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Tartalmi 6sszefoglalo

A kemoterapia és a sugarkezelés napjainkban a legelterjedtebben hasznalt kezelési mdédok
a tumoros megbetegedések terapiaja soran. A kemoterapia folyaman hasznélt tumorellenes
anyagok kozott vannak genotoxikus, sejtosztodast gatld és antimetabolit hatasi agensek, de
napjainkban el6térbe kertiltek a célzott terdpiara alkalmas szerek és az antitest alapt kezelések
is. A sugarterapia soran ionizal6 sugarzast hasznalnak, melyre a legérzékenyebbek a sejtek
membran struktirai és az orokitdanyag. Az ionizald sugarzas a tumorok mellett karosithatja a
tumorok kdrnyezetében 1évo egészséges szoveteket, szerveket is, mely hatas csokkenthetd lehet
radioszenzitizald szerek haszndlataval, igy mérsékelve a sugarkezelés mellékhatasait és

novelve a terapia hatékonysagat.

A fém nanorészecskék a méretiikb6l addddan megnovekedett fajlagos feliilettel
rendelkeznek, ami miatt a tombfazisu anyagokhoz képest eltérd fizikai, kémiai és biologiai
aktivitdsuk van. Az eziist és arany nanorészecskék a legelterjedtebben alkalmazott
nanoanyagok. Az eziist nanorészecskék (AgNP) mikrobaellenes aktivitdsat napjainkban is
szamos helyen kihasznaljak, mig az arany nanorészecskék (AuNP) biologiailag inertnek
bizonyultak, mely tulajdonsdguk miatt ezen részecskéket a hatdanyag szallitas teriiletén
igyekszenek hasznositani. Az elmult évtizedben ezeknek a nanorészecskéknek a tumorellenes
hatasait és felhaszndldsi lehetdségeit szamos kutatdcsoport vizsgalta. Az AgNP 6nmagédban
képes oxidativ stresszt és apoptozist kivaltani a feliiletérdl felszabaduld eziist ionokon
keresztiil, mely tulajdonsaguk nagyon eldnyos lehet a tumorsejtek elpusztitasakor. A nagy
rendszamu fémek, mint az arany viszont potencialis radioszenzitizal6 anyagok, mivel képesek
az ionizald sugarzas hatasat fizikai Gton felerdsiteni, melyért az Auger és a Compton effektusok

feleldsek. Az AuNP ezen tulajdonsaga is kiakndzhat6 az onkoterapia soran.

A hiszton-deacetilaz enzimek (HDAC) gatloszereinek tumorellenes hatasat tobb
vérképz6é rendszeri €s szolid tumor esetén is bizonyitottdk, koztilk a szuberoil-anilid-
hidroxamsavat (SAHA) mar a klinikumban is alkalmazzak tumorellenes szerként. Ezek a
vegyliletek képesek a fehérjék acetilaciojanak befolydsolasan keresztiil serkenteni a sejtek
aktivalasan keresztiil. A hisztonok acetilaciojanak ndvelésén at nyitottabb kromatin szerkezetet

alakitanak ki, mellyel a DNS sebezhetdségét is ndvelik. Ezen tulajdonsaguk miatt genotoxikus



kombindcios partnerekkel, illetve sugarterapidban, mas radioszenzitizdlo szerekkel

kombinacioban, megnovelhetik a terapia specifitasat és hatékonysagat.

tumorellenes hatasait vizsgaltuk in vitro sejtkulturakon, mégpedig az AgNP és Trichostatin A
(TSA) kombinaci6 citotoxikus, valamint az AuNP és SAHA egyiittes radioszenzitizald
képességének meghatirozasaval. Az AgNP és TSA szinergista modon képesek csokkenteni a
alkalmazva szignifikansan megemelik a reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét, a DNS
kettds szalu torések szdmat, és az apoptotizalo sejtek aranyat a kezeletlen és az AgNP-, vagy

TSA-kezelt rakos sejtekben tapasztaltakhoz képest.

Az AuNP ¢és SAHA radioszenzitizald képességét 2D és 3D tumoros sejtkulturdkon
vizsgaltuk. Az AuNP és SAHA szinergista modon csokkentik a tumoros sejtek viabilitasat
ionizald sugarzas hatasara. A két szert kombinacioban alkalmazva szignifikansan csokken a
tumoros sejtek koloniaformdld képessége irradiaciot kovetden, illetve szignifikansan né az
1onizald sugarzas DNS karosito hatdsa mind 2D, mind 3D sejtkultirdban a kezeletlen és a csak

AuNP-, vagy csak SAHA-kezelt mintakhoz viszonyitva.

Mindkét kombinacio alkalmazdsakor a HDAC inhibitor altal kialakitott nyitottabb
kromatin szerkezet a sejtek 6rokitd anyagat hozzaférhetobbé teszi az azt karositd agensek
szamara. Elsdsorban az AgNP altal indukalt oxidativ stressz szamara, masrészt az AuNP
segitségével felerdsitett, az ionizald sugarzas altal okozott DNS karositd hatasok szdmara,
melyek a kombinacids kezelések soran fokozoddtak. Kisérleteinkben az AgNP és TSA
szinergista tumorellenes hatasat, illetve az AuNP és SAHA szinergista radioszenzitizald

aktivitasat mutattuk ki.
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Roviditések jegyzéke

Ac-Lys
AgNP
Akt
ANOVA
APL
AP1
ATM
ATP
ATR
AuNP
Bax
Bcl-2
Bcel-x
bFGF
BRCA1/2
BSA
CAF
CAT

CBP

CI

c-Jun

CTCL

DCFDA

Acetilalt lizin

Eziist nanorészecske

Szerin-treonin kindz AKT vagy protein kinaz B

Variancia analizis (analysis of variance)

Akut promielocitas leukémia

Aktivator protein 1, c-Jun és c-Fos fehérjék komplexe
Szerin-treonin protein kindz fehérje (ataxia telangiectasia mutated)
Adenozin-trifoszfat

