magasabb (125-200uM) koncentracional
kovetkezett be (lasd 2.6.1.2 fejezet). Ez az eltérés azzal magyarézhatd, hogy a vizsgalt
sejtvonalak masféle szovetbol szdrmaztak és az emlOraksejtek érzékenyebbek a
hasnyalmirigyrakos sejteknél.

Kutatasaink soran bebizonyitottuk, hogy a rakos sejtekben az aszkorbat és klorokin kombinalt
kezelésével kivaltott sejthaldl nem a KRAS ttvonaltol fliigg, hanem egy mads, egyeldre
ismeretlen mechanizmus allhat az okozott citotoxicitas hatterében. Kimutattuk, hogy a
kezelések hasonld életképesség-csokkenést tudnak el6idézni vad tipust sejtekben, melynek
koszonhetden az alabbi kezeldszerek kombinalt kezelése egy sokkal szélesebb korli terapias
lehetdséget nyuajt a rakos megbetegedések kezelésére.

5.5. A kezel6szerek hatasmechanizmus-vizsgalata

Az eddigi eredményeink alapjan ugy taldltuk, hogy a kombinalt kezelés altal kivaltott
szinergikus sejthalal nem fugg a KRAS uUtvonaltol, a kezelszerek ugyantgy lecsokkentették a
sejtek életképessegét a vad tipust sejtvonalon, mint a KRAS mutans rakos sejteknél. A
tovabbiakban pedig arra voltunk kivancsiak, hogy az alkalmazott szerek kulén-kilon milyen
hatdsmechanizmussal valtjak ki sejtpusztitd hatasukat. Kisérleteinket a széles korben
alkalmazott MIA PaCa-2 KRAS mutans PDAC modellsejteken végeztiik (Buranasudja és
mtsai. 2019); (Fukui és mtsai. 2015b).

5.5.1. A klorokin hatdsmechanizmusanak vizsgalata

Ahogyan az mar emlitésre kerilt, kutatdcsoportunk a kdzelmultban tanulmanyozta a klorokin
lehetséges hatasmechanizmusat (7. abra), majd a vizsgalat soran bebizonyosodott, hogy a
klorokin valdban képes volt gatolni az autofagiat. Ezt kdvetden, mi ezt az eredményt kivantuk
megerdsiteni egy masik modszer alkalmazasaval: megvizsgéltuk az LC3B autofagia
kulcsfehérjét. Az eredmények azt mutattak (12. abra), hogy az LC3-Il hasitasi forma aranya
megndvekedett a klorokin kezelés hatdsara, ez pedig szintén az autofagia blokkjat igazolja,

30



ugyanis az LC3-I/11 &talakulds, illetve az LC3-1l hasitdsi forma felhalmoz6dasa a gatolt
lizoszoma-autofagoszdéma fuzio elétt jon Iétre, ezért ez a felddsulas a késébbi blokkot igazolja.
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12. dbra: MIA PaCa-2 KRAS mutans PDAC sejtek CQ-val és/vagy Asc-tal valo kezelését kovets 24 ords inkubdlas
utan a sejtekbol fehérjét izolaltunk, majd Western blot technikaval analizaltuk az LC3-1 és LC3-I1 fehérjéket. Az
eredmények azt mutattak, hogy az LC3-I1 hasitasi forma aranya megndvekedett a klorokin kezelés hatasara, ez
pedig szintén az autofagia blokkjat igazolja.

Ezen eredmények alapjan feltételeztik, hogy mas autofagia inhibitor is szinergikus hatast
valthat ki a farmakoldgiai aszkorbattal, hiszen ugy tiint, hogy a Klorokin az autofagia gatlasan
keresztlil idézte el a sejthalalt. Igy a tovabbiakban a DC661 és a Bafilomycin Al autofagiat
gatlo szerek aszkorbattal valé kombinacidjat probaltuk ki (Yang és mtsai. 2011). A DC661 egy
klorokinszarmazék, melyrél kimutattak, hogy ezzel kezelve a rakos sejteket az LC3-11 hasitasi
forma a klorokin alkalmazdsahoz képest mar alacsonyabb koncentracidtartomanyban is
feltin6en felhalmozodott. Tovabbd egyéb modszerekkel is megerdsitették, hogy a DC661
erdsebben képes gatolni az autofagiat a klorokinhoz képest (Rebecca és mtsai. 2019).

