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Bevezetés

Vilagszerte évente tobb mint 1 000 000 Gj emldrakos beteget
diagnosztizalnak és 370 000-en halnak meg kovetkeztében. Hazdnkban
ndk esetében az emldrak a leggyakoribb daganat, évente tobb mint 2300
halalesetet okoz. Az emelkedé gyakorisag ellenére a betegségre
specifikus haldlozéas a legtobb fejlett orszagban csokkent, a javulas a
szisztémas kezelés fejlodésének és az emlorak szlirésnek koszonhetd. A
legfontosabb rizikdtényezOk a kor, a nem, a sziilési anamnézis,
hormonalis faktorok és a csaladi korel6zmény. Csaladi halmozodas is
el6fordulhat emlérakos betegek korében, a betegek koriilbeliil 10%-a
hordoz csirasejtes mutaciot. Kezelésében a sebészeti ellatas,

radioterapia, kemoterapia, endokrin és célzott terapia is szerepet kap.

Az emlérak kezelése soran alkalmazott kemoterapiaval
szembeni rezisztencia egy komplex multifaktorialis probléma, melyben
szamos tényezd egyidejiileg szerepet jatszhat, melyek a kezelés
sikertelenségéhez vezetnek. Az emldrak kemoterapias kezelésében a

doxorubicin és a paklitaxel kdzponti szerepet jatszik.

A doxorubicin elsédleges hatdsmechanizmusa a DNS-sel valo
interkalacid. A DNS-hez ko6tddott doxorubicin a topoizomeraz 11 enzim
mitkddését gatolja, hatasara képtelen lesz a DNS torések egyesitésére.
Doxorubicin rezisztenciat okozhat a P-glikoprotein, az LRP (lung

resistance protein) fokozott aktivitisa, a proteaszoma alegységek és az



antioxiddns enzimek megvaltozott kifejezddése, a megvaltozott
apoptotikus valaszreakcid €s a megvaltozott topoizomeraz aktivitas.

A paklitaxel a  mikrotubulusok  stabilizdldsa  révén
Rezisztenciat okozhat vele szemben az ABC-transzporterek (pl.:
MDRI1), a tubulin izoformak és a mikrotubulus asszocialt proteinek

kifejezddésének valtozasa, és a tubulin gén mutacidja.

Egy adott daganatellenes szer hatékonysagat, illetve az
elsddleges ¢és a masodlagos rezisztencia jelenlétét, kialakuldsat
hatékonyan lehet in vitro (sejtkulturas) modellek segitségével vizsgalni.
Voskoglou-Nomikos és munkatarsai bebizonyitottak, hogy az in vitro
¢s xenograft vizsgalatokat megfelelden végezve az eredmények
alkalmasak a fazis II vizsgalatok eredményének eldrejelzésére.

Human daganatok esetében daganaton beliili heterogenitas
figyelhetd meg génexpresszid, sejtmorfologia, anyagcsere, motilitas,
proliferativ, érképzd, immunogén ¢€s attétképzo képesség tekintetében.
A daganat novekedésekor a sejtek osztodasa soran torvényszerlien
keletkeznek genetikai  hibak, illetve az egyes daganatokban
megfigyelhetd genetikai instabilitas is hozzdjarul a daganatok genetikai
heterogenitdsahoz. A heterogén sejtpopuladcié a kezelés soran,
szelekcion megy keresztiil, mely soran kiszelektalédnak a rezisztens
sejtpopulaciok. Mivel tobb mechanizmussal is 1étrejohet a rezisztencia,

a kiilonb6z6 rezisztencia-mechanizmusokkal jellemezhetd
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sejtpopulaciok szama fogja meghatarozni a rezisztenciaért felelds
eltérések szamat az adott daganatban.

Vizsgalatom sordn a  kemoterdpia  rezisztencia
kialakulasat modelleztem olyan moddon, hogy a kordbbiaknal tobb
rezisztens sejtvonalat hoztam 1étre, melyek azonos eredetliek.
Feltételezésem szerint tobb sejtvonalon azonosithatok a Iényeges
rezisztencia-mechanizmusok, ezaltal azonosithaté lehet egy klinikailag

lényeges rezisztencia mintazat.