ATM ¢és Rad3 proteinekbdl allo fehérje komplex (ATM-Rad3-related)
Arany nanorészecske

Pro-apoptotikus fehérje, Bcl-2-asszocialt-x fehérje
Anti-apoptotikus fehérje (B-cell lymphoma 2)

Apoptozis regulator fehérje

Alap fibroblaszt novekedési faktor (basic fibroblast growth factor)
Tumorszupresszor (Breast cancer gene 1/2)

Borju szérum albumin

Tumor-asszocidlt fibroblaszt (Cancer-associated fibroblast)
Katalaz (catalase)

Hiszton acetiltranszferaz CBP (CREB (cAMP response element-binding
protein)-binding protein)

Kombinacids index (Combinational index)

Proto-onkogén transzkripcios faktor, az AP-1 komplexet formalja a c-Fos
fehérjével

Cutan T-sejtes limfoma (cutaneous T-cell lymphoma)

2-7-dikloro-fluoreszcein-diacetat



DLS Dinamikus fényszoras (Dynamic Light Scattering)

DMEM Dulbecco-féle Modositott Médium (Dulbecco’s modified Eagle
Medium)

DMSO Dimetil-szulfoxid

DNS Dezoxiribonukleinsav

DNS-PK DNS protein kinaz

DTT Ditiotreitol (1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol)

ECL Erésitett kemilumineszcencias detektalas (Enhanced
chemiluminescent)

ECM Extracellularis matrix

ED Hatasos doézis (Effective dose)

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

EGF Epidermalis névekedési faktor (epidermal growth factor)

EMT Epitelidlis-mezenchimalis tranzicid

EPR Megnovekedett permeabilitas és visszatartas (enhanced permeability and
retention)

Fa Erintett frakci6 (Fraction affected)

FBS Fotalis borji szérum (fetal bovine serum)

GSH Glutation (redukalt)

HAT Hiszton-acetiltranszferaz

HDAC Hiszton-deacetildz

HER2 Humén epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipus

HPla Heterokromatin protein 1 a izoformaja

HR Homolo6g rekombinacid

ILK Integrin-kapcsolt kindz (Integrin-linked kinase)

IPP ILK, PINCHI1 és Parvin fehérjékbdl allo fehérje komplex

KAT Lizin-acetiltranszferaz



KDAC
Ku70
Ku80
LC3
LDH
Mrell
MRN
MTT
Myc
Nbsl

NHEJ

Nrf2

p300
PBS
PI3K

PINCH1

PML

PMSF
poli-HEMA
PP2A

PVP

p21

pS3

Rad50

Lizin-deacetilaz

Kettds szalu DNS torés javito fehérje (NHEJ)

Kettds szala DNS torés javito fehérje (NHEJ)

Mikrotubulus asszocialt fehérje 1A/1B konnyt lanc 3 (1A/1B light chain 3)
Laktat-dehidrogenaz

Kettds szalu DNS torés javitd fehérje MRE11 (meiotic recombination 11)
Mrell, Rad50, Nbs1 fehérjékbdl 4ll6 komplex
3-(4,5-dimetiltiazolil-2-i1)-2,5-difenil tetraz6lium bromid

Proto-onkogén transzkripcids faktor

DNS hibajavito és telomer fenntartd protein Nbsl

Nem-homolog végek dsszekapcsolasa DNS kettds szalu torések esetén (non-
homologous end joining)

nukledris faktor eritroid 2-vel 6sszefliggd faktor 2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2)

Hiszton-acetiltranszferaz p300
Foszfat pufferes sdoldat (phosphate buffered saline)
Foszfatidil-inozitol-3-kinaz

Fokalis adhéziés adaptor fehérje (Particularly interesting new cysteine-
histidine-rich 1)

Promielocités leukémia
fenil-metil-szulfonil-fluorid
Poli(2-hidroxietil-metakrilat)

Protein foszfataz 2A (protein phosphatase 2A)
Polivinilpirrolidon

Ciklin-dependens kinaz inhibitor 1

TP53 tumorszupresszor fehérje

Kettds szali DNS torés hibajavité fehérje Rad50



Rad51

RARE

Ras

Rb

ROS

RPMI 1640

SAHA

SDS
SOD

STAT3

TEM
TSA
VEGF
YH2AX
2D

3D

Kettds szalu DNS torés hibajavitasaban részt vevo fehérje
Retinsav receptor (retinoic acid receptor)

Retinsav receptor valaszelem (retinoic acid-responsive element)
Ras proto-onkogén, kis-G fehérje

Retinoblasztoéma

Reaktiv oxigén szabadgyok (reactive oxygen species)

Roswell Park Memorial Institute 1640 Médium

Szuberoil-anilid-hidroxamsav vagy vorinostat (suberoyl-anilide hidroxamic
acid)

Natrium-dodecil-szulfat (Sodium-dodecyl-sulfate)
Szuperoxid-dizmutaz

Jelatvivo és transzkripeid aktivator 3 (signal transducer and activator of
transcription 3)

Tumor nekrézis faktor alfa
Tumor-asszocialt makrofag
Transzmisszios elektronmikroszkop

Trichostatin A

Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)

Foszforilalt hiszton H2AX
Két dimenzid

Harom dimenzi6



Irodalmi attekintés

A tumoros megbetegedések és a kemoterapia

A tumoros megbetegedések hatterében genetikai okok allnak. A genetikai allomanyban
bekovetkezd valtozasok miatt a transzformalt sejtek szabalyozatlanul, felgyorsult modon
osztodnak. A transzformalt sejtek kontrollalatlan osztddasat legtobbszor valamilyen proto-
onkogén aktivacidja, vagy tumorszupresszor inaktivacidja okozza. Ezekhez a valtozasokhoz
mutaciok felhalmozodasa sziikséges az ket kodold génekben. Mind a proto-onkogének, mind
a tumorszupresszorok a sejtciklus szabalyozésaért felelosek: a sejtciklus serkentése a proto-
onkogének feladata, mig a tumorszupresszorok a sejtek osztddasat gatoljak. A proto-onkogének
hatdsa dominans, egy allél rendellenes aktivitasa elég ahhoz, hogy transzformalt fenotipus
alakuljon ki. Ezzel szemben a tumorszupresszorok hatdsa recessziv, ilyenkor mind a két allél

inaktivacioja sziikséges a transzformalt fenotipus kialakulasdhoz [1].