Tehat el6szor a MIA PaCa-2 rakos sejteket kombinaltan kezeltiik farmakoldgiai aszkorbattal és
a DC661 autofagia inhibitorral, majd 24 oras inkubalast kovetden megmértiik a sejtek relativ
életképessegét MTT Assay segitségével. Eredmeényeinket a 13. 4bra tartalmazza, a vizszintes
tengelyen a kiilonb6z6é koncentracioban adagolt aszkorbat talalhato, a fiiggdleges tengelyen a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ életképességet abrazoltuk. A méréseket itt is 96 well
plate-eken végeztik. Megfigyelhetd, hogy amikor csak aszkorbattal voltak kezelve a sejtek, és
DC661-gyel nem, akkor a kontrollhoz viszonyitott relativ életképesség szignifikansan
lecsokkent az aszkorbat hatasara (#-el jeldlve). JAl lathatdé, hogy a DC661 10 pM-os
koncentracioban alkalmazva aszkorbat nélkil és azzal egydtt is hasonlo életképesseg-
csokkenést okozott. A DC661 kisebb koncentracidban (1-5 pM) adagolva nem okozott
jelent6sebb életképesség-csokkenést, ahhoz képest, mint ahogy az aszkorbat 6nmagéban valo
alkalmazésanal az megfigyelhet6 volt. Ezek alapjan a két szer nem viselkesedd szinergikusan,
tehat a DC661 nem fokozta az aszkorbét életképesség-csokkentd hatasat.
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13. dbra: MIA PaCa-2 sejteket kombinéaltan kezeltlink aszkorbéttal és DC661 autofagia inhibitorral, majd 24 éras
inkubalas utdn MTT Assay segitségével mertik meg a sejtek életképessegét. A vizszintes tengelyen a kiilonbozo
koncentracioban adagolt aszkorbat talalhato, a fiiggdleges tengelyen a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ
életképességet abrazoltuk. A méréseket itt is 96 well plate-eken végeztik. Eredményeink azt mutatték, hogy ebben
az esetbent nincs szinergikus életképesség-csokkenés. Ugyanakkor megfigyelhets, hogy a DC661 6nmagaban
ugyanolyan meértékii életképesség-csokkenést indukélhat, mint a CQ, de egy nagysagrenddel alacsonyabb
koncentracidban.

Ezt kovetéen tovabbvizsgaltuk, hogy egy masik hatasmechanizmusu jol ismert autofagia-
gatloszer, a Bafilomycin Al (BafAl) az aszkorbattal kombinalva milyen hatast fejt ki a sejtekre.
A BafAl egy antibiotikum, amely szelektiven gatolja a vakuolaris tipusi H*-ATPazt és
megakadalyozza az ezt tartalmazo organellumok elsavasodasat. Feltételezték, hogy mivel a
BafAl megzavarja a savasodast, megakadalyozza a lizoszoma-autofagoszoma faziot, igy nem
tud az autolizoszoma kialakulni. Ennek kdvetkeztében az autofagoszémak felhalmozddnak és
az autofagia fluxusa gatlédik (Keeling és mtsai. 1997).

MIA PaCa-2 rakos sejteket kombialtan kezeltiink aszkorbéttal és BafAl-gyel, majd 24 6ras
inkubalast kovetden megmértiik a sejtek életképességét MTT Assay modszer segitségével.
Eredményeinket a 14. abra tartalmazza. A vizszintes tengelyen a kiilonboz6 koncentracioban
adagolt aszkorbat talalhat6, a fiiggdleges tengelyen a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ
életképesseget abrazoltuk. A méréseket itt is 96 well plate-eken végeztiik. Ahol BafAl-gyel
nem kezeltlk a sejteket, ott az aszkorbat dnmagaban lecsdkkentette az életképességet a
kezeletlen kontrollhoz képest (#-el jeldlve). JOI lathatd, hogy ahol a sejtekhez 100-1000 nM-0s
BafAl-et adagoltunk, ott jelentésen lecsokkentette az ¢letképességet az aszkorbat
mennyiségétol fiiggetleniil. EbbSl arra kovetkeztettiink, hogy ezen kezel6szerek kombinalt
alkalmazasaval sem idéztiink eld szinergikus ¢letképesség-csokkenést.
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14. dbra: MIA PaCa-2 rékos sejteket kombinaltan kezeltiink aszkorbéttal és BafAl-gyel, majd 24 6ras inkubéalast
kovetéen megmeértiik a sejtek életképességet MTT Assay modszer segitségével. A vizszintes tengelyen a kiilonbozo
koncentracioban adagolt aszkorbat taldalhato, a fiiggdleges tengelyen a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ
életképességet abrazoltuk. A méréseket itt is 96 well plate-eken végeztiik. Megfigyelhets, hogy az aszkorbdt és
BafAl kombinalt alkalmazésa nem okozott szinergikus életképesség-csokkenést.