Célkitiizések

Vizsgalataim sordn arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy tobb
rezisztens sejtvonal létrehozasa egy sejtvonalbdl egy daganatellenes
szerrel szemben megfelelobb modell-e a szerzett rezisztencia
modellezésére, mint egy rezisztens ¢és az eredeti sejtvonal
Osszehasonlitdsa. Ennek a modellnek a segitségével a multidrog
rezisztencia jelenségét is vizsgaltam. A kovetkezd kérdéseket akartam

megvalaszolni:

1 Tobb, egy sejtvonalbdl szarmazd rezisztens sejtvonal
vizsgalataval ~ lehetséges-e ~ tobb  doxorubicinnal  és
paklitaxellel szembeni szerzett rezisztenciaban szerepet

jatszo rezisztencia-mechanizmus azonositasa?
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2 Tobb, egy sejtvonalbol 1étrehozott rezisztens sejtvonal esetén a
rezisztencia az egyes rezisztens sejtvonalakban azonos
moédon alakul ki doxorubicin vagy paklitaxel kezelés
hatasara?

3 Egy kemoterapias szerrel torténd hossza tava kezelés soran

kialakul-e multidrog rezisztencia?

Modszerek

Sejtvonalak, gyogyszeres kezelés, sejtszam és sejtproliferacio
meghatarozasa

Vizsgalatom soran két human emldrak sejtvonalat, az MCF-7-et
¢s az MDA-MB-231-et hasznaltam. A sejtvonalakat két gyogyszerrel,
doxorubicinnal (EBEWE Pharma, Unterach, Ausztria) és paklitaxellel
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag, katalogusszam: T7402)

kezeltem.

A sejtvonalak 1Csy értékét MTT sejtproliferacios assay
segitségével hataroztam meg. A koncentraciésor a klinikai dézis
0,0001-szeresétdol az 1000-szereséig terjedt. A klinikai dozis
doxorubicin esetén 0,02 pg/ml, paklitaxel esetén 0,1 pg/ml volt. A
sejtek 24 ora alatt letapadtak, majd 72 Oras gyogyszeres kezelés

kovetden 10 pul MTT festéket pipettaztam a sejtekre, majd 4 6ra mulva
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100 ul szolubilizalo oldatot adtam hozzajuk. A keletkezé formazan
termék  mennyiségét 24  oraval  késébb  Multiscan  FC
spektrofotométerrel mértem le 595 nm-es (formazan elnyelési
maximuma) és 690 nm-es (hattér) hullamhosszon. Minden koncentracio
esetén haromszoros ismétléssel végeztem a méréseket. A tovabbi
szamitasokat a harom mérés atlagaval végeztem. Adott sejtvonal
koncentracidértékeihez  tartozé  abszorbancia  értékekre  gorbét
illesztettem, és meghataroztam az 1Cs értéket GraphPad Prism szoftver
segitségével. A rezisztens sejtvonalak kereszt-rezisztenciajat is
meghataroztam doxorubicin, paklitaxel, 5-fluorouracil és ciszplatin
kezelés esetén. 5-fluorouracil esetén a klinikai koncentracio (1x es

kezelési koncentracid) 64,65 pg/ml ciszplatin esetében 14,3 pg/ml volt.

Rezisztens sejtvonalak kialakitasa

Sejtvonalanként és  gyogyszerenként tiz  szubpopuléciot
kiilonitettem el. A sejtvonalakat doxorubicinnal vagy paklitaxellel
kezeltem, a gyogyszer fokozatosan emelkedd dozisaival. A konfluenciat
hetente tobbszor becsiiltem meg. Ha a konfluencia 50% alatti volt egy
hetes kezelést kovetden, a kezelést felfliggesztettem: ha a 50% és 70%
kozott volt, a kezelést folytattam médiumcsere utan; 70 % feletti
konfluencia esetén a sejtek egy részét fagyasztottam, a kezelést

crer

3 hétig megfelelden ndtt (nem kellett a kezelést felfiiggeszteni), akkor a



kezelés dozisat emeltem. A koncentracidemelések elétt MTT
sejtproliferacids vizsgalatot végeztem a kezelt sejtek érzékenységének
meghatarozasara. A kezelés idOtartama alatt a gydgyszerek olddszerével
kezelt sejtvonalat is fenntartottam, melyeket kontrollként hasznaltam

vizsgalataimhoz.

Nukleinsav izolalas

A mintak homogenizalasa Qiashredder segitségével, az RNS
izolalas Qiagen RNEasy Mini kittel tortént a felhasznaléi Gtmutatd
alapjan. Az RNS mennyiségét és mindségét Nanodrop 1000
segitségével hatdroztam meg, ezt kdvetéen -86 °C-on taroltam a

mintakat.