A tumorok kialakuldsaban 6roklott és/vagy kornyezeti hatasok is kdzrejatszhatnak. A
tumorszupresszor géneket érintd Oroklott muticiok bizonyitottan ndvelik a rdkos
megbetegedések rizikojat. A tumorszupresszor retinoblasztoma (Rb), a p53 vagy a breast
cancer gene 1 vagy 2 (BRCA1, BRCA2) mutécidja az egyik allélben megnoveli az esélyét a
rakos elvaltozas kialakulasanak [1]. Emellett az UV sugarzas vagy bizonyos kéaros szokasok,
mint a dohdnyzas is eldsegithetik a tumorok kialakulasat [2], de szdmos, humdn megbetegedést
okozo virus esetén is kimutattak mar, hogy novelik a rak megjelenésének kockazatat. Ilyen a
DNS virusok koziil a human papilloma virus (HPV) tobb torzse, melyek a méhnyakrak, vagy a
Hepatitis B és C virusok, melyek majkarcinomak kialakuldsat idézhetik el6. Az RNS virusok
koziil a human T-sejt leukémia virus (HTLV) vagy a hepatocelluléris karcinoma virus (HCV)

bizonyitottan tumoros elvaltozast indukalnak [3].

A tumoros sejtek metabolizmusa jelentdsen eltér a nem tumoros sejtekéhez képest. A
rakos sejtek sajatos anyagcseréjének kozponti szerepldje a mitokondrium. A szdvetekben,
szervekben talalhatd egészséges, terminalisan differencialodott sejtekben az ATP termelés
maximalizaldsa a cél, mivel az elérhetd tdpanyag korlatozottan hozzaférhetd. Ezekben a
sejtekben a lebontd anyagcsere domindl, a mitokondriumokra az oxidativ foszforilacion
keresztiili ATP termelés a jellemzd. Ezzel ellentétben az 0sztodoé sejtekben, mint a tumoros

sejtekben is az anabolizmusra tevodik a hangsuly, igy a szintetikus folyamatokhoz
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nélkiilozhetetlen prekurzor molekuldk eldallitdisa és a makromolekuldk szintézise a
meghatarozo6. A tumoros sejtekre aerob koriilmények kozott is tejsavas erjedés jellemzo. Ezt a
jelenséget a tumoros sejtek felgyorsult novekedésével, osztédasaval, illetve az ebbdl kovetkezd

mitokondrialis elvaltozdsokkal magyardztak [4].

Ezzel szemben napjainkban eldtérbe keriilt az a vélekedés, hogy a tumoros sejtek
megvaltozott anyagcseréje mitokondridlis atprogramozéas eredménye és nem a felgyorsult
osztodas kdvetkezménye. Tovabba kimutattak, hogy a mitokondriumok a tumoros sejtekben is
épek, és képesek oxidativ foszforilacion keresztiili ATP nyerésre, viszont ezekben a sejtekben
az ATP termelés helyett az ATP felhasznalds domindl. E hipotézis szerint a proto-onkogének
aktivacigjanak ¢és a tumorszupresszorok inaktivacidjanak elsddleges szerepe a sejt
metabolizmusanak atprogramozasa [4]. A kiilonb6z6 ndvekedési faktorok hatdsara olyan
szignaltranszdukcios tutvonalak aktivalédnak, melyek eredményeképp a glikolizis ¢és a
citromsav-ciklus koztitermékei a felépitd folyamatokban hasznosulnak [4]. A differencidlodott
sejtekben tapasztaltaktol eltéréen a tumoros sejtekben az anyagcesere bizonyos enzimeinek
masik izoformdi aktivak, melyek szintén hozzajarulnak az anyagcsere anabolikus iranyba
torténd atprogramozasahoz. Ilyen példaul a piruvat-kinaz M2 izoformaja, mely csokkent
enzimaktivitast mutat az egészséges, termindlisan differencidlodott sejtekben taldlhatdé M1
izoformdhoz képest [5]. A mitokondriumoknak a felépitd anyagcsere irdnydba torténd
atprogramozasanak kozponti szerepléi a PI3K, Akt és mTORCI1 utvonalak, melyek tobbek
kozott serkentik a sejtek gliikoz felvételét, a glikolizist, és a de novo lipid €s aminosav szintézist
[4,6]. Tovabba, aerob koriilmények kozott a glikolizis intermedierjei a pentdz-foszfat uton
hasznosulni tudnak a nukleotidok és a foszfolipidek szintéziséhez [7]. Ezek mellett olyan
jelentésebb onkogének, mint a Myc [4,8] és a Ras [4,7], illetve tumorszupresszorok, mint a p53

[9,10] szerepét is feltartak a mitokondriumok és az anyagcsere atprogramozasaban.

Az utdbbi évek kutatasai kimutattak, hogy a tumoros sejtek mellett, a tumoros szovetben
talalhaté nem tumoros sejtek is fontos szerepet jatszanak a tumorok progressziojaban és az
attétképzésben. A tanulméanyok leginkabb a fibroblasztok és az immunsejtek, azokon beliil is a
makrofagok tumortdmogatd hatasat vizsgaltdk ¢és tartak fel [11]. A fibroblasztok
atprogramozasaval jonnek Iétre a tumor-asszocidlt fibroblasztok (CAF), melyek az
extracellularis matrix (ECM) atrendezésével és szamos gyulladasos citokin és novekedési

faktor termelésével serkentik az angiogenezist és az immunszupressziot [12].
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A tumor-asszocialt makrofagok (TAM) szintén a tumorsejtek altal végrehajtott
atprogramozas eredményei. A TAM-ok tobb ndvekedési faktor és citokin termelésén keresztiil
képesek a tumoros sejtek osztddasat serkenteni. A TNF-a segitségével angiogenezist
indukélnak és képesek serkenteni az epitelidlis-mezechimalis tranziciot (EMT), melynek révén
a tumoros sejtek mobilitdsa nd, igy erdsddik a metasztatikus aktivitasuk is [13]. Ezenfeliil
protedzok termelésén keresztiil segithetik a tumoros sejtek kiszabaduldsat a nyirok- vagy
vérkeringésbe, eldsegitve ezzel szintén az attétek képzddését [14]. Ezek a sejtek jelentdsen
hozzajarulnak az immunszupressziv kornyezet kialakitdsdhoz is, mivel csokkentik a CD8+ T-
sejtek aktivitasat, amelyek normalis esetben a tumoros sejtek felismeréséért és eliminaciojaért

felelosek [15].