Azt tapasztaltuk tehat, hogy sem a DC661, sem pedig a BafAl nem okozott olyan szinergikus
életképesseg-csokkenést az aszkorbattal, mint a klorokin. Ebbdl pedig arra jutottunk, hogy a
klorokin ugyan gatolja az autofagiat, mégsem azon keresztil fejti ki a citotoxikus hatasat,
hanem valamilyen egyéb, autofagia-fiiggetlen modon. Ezzel kapcsolatban Eng és tarsai (Eng és
mtsai. 2016) is végeztek kutatasokat, amely soran nem tudtdk megerésiteni, hogy a KRAS
mutans sejtek ndvekedése valoban makroautofagiat igényelne, ugyanakkor kimutattak, hogy a
klorokin antiproliferativ hatasa fliggetlen lehet az autofagiara kifejtett szuppressziv hatasaitol.
Eredményeink is megkérdéjelezték az autofagia szerepét a farmakologiai aszkorbat-klorokin
egyuttes kezelés altal kivaltott PDAC sejtek citotoxicitasban. Végul tanulmanyozni kivantuk az
aszkorbat hatdsmechanizmusat, a szakirodalomban mar emlitett tulajdonsagainak ismeretében
(lasd részletesen a 2.4 fejezetben).

5.5.2. A farmakologiai aszkorbat hatdsmechanizmusénak vizsgalata

Elézetes kisérleteink soran arra jutottunk, hogy feltételezéseink ellenére a farmakologiai
aszkorbat nem gatolja a KRAS (tvonalat és a Warburg-effektust. Ezutdn arra voltunk
kivancsiak, hogy vajon szerepet jatszik-e a H2O> a rékellenes hatasban (lasd részletesen 2.4.
fejezet). A rakos sejtekre jellemz6 a megnovekedett ROS-szint, amit a proliferacid, invazio,
migracié serkentésére hasznalnak. Schoenfeld és munkatarsai tanulmanyoztdk a sejtek
antioxidans rendszerét, mivel azt feltételezték, hogy ennek koszonhetd a taléloképességiik a
magas oxidativ stressznek kitett kornyezetben. Néhany tanulmany megndvekedett katalaz
expressziordl szamolt be daganatos sejtekben az azonos eredetii normal sejtekhez képest,
tobben azonban a katalaz szabalyzasanak gatlasat tapasztaltdk magas H2O2-koncentréaciénal,
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ami példaul a farmakoldgiai aszkorbat altali kezelésnél termelddhet. A H20: eltavolitdsanak
sebességét Iényegében a katalaz befolyasolja. Feltételezték, hogy a rakos sejtek képesek az
oxidativ stresszt olyan szintre allitani, ami elégséges a tulélésiikhdz és szaporodasukhoz, de
ahhoz nem, hogy elpusztuljanak. Ezt az egyensulyt zavarhatja meg a farmakoldgiai aszkorbét.
Majd megallapitottak, hogy a farmakologiai aszkorbat altal indukalt sejthalal egyértelmiien a
ROS-képz6 tulajdonsagtol és a HoOo-termeléstdl fligg, hiszen a sejthalal kivédhetd exogén
mddon adagolt katalazzal, vagy a katalaz fokozott expresszidjaval (Schoenfeld és mtsai. 2017).