RT-PCR

TagMan valos idejii polimeraz lancreakciot hasznaltunk a
kivalasztott gének mRNS expresszidjanak meghatarozasahoz. Micro
Fluidic Card (Applied Biosystems) rendszert hasznaltunk a 31 minta
(29 rezisztens sejtvonal, és a két kontroll sejtvonal) leméréséhez. A
méréseket ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection rendszerrel
végeztiik, a felhasznaloi utmutatonak megfeleléen. A géneket irodalmi
adatok alapjan valasztottam ki. Olyan gének keriiltek be a listaba,
melyekrél korabban leirtdk, hogy doxorubicin vagy paklitaxel

rezisztenciaval Osszefiigghet az expresszid-valtozasuk. Ezeken kiviil a



hormonreceptorok ¢€s progndzissal 0Osszefliggd gének expressziojat

vizsgaltuk meg.

Citogenetika

A kontroll és a kezelt MDA-MB-231 sejtvonalakat 3-5 napig
tenyésztettem. A ~80%-os konfluencia elérésekor kolcemiddel
inkubdltam 24 oran at. A sejtek 1x tripszin-EDTA-val torténd
levalasztasa utan a kromoszémapreparalds standard technika szerint
zajlott. Kromoszoma vizsgalatot metafazisban levé G-savozott,
tripszinizalt és Wright Giemsa festékkel festett sejteken végeztik. A
mintakat Cytovision 3.6 és Mac Ktype 5.6 (Scientific Systems, UK)
kariotipus elemzé szoftver segitségével értékeltik. A  Shannon
diverzitasi index segitségével az eltérd citogenetikai tulajdonsagokkal
jellemezhetd sejtpopuldciok szadmat és gyakorisagat felhasznalva
meghataroztam az egyes rezisztens MDA-MB-231 sejtvonalak

genetikai instabilitasat.
Aramlasi citometria

A sejtek P-glikoprotein (Pgp) aktivitasat a Pgp szubsztrat
rhodamin 123 segitségével vizsgaltam. 5 x 10° sejtet pipettaztam
hatlyukt lemezek mélyedéseibe, majd a sejtek 24 ora alatt letapadtak.
Ezt kovetéen rhodamin 123-at adtam a sejtekhez ¢és 30 percig

inkubaltam a sejteket, majd hideg PBS pufferrel torténé mosast
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kovetden dramlasi citométerrel mértem az egyes sejtek rhodamin

Intenzitasat.

Eredmények

Sejtvonal fejlesztés

ey

soran 29 rezisztens sejtvonal alakult ki (10 doxorubicin és 4 paklitaxel
rezisztens MCF-7, 6 doxorubicin és 9 paklitaxel rezisztens MDA-MB-
231 sejtvonal).

Béar egyes sejtvonalak esetén nagyfoku kereszt-rezisztenciat
mutattam ki, nem taladltam szignifikans Osszefiiggést a relativ
rezisztencia szint és az ICsy értékek kozott. A legkisebb mértékii
keresztrezisztencia ciszplatinnal szemben alakult ki. Négy sejtvonal

esetén nagyfoku rezisztenciat mutattam ki 5-fluorouracillal szemben.

RT-PCR

A doxorubicin rezisztens sejtvonalakban a TOP2A gén és két
tubulin izoforma expresszidja mutatott Osszefiiggést a sejtvonalak 1Csg
értékeivel. A paklitaxel rezisztens sejtvonalakban a MVP, négy tubulin

izoforma és a mikrotubulus-asszociat protein 4 gén expresszioja fliggott



Ossze a rezisztenciaval. Az ABCB1 gén p értéke 0,03 és 0,07 volt a
doxorubicin és paklitaxel rezisztens sejtvonalakban. Osszefoglalva: a
doxorubicin rezisztens sejtvonalak esetén egy, mig a paklitaxel
rezisztens sejtvonalak esetén 6 rezisztencidhoz tarsuld gént sikeriilt

azonositani ennek a modellnek a segitségével.

Citogenetika

Citogenetikai vizsgalatot végeztiink az eredeti és a rezisztens
MDA-MB-231 sejtvonalakon. A rezisztens sejtvonalakban szamos
citogenetikai valtozas kdovetkezett be, a rezisztens sejtvonalaknak 60-
110 kromoszomajuk volt. Az atlagos ploiditds és a kromoszomalis
aberraciok szama hasonld6 mértékli volt a rezisztens és az eredeti
sejtvonalakban két tetraploid sejtvonal kivételével. A legnagyobb
mértéka variabilitds a 3-as, 7-es, 17-es, 20-as és 21-es kromoszoéman
volt megfigyelhetd, mig az X, a 10-es, a 13-as és a 16-o0s kromoszémak
bizonyultak a legstabilabbnak. Leggyakrabban a 15-6s, 18-as és 21-es
kromoszoman tapasztaltam allomanynyerést, a leggyakoribb elvesztett
szakasz a 9p21 és a 1821 volt. Két sejtvonal, a doxorubicin rezisztens
MDA-MB-231-R5 és a paklitaxel rezisztens MDA-MB-231-R11 kozel
tetraploid kromoszomakészlettel rendelkezett. A f6 kiilonbség a
rezisztens €s az eredeti sejtvonalak kozott az 0j tipusu strukturalis

atrendezOdések nagyobb szama volt.