A tumoros megbetegedések legelterjedtebb kezelési modja napjainkig a kemoterapia. A
kemoterapia sordn a tumoros sejtek felgyorsult osztédasat és megvaltozott anyagcseréjét
célozzédk meg tobbféle hatasmechanizmusii tumorellenes anyaggal. A klinikumban
leggyakrabban genotoxikus anyagokat, sejtosztodast gatld anyagokat, illetve célzott terapiara

lehetdséget addo immunterapias anyagokat alkalmaznak [16].

Az intenziven osztodo sejtek ellen gyakran hasznalnak a sejtciklus egyes fézisaira
specifikus kemoterapids anyagokat. Az alkilalo szerek a sejtciklus barmely fazisaban képesek
kozvetleniil kotddni a DNS-hez, alkilaljak a bazisokat, lanctéréseket okoznak €s apoptozist
indukélnak [17]. Az alkilaloé szerek k6zé soroljak tobbek kdzott a platina tartalmu karboplatint
vagy ciszplatint, amelyek igy direkt moédon kérositjdk az Orokitéanyagot, DNS
keresztkotéseket, lanctoréseket és apoptozist okoznak [18]. Az alkilalo szerek egy specidlis
csoportjat képezik a nitrozourea vegyiiletek (példaul karmusztin), amelyek képesek a vér-agy

gaton atjutni, igy jol haszndlhatdak bizonyos agydaganatok ellen [19].

Az intenziven 0sztodo sejtek jol célozhatoak az S-fazisra specifikus antimetabolitokkal,
G2-fazisra specifikus szerekkel és M-fazisra specifikus anyagokkal. Az antimetabolitok k6zé
tartozé molekuldk vagy szerkezetileg nagyon hasonlitanak a sejtek szdmara fontos anyagcsere
metabolitokra (pl. nukleotid analogok), vagy pedig képesek gatolni a nukleotid anyagcsere
egyes lépéseit katalizald enzimeket, ezzel gatolva a sejtek osztddasat is. A nukleotid
bioszintézis gatlasara hasznalt metotrexat egy folsav antagonista, ami képes a dihidro-folat
reduktdz enzim reverzibilis kompetitiv gétldsara, igy nem keletkezik a purin és pirimidin

nukleotidok szintéziséhez sziikséges, C1-toredékeket szallitd tetrahidro-folat, melynek révén a
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nukleotidok de novo eldallitasa is gatlodik [20]. A nukleotid analdégok, mint a pirimidin analog
S-fluorouracil a sejtekben toxikus fluoro-uridin-monofoszfatta alakul, ami irreverzibilisen
gatolja a timidilat-szintazt, megakasztja a DNS szintézist és apoptozist indukal a sejtekben [21].
A G2 fazisra specifikus szerek kozott talaljuk a nem-antraciklin tipust, a DNS-be interkalalodo
antibiotikumot, a bleomicint, mely DNS lanctoréseket okoz és alkalmazasa megemeli a reaktiv
szabadgyokok mennyiségét is [19,22]. A citotoxikus vegyliletek kozé soroljak az M-fazisra
specifikus, a mitotikus orsoéra hat6 vinka alkaloidokat (pl. vinkrisztin), amelyek a
mikrotubulusok polimerizacidjat gatoljak, valamint a taxanokat (pl. paklitaxel), amik a
mikrotubulusok depolimerizacidjat blokkoljak. A mikrotubulusok polimerizacidjanak, illetve
depolimerizaciojanak gatlasa antimitotikus hatdsu, és a sejtek apoptdzisat valtja ki. Ez a terapia

szintén specifikus az 0sztddo sejtekre [23,24].

Kemoterapia soran alkalmaznak tumorellenes antibiotikumokat 1is, mint az
antraciklinekhez tartoz6 doxorubicin. Ez a molekula nagy affinitassal kotddik a DNS-hez, a
replikdcioban szerepet jatszo enzimekkel (pl. topoizomerdz II) interferalva megakadalyozza a
DNS megkettézddését. Emellett jelentds mértékii oxidativ stresszt valt ki, és a szabadgyokok
mennyiségének novekedése altal kettds szalit DNS torések jonnek létre [25]. A topoizomerazok
a DNS replikacigjakor vagy a kromatin szerkezet atrendezésekor a tultekeredett DNS szélat
hasitjak, kitekerik és ujraegyesitik, feloldva ezzel a tultekeredésbdl adodo fesziiltséget [26]. A
topoizomeraz 1. enzimeket a kamptotecinek (irinotekan és topotekan) képesek gatolni, amely a
transzkripcid €s replikacié gatlasdhoz vezet, valamint egyes szali DNS torések alakulnak ki. A
topoizomeraz I enzimek blokkolasat idézik eld a podofillinek vagy epipodofillotoxinok, mint

amilyen az etopozid, ami szintén DNS kettds szalu toréseket okoz és apoptdzist indukal [19].