A MIA PaCa-2 huméan PDAC sejtvonalat aszkorbéttal kezeltlink, majd egy enzimes, illetve nem
enzimes antioxidanst adtunk hozza. Ezzel azt tanulmanyoztuk, hogy a kiilonb6z6 antioxidansok
milyen hatassal vannak az aszkorbat altal kivaltott sejthalalra. Az egyik antioxidans a katalaz
volt, mely az egyik legfontosabb antioxidans enzim, szinte minden aerob szervezetben
megtaldlhaté. A kataldz két hidrogén-peroxid molekulat bont le egy oxigén és két viz
molekulava egy kétlépéses reakcio soran (Nandi és mtsai. 2019). A masik vegyiilet az N-acetil-
cisztein (NAC), amely a GSH endogén prekurzora és az egyik legszélesebb kdrben hasznalt
antioxidans, amit alkalmaznak klinikai vizsgalatokban, illetve allati és sejttenyésztési
kisérleteknel is (Ezerina és mtsai. 2018). Eredményeinket a 15. abra tartalmazza, a vizszintes
tengelyen a kiilonb6z6 koncentracidban adagolt aszkorbat talalhato, a fliggdleges tengelyen a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ életképességet abrazoltuk. Megfigyelheté, hogy
minél nagyobb koncentracidban adagoltuk az aszkorbatot, ott a sejtek életképessege egyre
inkabb lecsokkent. Am, ha katalazt, illetve NAC-t adtunk a sejtekhez, akkor ezen antioxidansok
teljes mértékben felfuggesztették az aszkorbat altal kivaltott sejthalalt.
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15. dbra: Aszkorbat hatdsmechanizmusanak vizsgalata MTT Assay modszerrel. MIA PaCa-2 sejteket kezeltlink
aszkorbattal, majd kiilonbozd antioxidansokat adagoltunk hozzajuk. Eredményeink azt mutattak, hogy 6nmagaban
alkalmazva az aszkorbatot a sejtek életképessége jelentdsen lecsokkent, am antioxiddanst adagolva hozza, a katalaz
és az NAC is felfliggesztette az aszkorbat altal kivaltott sejthalalt.

Ezen eredményiinkkel bebizonyitottuk, hogy a farmakoldgiai aszkorbat altal indukalt sejthalal
MIA PaCa-2 sejtekben is valéban a ROS-képz6 tulajdonsagtol és a H2O2-termeléstol fligg,
mivel a sejthalalt fel tudtuk fliggeszteni a katalaz, illetve az NAC alkalmazésaval.
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6. Osszefoglalas

Kutatdcsoportunk a kdzelmultban a szakirodalomban méar emlitett kisérletes adatok alapjan egy
matematikai modellt allitott fel a KRAS muténs rakos sejtek metabolizmusét szabalyoz6
halozat mikodésérdl, a szabalyozas fobb elemeinek mitkodésérdl (Kapuy és mtsai. 2021). Ezen
modell pedig lehet6séget Kindl arra, hogy sejtek metabolizmus-szabéalyozasanak leirdsan tul
tovabbi terépids stratégidkat tarhassunk fel e stlyos prognozist okozé KRAS mutaciét hordozd
rakos sejtekkel szemben. Feltételezték, hogy a farmakoldgiai aszkorbat és klorokin kombinalt
kezelésével blokkolodik a KRAS és mTOR utvonal is, ezaltal pedig csokkenni fog a GLUT1
expresszid, mig a KRAS muténs rakos sejtek szamara nélkilozhetetlen autofagia gatlodik, mely
kdvetkeztében a rakos sejtek elpusztulnak. Kutatécsoportunkban korabban Bogardi Leticia
diplomamunkaja keretében tanulmanyozta az aszkorbét és klorokin egyuttes hatasat KRAS
muténs rakos sejtekben, mely soran bebizonyosodott, hogy a kezel6szerek szinergikusan
lecsokkentik a sejtek életképességét (Bogardi 2022).