A Shannon diverzitasi index segitségével az eltérd citogenetikai
tulajdonsagokkal jellemezhetd sejtpopulaciok szaméat és gyakorisagat
felhasznalva meghataroztam az egyes rezisztens MDA-MB-231
sejtvonalak genetikai instabilitasat. Az eredeti sejtvonal Shannon indexe
2,05 volt, az atlag 2,03 volt. Kromoszémalis instabilitas 4 sejtvonalban
volt megfigyelhetd. A kromoszomalis instabilitdssal jellemezhetd
sejtvonalak esetén nagyobb mértéki kereszt-rezisztencia volt
megfigyelheté paklitaxel kezelés, ciszplatin kezelés, illetve 5-
fluorouracil kezelés esetén, azonban ezek a kiillonbségek nem

bizonyultak szignifikansnak Mann-Whitney teszt alkalmazasa esetén.

Aramlasi citometria

A sejtvonalak P-glikoprotein funkciojat a Pgp szubsztrat
rhodamin 123 akkumulacié aramlasi citometriai  vizsgalataval
hataroztam meg. A paklitaxel kezelt MCF-7-R20 sejtvonal mutatta a
legnagyobb mértékii kereszt-rezisztenciat doxorubicinnal szemben. A
paklitaxel kezelt MDA-MB-231-R19 sejtvonal mutatta a legnagyobb
mértékll rezisztenciat paklitaxellel szemben, ugyanakkor nagyfoku
rhodamin 123 effluxot is tapasztaltam ennél a két sejtvonalnal. Két
paklitaxel  rezisztens sejtvonal (MCF-6-R5 ¢és  MCEF-7-R7)
doxorubicinnal és ciszplatinnal szemben is rezisztensnek bizonyult. Bar
nem volt megfigyelhetd Osszefiiggés a rhodamin 123 efflux és a

rezisztencia kozott, az aramlasi citometriai mérések eredményei arra
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utalnak, hogy egyes sejtvonalakban nagy szerepe lehet a rezisztencia
kialakulasdban a Pgp funkcidé megvaltozadsanak, mig masokban

egyaltalan nem jatszik szerepet a rezisztencia létrejottében.

Kovetkeztetések

Célom a szerzett rezisztencia vizsgalata volt egy ujszera
sejtkultara alaptt modell segitségével. Korabbi irodalmi adatok alapjan
feltételeztem, hogy tobb azonos eredetli, rezisztens sejtvonal
vizsgalataval hatékonyabban lehet klinikailag igazolt rezisztencia-

mechanizmusokat azonositani.

Az eredményeim alapjan levonhat6 kovetkeztetések:

1. Tobb, egy sejtvonalbél szirmazé rezisztens sejtvonal
vizsgalataval lehetséges tobb klinikailag igazolt rezisztencia-
mechanizmus azonositasa. Ezen talmenden, a paklitaxel
rezisztens sejtvonalak esetén tobb kordbban leirt rezisztencia-
mechanizmust sikeriilt azonositani ezzel az in vitro modellel, mig
korabbi  kozlemények  rendszerint egy-egy rezisztencia-

mechanizmust irtak le.
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2. A multidrog rezisztencia Kkialakulasa egy daganatellenes
szerrel torténé kezelés esetén ritka. Minddssze két sejtvonalban
alakult ki legalabb kétszeres rezisztencia hdrom szerrel szemben.
Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szelekcids hatas
eredménye révén az egy szerrel szembeni kereszt-rezisztencia
gyakori, azonban a valdédi multidrog rezisztens fenotipus

kialakulasa joval ritkabb.

3. A rezisztencia nagyfoku heterogenitast mutat. Az aramlési
citometriai mérések alapjan egyes rezisztens sejtvonalak esetén
transzportpumpa aktivitas-novekedés kovetkezett be, mig mas
rezisztens sejtvonalak esetén az eredeti sejtvonallal megegyez6
aktivitast mutattam ki. A TagMan mérések hasonlé eredményeket

mutattak ki mas rezisztencia-mechanizmusok esetén is.
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