Egy adott tumorra jellemzd specifikus sajatsagok kihasznalasara épiil a célzott
daganatterapia, melynek egyik formdja a per os adhat6 tirozin-kinaz inhibitorok alkalmazésa.
Ezek szamos novekedési faktor receptor miikodését képesek gatolni, melyeknek aktivitdsa vagy
expresszidja szamos tumor tipus esetén ndvekedést mutat. A tirozin-kindz gatlok révén
megakadélyozhaté nem csupdn a sejtosztodas és az angiogenezis, de hatasukra apoptdzis is
indukalddik, ahogy ezt tobb kutatdcsoport is bizonyitotta szolid és vérképzd rendszeri tumorok
esetén [27,28]. Szamos tumor tipusnal eredményesnek bizonyult, igy a klinikai gyakorlatban
sz¢les korben alkalmazott immunterdpids eljarasok egyikében, a vaszkularis endotelialis

novekedési faktort (VEGF) monoklonalis VEGF-ellenes antitesttel gatolni lehet [29].
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Hasonloképpen, a human epidermalis ndvekedési faktor 2-es tipusu receptor (HER2) ellen
termelt humanizalt antitestek alkalmazasa jelentésen megnovelte a kezelés eredményességét €s
a betegek tulélési esélyeit HER2-pozitiv emlddaganatos paciensek terapidja soran [30].
Emellett, hormonfiliggd daganatok vagy hormon receptor-pozitiv tumorok ellen szdmos esetben
alkalmaznak hormonterdpias citosztatikumokat, amilyenek az antiosztogének, antiandrogének,

gesztagének vagy aromataz gatlok, amelyekkel a tumorok progressziojat szintén gatolni lehet.

A klinikai gyakorlatban mar meglehetdsen régota a klasszikus kemoterapids szerek
hatékonysaganak és specifitdsanak ndvelése érdekében eltéré hatasmechanizmusu anyagok
kombindciojat alkalmazzak, és a klasszikus kemoterapids kezelés kiegészitésére gyakran
hasznalnak az eldbbiekben bemutatott, j tipusti immunterapias szereket is. A kémiai dgensek
kombindcioja mellett a kiilonféle terapias modalitdsok, mint kemoterapia és sugarkezelés

egyiittes alkalmazasa is képes a terapia hatékonysagat jelentds mértékben megndvelni.

A sugarterapia és hatasai

A kemoterdpia mellett a sugarkezelés a tumoros megbetegedések egyik legelterjedtebb
kezelési modszere. Ennek 1ényege, hogy ionizald sugarzas révén karositsdk a daganat sejtjeit
annyira, hogy elpusztuljanak. A klasszikus radioterapia soran kiilsé sugarforrasbol szarmazo
fotonokkal irradidljak a tumoros szovetet, tobb iranybol is, igy az egészséges szoveteket kisebb
doézis éri, mint a kezelés centrumaban 1évo tumoros szovetet. Ezelott erre a célra kobalt (60-as
kobalt izotop) agyut alkalmaztak, de manapsag mar legtobbszor linedris gyorsitdval allitanak
el6 nagy energiaju fotonokat. A klinikumban, amikor erre lehetdség van, a kiilsé sugérforras
alkalmazasa helyett brachyterapiat alkalmaznak, amely soran a tumorba, vagy annak kézvetlen
kozelébe iiltetik be a sugarzd anyagot, legtobbszor 125-0s jod vagy 192-es iridium izotdpot,
ami lokalisan a tumorban fejti ki hatasat. A brachyterapia soran az egészséges szoveteket érintd

sugarzas elhanyagolhato, igy a kezelés mellékhatésai is csokkenthetdek [16].

A sugarkezelés kozvetleniil és kdzvetetten is képes karositani az €16 szoveteket, sejteket.
Az ionizald sugdrzas hatdsdra végbemend vizbontds az elsddleges induktor a reaktiv
szabadgyokok keletkezésben, mely oxidativ stresszt okoz. A reaktiv oxigén gyokok (foként a
reaktiv hidroxil gyok, a szuperoxid anion, a hidrogén-peroxid) a lipidek peroxidacidja, a

fehérjék denaturdldsa, a nukleinsavakban Iétrehozott mutaciok altal karositjak a sejt
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makromolekuldit és a sejtorganellumokat. Az ionizald sugarzas hatdsara, a mitokondriumok
karosodasa soran masodlagosan felszabadul6 elektronok révén is keletkeznek reaktiv oxigén
szabadgyokok [31]. Az igy kivaltott DNS karosodéasok koziil érdemes kiemelni a timin dimerek
keletkezését, valamint az egyes szalu és kettds szalt DNS toréseket. Ha a DNS karosodas csak
egy bazist érint, akkor a bazis kivagé hibajavitas glikozilazok segitségével képes orvosolni a
hibat. Ha egy teljes nukleotidot érint a karosodas, akkor a nukleotid kivagd hibajavités
aktivalodik. Mind a bazis, mind a nukleotid kivagas és az egyes szall torések esetében a javitas

a komplementer szal alapjan torténik [32].

A legveszélyesebb a DNS kettds szalu torések kialakuldsa. Ekkor a hiba két uton
javitodhat, homoldg rekombinécioval vagy nem homolog vég dsszekapcesolassal. A kettds szala
DNS torések elsddlegesen a nem homolog vég Osszekapcsolds mechanizmusaval (NHEJ)
javitodnak. Ekkor a szabad DNS végekhez hozzakotddik a Ku70 és Ku80 fehérje, melyek
heterodimert képeznek, majd tovabbi fehérjéket toboroznak a torés helyére, mint a Rad50 ¢és
egy DNS ligdz. Tanulmanyok szerint a kettds szalit DNS torések felismeréséért a DNS-fiiggd
protein kinaz (DNS-PK) a felelés [33]. A két Osszekapcsolni kivant vég ligalasa elott
mikrohomologia keresés torténik, majd a tompa végek kialakitasa utdn a két szabad DNS szal
Osszekapcsoldsa lehetévé valik. Ez a hibajavitdsi mechanizmus mutdciok kialakulasat
eredményezheti, el6fordulhat, hogy nem jo végek keriilnek Osszekapcsolasra, illetve tobb

nukleotid kieshet a végek Osszeillesztésekor [34].