Dolgozatom célja az volt, hogy ezt a matematikai modellt in vitro Kisérletes modszerekkel
tovabb vizsgaljam. Vizsgalataink soran arra a kérdesre kerestiik a valaszt, hogy a kombinalt
terapia hatasossadga valéban a KRAS utvonaltdl figg-e. Valos ideji PCR alkalmazasaval
tanulmanyoztuk a GLUTT1 transzporter mRNS szint{i expresszidjanak valtozasat, hogy a KRAS
mutans PANC-1 és MIA PaCa-2 hasnyalmirigyrakos sejtekben a kombinalt kezelés hatasara a
GLUTL1 expresszio valoban mérséklédik-e, mint ahogy azt eldzetes kisérletek alapjan vartuk
(Aguilera és mtsai. 2016). Véarakozésaink ellenere nem tortént valtozas a GLUT1
expressziojaban, a kezeletlen kontrollhoz hasonlo eredményt kaptunk. Az okozhatta az eltérést
Aguilera és munkatarsai eredményeihez képest, hogy 6k vastagbélrakos sejteken dolgoztak, mi
pedig hasnyalmirigyrakos sejteken. Aguilera és munkatarsai azt talaltak, hogy KRAS mutaciot
hordozo vastagbélrakos sejtekben a MEK/ERK foszforilalt (aktivalt) alakjanak mennyisege
nétt az aszkorbat hatasara, mi pedig ennek segitségével szandékoztuk tanulmanyozni, hogy a
mar elézéekben emlitett szinergia valoban a KRAS utvonaltol fiigg-e. Ezért a MIA PaCa-2
sejtvonalon Western blot technikaval vizsgaltuk a MEK/ERK total és foszforilalt (aktivalt)
formék ardnyainak valtozasat a kombinalt kezelés hatdsara. Ha valoban a KRAS dtvonal
aktivaciojatdl fliggott volna a szinergia, a MEK/ERK foszforilalt forma aranyanak nénie kellett
volna, ennek ellenére nem volt megfigyelhetd valtozas. Bar Aguilera és munkatarsai
eredményeitdl valo eltérést okozhatta az, hogy masmilyen eredetli rdkos szovetekkel torténtek
a kiseérletek, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a MIA PACa-2 sejtekben nem a KRAS
utvonaltol figg a kezelészerek kombinalt alkalmazésa altal kivaltott sejthalal, hanem maés
mechanizmus allhat az okozott citotoxicitds mogott. Ennek tudataban, szélesitve a kutatasi
célunkat, elkezdtiink KRAS mutaciora nézve vad tipust sejtvonalakon dolgozni, hogy az
elébbiekben mar kimutatott szinergia is itt megjelenik-e. Az elézetes tapasztalatok azt mutattak,
hogy volt kiilonbség a hasonldé mutacioval rendelkez0, de eltéré szovetbdl izolalt rakos sejtek
viselkedésében. Ezt figyelembe véve vizsgalatainkat egy vad tipust, a BxPc-3 PDAC
sejtvonallal kezdtiik, hogy ha mar mutéci6 terén eltérnek, de ugyanolyan tipustu szdvetbdl
szarmazzanak. Majd ezt kovetben mas szOveti eredetii, szintén vad tipusu MCF-7 emld
adenokarcindbma sejtvonallal kisérleteztiink. A két vad tipusu sejt esetén hasonlé eredményeket
kaptunk. A vizsgalatok soran a sejteket aszkorbattal és klorokinnal kiilonbdz6
koncentraciokban kombinaltan kezeltlik, 24 6ran at inkubaltuk, majd MTT Assay hasznalataval
megmeértik a sejtek életképesseégét. Az életképesség mérés eredményei a vad tipusi BxPc-3
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PDAC és MCF-7 eml6é adenokarcinoma esetében is azt mutattak, hogy énmagaban alkalmazva
az aszkorbatot, képes volt egyeddl is lecsokkenteni a sejtek életképességét. Kombinalt kezelés
soran a kezeldszerek szinergikusan lecsokkentették a sejtek életképességét. Vad tipusu BxPc-3
sejtvonal esetében hasonld koncentraciotartomanyban dolgoztunk, mint a KRAS muténs
PANC1 és MIA PaCa-2 sejtvonalak vizsgélatanal és hasonld koncentraciokban torténtek az
életképesség-valtozasok is. Valdsziniisithetd, hogy a sejtek érzékenysége a kezelésre azért
egyezik meg ennyire, mivel azonos szovetbdl szarmaztak, attol fliggetleniil, hogy valamelyik
KRAS mutécidt hordozott vagy arra a mutaciora nézve vad tipust volt. Ezzel az eredménnyel
is timogathatd a kivaltott szinergikus hatds KRAS utvonaltdl valé fiiggetlensége. Ehhez képest
az MCF-7 sejtvonal sokkal érzékenyebben reagalt a kezelésekre, mivel itt mar 40 puM-os
klorokin koncentracional szinte teljesen lecsdkkent a sejtek életképessége, mig mas sejtvonalak
esetében ez magasabb (125 uM - 200 uM) koncentracional kbvetkezett be. Ez az eltérés azzal
magyarazhato, hogy a vizsgalt sejtvonalak masféle szovetbdl szarmaztak és az emléraksejtek
érzékenyebbek a hasnyalmirigyrakos sejteknél.