Replikdcié utan van lehetéség a DNS kettds szala torés kijavitdsara homoldg
rekombinacidval (HR), mivel ilyenkor rendelkezésre all a homolog szal. Ekkor eldszor a torés
helyén egylanca DNS szakaszt alakit ki az Mrell, Rad50 és Nbsl fehérjékbol allo MRN
komplex, majd tovabbi fehérjék, mint a Rad51 kotddnek be. Majd a 3° egyszalu vég invazidja
torténik a homolog szal helyére és a vele komplementer szalrdl elkezdddik a DNS szintézis. A
szintézis utan a kereszt feloldodik és az Gjonnan szintetizalt és az eredeti DNS szal alapjan
megszintetizalddnak a komplementer szalak is. A hiba kijavitasa tehat egy nem sériilt homolog

szal alapjan torténik, igy teljes mértéki, hibatlan javitas torténhet [35].

A DNS karosodas mértékét szamos esetben a DNS kettds szalu torések mennyiségének
megallapitdsaval hatdrozzdk meg. A DNS kettds szalu torésnél a H2A hisztonok H2AX
variansa €piil be, ez a torés felismerésének és javitasanak elsé 1épése. A H2AX hiszton varians

a C-terminalisan erdsen konzervalt motivumot tartalmaz, egy szerint a 139-es helyen és egy
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glutamint a 140-es helyen. A DNS torés utan a kovetkezd 1épésben a H2AX fehérje
¢s ATR (ATM-Rad3-related) komplexek altal, melyek a PI3K utvonal komponensei is. A
foszforilalt és igy aktivalt hisztonformat yH2AX-nek nevezik, mely szamos, a DNS
hibajavitasdban szerepet jatszo faktorral 1ép kolcsonhatasba [36]. A YH2AX mennyisége
specifikus antitest hasznalatdval konnyen detektalhat6, és ebbdl kovetkeztetni lehet a DNS
karosodas mértékére. A YH2AX fokuszok szdmanak megallapitasaval sejtenként is vizsgalhatd
a kiilonboz6 DNS-t kérositd anyagok effektivitasa, tehat ezzel az érzékeny modszerrel mar egy
meglehetdsen korai stddiumban vizsgalhatjuk a DNS kettds szalu torések jelenlétét [37]. A
DNS hibajavitas utan a YH2AX defoszforilalodik a protein foszfatdz 2A (PP2A) enzim altal
[38].

A DNS karosodasra valaszul az o0szt6do sejtekben aktivalodnak a sejtciklus
ellendrzépontok kulcsmolekuléi, megakasztva a sejtciklust, igy idét adva a DNS hibajavitasra.
Ha a korrekcid megtortént, akkor az osztddd sejtekben a sejtciklus folytatodik, ha nem
javitodott ki a hiba, akkor a sejtciklus megall és a sejtek programozott sejthalal révén
elpusztulnak. A termindlisan differencialodott, nem osztodo sejtekben a DNS karosodasra
valaszul kdzvetleniil bekapcsol a DNS hibajavitas, de silyos DNS karosodas esetén ezek a
sejtek is apoptozissal elpusztulnak. Ha genom instabilitas 1ép fel, mert a hibajavitas nem sikeriil,
akkor az egészséges sejtekben rékos elvaltozast is kialakulhat [39]. Eppen ezért a sugarterapia
alkalmazasakor rendkiviil pontosan ¢és szigorian determinalt az egyszeri kezelések ¢s az
Osszesen kapott sugarddzis mértéke, annak érdekében, hogy az egészséges szovetek
karosodasat, a még sulyosabb mellékhatasok kialakuldsat és az ionizalod sugarzas rakkeltd

hatasat csokkentsék.

A klinikai gyakorlatban jelentds problémat okoz a radiorezisztencia jelensége, mely a
sugarkezelés hatékonysagat nagyban csokkenti. A radiorezisztencia kialakuldsanak hatterében
olyan folyamatokat azonositottak, amelyek nagy szerepet jatszanak a sugarkezelés hatasara
bekovetkezd karosodasok kijavitasaban. A radiorezisztens sejtekre jellemzd példaul az
apoptozis folyamatainak elmaradasa, valamint a DNS hibajavito, illetve chaperon fehérjék
aktivitasanak novekedése [31,40]. De a hipoxias kornyezet is nagyban felel0ssé tehetd a

rrrrr

hogy a keletkezd reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) szintje jelentdsen alacsonyabb volt a
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vartnal, amely ezen sejtek hatékonyabb antioxidans kapacitasanak volt koszonhetd [42]. Emiatt
ezek a sejtek az ionizald sugarzas altal kivaltott oxidativ stressz ellen hatékonyabban tudtak
fellépni. Kimutattak, hogy az antioxidans enzimek taltermelése hozzajarul a radiorezisztencia
megjelenéséhez, mely folyamat kdzpontjdban a redox szenzitiv Nrf2 transzkripcids faktor
megnovekedett aktivitdsa 4all, amely szamos citoprotektiv enzim reguldtora. Az Nrf2
transzkripcids faktor potencidlis terapids célpont, mivel ennek a gatlasa a terapia soran noveli
a sejtek radioszenzitivitasat és apoptdzist indukal tumoros sejtekben ionizald sugarzas
alkalmazasat kovetden [43]. Ezzel ellentétben prosztata rakos sejteken azt mutattak ki, hogy a
sejtek tulélésében a mitokondrium altal termelt ROS-nak nagy szerepe van [44]. A reaktiv
oxigén gyokok szerepét feltartak az epitelidlis-mezenchimalis tranzicio serkentésében is, ahol
ROS és STAT3 hianyaban gatlodott az EGF altal indukalt HIF-1a és Twist-1 expresszidja, mely
az EMT visszaszorulasat eredményezte [45,46]. Az EMT, mely indukalddhat hipoxia hatasara
is, kritikus komponensnek bizonyult a sejtek radiorezisztens fenotipusanak kialakulasaban. Ezt
tamasztja ald az a tanulmany is, melyben radiorezisztens tumoros sejtekben mutattak ki, hogy
az epitelidlis E-cadherin szintje alacsony, de a mezenchimalis markerek, mint az N-cadherin és
a vimentin mennyisége magas, amely bizonyitja a radiorezisztens tumoros sejtek mezenchinalis

fenotipusat [47].

In vitro és in vivo kisérletekben megfigyelték, hogy a radiorezisztens sejtpopulacioban a
sejtek nagy aranyban talalhatok a sejtciklus késéi S-fazisaban, melyben a sejtek ellenallobbak
az ionizald sugarzas karositd hatdsaival szemben [44,48,49]. Az ionizalo sugdrzas hatasara
bekovetkezd sejtciklus szabédlyozas kozponti szerepldje az ATM fehérje, mely a sugéarzas
hatdsara aktivalodva képes a p53 fehérjén keresztiil sejtciklus megallast okozni és hibajavitast
serkenteni. Emellett az ATM aktivalja a CHK2 fehérjét, mely a Cdc25 foszfatazon keresztiil
hozzajarul a sejtciklus megallasdhoz a G2 fazisban. Az ATM fehérjéhez kothetd az NBS1 és
BRCAL1 fehérjék aktivalasa is, melyek feleldsek az S-fazison beliili ellenérzéponthoz kthetd
javitasokeért [50]. A sejtek radiorezisztens jellegéhez a késéi S-fazisban hozzdjarulhat az is,
hogy ebben a fazisban a DNS kettds szalu torések kijavitasaért tilnyomorészt a HR felelds, ami

a homolog szal alapjan hibatlan javitast tesz lehetévé [50].

A sugarterapia hatékonysaganak fenntartdsa vagy ndvelése, akar a radiorezisztens
tumorok eliminalasa is biztosithatd radioszenzitizalé anyagok hasznélataval. A klinikumban

kemoterapids kezelésekkor haszndlt anyagok kozott is vannak bizonyitottan sugérkezelésre
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érzékenyitd anyagok. Ilyenek a sejtosztodast gatldo anyagok kozé sorolt taxanok is, amelyek a
radioszenzitiv G2/M fazisban allitjak meg a sejtciklust [S1]. A klinikumban hasznalt anyagokon
tal szamos 1j, potencidlis rakellenes anyag mutat radioszenzitizald aktivitast, ilyenek a fém
nanorészecskék is, amelyek kiilonleges fizikai, kémiai tulajdonsagaiknak koszonhetden a

tumorbiologiai kutatasok kdzéppontjaba keriiltek.

Nanorészecskék

Nanorészecskéknek azokat a partikulumokat nevezziik, amelyeknek legalabb két
dimenzidjuk az 1-100 nm-es mérettartomanyba esik. Anyaguk alapjan két csoportra oszthatjuk
a nanopartikulumokat, megkiilonboztetiink szerves- és szervetlen-alapti nanorészecskéket. A
szerves-alapu nanorészecskék felépitésében valamilyen szerves anyag vesz részt, ilyenek a
fehérjébol kialakitott részecskék, a lipidekbdl 1étrehozott liposzémak, a szén alapt fullerének
¢s a mesterségesen szerves anyagokbol polimerizalt elagazd szerkezetli dendrimerek. Ezen
nanorészecskék jellemzdje az Onszervez0dd képesség €s a biokompatibilitds. A kis
reakcioképességiik €s alacsony toxicitdsuk miatt, a nanomedicina teriiletén leginkabb a

hatoanyagok célzott szallitasara és a képalkoto diagnosztika teriiletén alkalmazzak dket [52].

A szervetlen alapi nanorészecskék anyaguktol fliggden specidlis fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, ¢és kiilonféle aktivitast mutatnak bioldgiai rendszerekkel
szemben. A szervetlen részecskék koziil a fém nanorészecskéket alkalmazzak a legszélesebb
korben, nem csupan szervetlen ipari technologidkban, hanem a gyogyaszatban és a
diagnosztikéban is. A hatéanyag szallitason til onmagukban is jelentds bioldgiai hatasuk van,

mely a tumorbioldgiaban eldnydsen kihasznalhato [53,54].

A szervezetben lebomlani képes partikulumokkal ellentétben, a nem-lebomld
nanorészecskék esetén mindig fontos tisztdban lenni azzal, hogy az adott részecske hogyan
képes kiliriilni a szervezetbdl, illetve, hogy képes-e bizonyos szervekben akkumulalodni.
Ezeknek a jelenségeknek mindegyike fiigg a részecske méretétdl, toltésétol és alakjatol is. A
kisméretli, 10 nm atmérdjii vagy annal kisebb gomb alak arany nanorészecskék a vesében,
tiidében, szivben és agyban is megtaldlhatéak voltak. A nagyobb méretii partikulumok nem
mutattak ilyen széles szoveti eloszlast, ezek a majban és a 1épben voltak jelen 24 oraval a
bejuttatast kovetden [55]. Ezt megerdsitették tovabbi tanulmanyok is, melyek szerint az 5 nm-

nél kisebb gdmb alakl részecskék gyorsan kiliriilnek a vérarambol a vesén keresztiil, a 20-
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150 nm mérettartomanyba es6 partikulumok a majban és a 1épben, mig az ennél nagyobb

részecskék a tlidében, majban és 1épben halmozddnak fel [56].

A partikulumok toltése is meghatarozta a szervezetben torténd eloszlasukat. Egy atfogo
kisérleti munka ravilagitott arra, hogy a koriilbeliill 10-15 nm nagysagli nanorészecskék
esetében a neutrdlis, vagy enyhén negativan vagy pozitivan toltott, hidrofil természetii
részecskék a szivben és a véraramban, az erdsen negativ vagy erdsen pozitiv toltéssel
rendelkezd, hidrofob természetli részecskék a majban és a 1épben mutathatéak ki [57]. Egy
masik tanulmany a gdmb alakt 20-150 nm mérettartomanyba es6 részecskéket vizsgalta. Ezek
koziil a pozitiv feliileti toltéssel rendelkezdk dusulnak fel inkabb a méjban és a 1épben ¢és kisebb
mértékben a tiiddben, mig a neutrdlis és negativ toltésii partikulumok kis mennyiségben

mutathatdak csak ki ezekben a szervekben.