Tovabba tanulmanyoztuk a két kezeldszer hatasmechanizmusat, hogy megtudjuk, kilon-kilon
hogyan fejtik ki sejtold hatasukat. Eldzetes hatasmechanizmus-vizsgalatok soran
kutatécsoportunk bebizonyitotta a klorokin autofagiagatlo kepességét a lizoszoméak festésével,
mi pedig az LC3 kulcsfehérjét vizsgaltuk, mely soran az LC3-11 hasitasi forma felhalmozddott,
igy ezzel is beigazolodott autofagia inhibitor szerepe. Ezt kdvetden azt kivantuk megvizsgalni,
hogy més autofagia gatlo szerekkel (DC661 és BafAl) kombinalva az aszkorbatot, hasonlo
szinergikus sejtéletképesség-csokkenést tapasztalunk-e, mint a klorokin es aszkorbat kezelés
esetén. Azonban eredményeink azt mutattak, hogy bar a két autofagia inhibitor képes volt
lecsokkenteni a sejtek életképességét, nem volt megfigyelhetd szinergia az aszkorbattal. Ebbol
pedig arra jutottunk, hogy a klorokin ugyan gatolja az autofagiat, mégsem azon keresztul fejti
Ki a citotoxikus hatasat, hanem valamilyen egyéb, autofagia-flggetlen médon. Végil pedig az
aszkorbat hatasmechanizmusat vizsgaltuk: kiilonb6z6 antioxidansokat (katalaz, NAC) adtunk
az aszkorbattal kezelt sejtekhez. Azt tapasztaltuk, hogy ezen antioxidansok jelentGsen
felfliggesztettek az aszkorbat altal kivaltott sejthalalt, amellyel alatdmasztottuk azt a
szakirodalombol mar ismert tényt, hogy a farmakologiai aszkorbat altal indukalt sejthalal MIA
PACa-2 sejtekben is valoban a ROS-képz6 tulajdonsagtol és a HoO-termeléstdl fligg.

Kutatasaink soran bebizonyitottuk, hogy a kombinalt kezelés nem a GLUT1 expressziojanak
valtozasan keresztiil valtja ki a szinergikus citotoxicitast. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a
KRAS utvonal aktivitdsatél sem fligg a kezeldszerek kombinalt kezelésével kivaltott
szinergikus sejthalal, hanem egy mas, egyelore ismeretlen mechanizmus allhat az okozott
citotoxicitas hatterében. Igazoltuk, hogy a klorokin valéban gatolja az autofagiat, de ugy tlinik,
hogy MIA PaCa-2 sejtekben cititoxicitdsat valamilyen egyeb, autofagia-fuggetlen
mechanizmuson keresztill fejti ki. Tovabba bebizonyitottuk, hogy a farmakologiai aszkorbat
MIA PaCa-2 sejtekben is a H202 termelodését keresztiil éri el sejtolo hatasat. Bar
hipotéziseinkkel ellenkezé eredményeket kaptunk, de ennek kdszonhetéen kimutattuk, hogy a
kezelések hasonld életképesség-csokkenést tudnak eléidézni vad tipusi KRAS-t hordozd
sejtekben, igy az Asc és CQ kombinalt kezelése egy sokkal szélesebb kori terapias lehetdséget
nyujt a rakos megbetegedések kezelésére.
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