Mindezek mellett a részecskék alakja is befolyasolja a szervezetben torténd eloszlasukat.
A korong alaku partikulumok a 1épben, a majban és a tiidében, a palca alaktak elsésorban a
majban és a lépben, kisebb mértékben a tiidoben, mig a gomb alakuak a majban ¢€s kisebb
mértékben a l1épben voltak kimutathatoak [56]. Tovéabbi kutatasokban megallapitottak, hogy
minél nagyobb a részecske alaki tényezdje (az az érték, mely megadja a részecske két
dimenzidja, példaul a szélessége és a hossza kozotti aranyt), annal lassabban iirtl ki a
vérarambol. Tovabba, arany nanorészecskékkel végzett kisérletek soran kimutattdk, hogy a
palca alaku, tehét a nagy alaki tényezdvel rendelkezd partikulumokat kisebb mértékben képesek

a makrofag sejtek bekebelezni, mint a gdmb alaktakat [58].

Nanorészecskék a tumorterapiaban

A nanorészecskék alkalmazasa a tumorterapia soran szédmos elénnyel jarhat. A
nanométeres mérettartomanyu részecskék feldusuldsa a tumoros szdvetben passziv méddon is
bekovetkezhet. A tumorok gyors novekedésének €s a gyors vérér képzddésnek kdszonhetden a
tumoros szovetre jellemzo fenesztralt endotélium ateresztoképessége viszonylag nagy, igy az
intravéndsan bejuttatott nanorészecskék egy 1d6 utdn passzivan képesek feldusulni a
tumorokban. Ezt a jelenséget megndvekedett permeabilitds és visszatartds (enhanced

permeability and retention, EPR) névvel illetik (1. abra) [59].
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Kormnyezetre szenzitiv anyagok Aktiv celbajuttatas

receptor \

Alacsony pH
Proteazok

1. Abra A nanorészecskék passziv és aktiv célba juttatisa. A tumorokban a nanorészecskék
a méretiiknél fogva, és a tumorokban talalhatd atjarhatobb érendotélnek koszonhetden képesek
passzivan feldusulni. A kornyezetére érzékeny részecskék a tumorokra jellemzé pH vagy
proteazok hatdsara aktivalodhatnak. Az adott tumorra jellemzd sejtfelszini receptorokra
specifikus ligandokkal funkcionalizalt nanorészecskék aktivan is targetalhatjak a rakos sejteket
[60].

Kimutattdk, hogy egerekben a kisebb méreti részecskék (2-3 nm) nagyobb
mennyiségben képesek feldusulni és mélyebbre képesek bejutni a tumoros szovetbe, mint a
nagyobb méretli (7-25 nm) partikulumok [59]. Ahogy a nanopartikulumok szdveti
disztribucidjanak analizisekor is tapasztaltak, a részecskék mérete mellett, azok feliileti toltése
is befolyasolja, hogy a tumoros szdvetben milyen mértékben halmozddnak fel. A pozitiv feliileti
toltés elonydsebb az 0sztdodo sejtekben torténd akkumulacid szempontjabdl, mint a negativ
toltés, habar ez utobbi nanorészecskék mélyebben hatoltak bele a szoveti dllomanyba [61].
Amennyiben a részecskék valamilyen hatdanyagot hordoznak magukban vagy a feliiletiikon,
akkor a részecskék meghosszabbodott jelenléte a tumoros kdrnyezetben javithatja a gydgyszer
célbajuttatasat és esetleg a hatdanyag leadas kinetikdjat, ezaltal novelheti a kezelés
hatékonysagat. Szamos olyan lehetdség all a rendelkezésre, amikor a hatdanyag leadas, vagy a

bioinert anyag reaktivva valasa a kornyezetvaltozas fliggvénye, igy a részecskék a tumoros
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szovetben, az ott 1évo alacsonyabb pH, vagy a proteazok emelkedett mennyiségének hatasara

aktivalodhatnak, igy novelve a kezelés specifitasat [60].

A részecskék tumorspecifitasa tovabb novelhetd, ha feliiletiiket az adott tumorra jellemzd,
a sejtek felszinén megjelend receptorokra specifikus ligandokkal, vagy antitestekkel, illetve
mas polimerekkel funkcionalizdljdk. Ennek fontos 1épése, hogy a részecske szintézisekor a
ligand denzitds a nanorészecske felszinén kontrollalhato legyen. A ligand stirtiségének ndvelése
sokszor a partikulum internalizacidjanak csokkenésével jar [62]. Ennek hatterében allhat tobbek
kozott a nem megfeleld ligand iranyultsag, ami miatt nem képes a receptorhoz bekétddni vagy
a nagyszamu ligand kompeticidja a sejt felszinén 1évé kotdhelyért [63]. Emellett azt is
kimutattak, hogy a részecske felszinén nagy denzitasban jelenlévd hidrofob ligandok hatdséara
a makrofagok konnyebben felismerik és bekebelezik a részecskéket [64]. A megfeleld ligand
kivalasztasa az adott tumorra specifikusan torténhet. Tobbek kozott sok emld, petefészek €s
prosztata tumorra jellemzd az 0sztrogén vagy androgén receptorok tultermelése, de emldrak
esetében az epidermalis ndvekedési faktor 2 receptorok (HER2) [65], a folsav receptorok [66]
vagy a G-fehérje kapcsolt receptorok magasabb expresszidja is sokszor megfigyelhetd [67].
Ezzel az aktiv, iranyitott targetalassal még effektivebb tumorellenes hatas érhet6 el, mikdzben

az egészséges szervek szovetek érintettsége csokken.

Eziist nanorészecskék

Az eziist nanorészecskék a legelterjedtebben hasznalt nanoanyagok. Szdmos teriileten
alkalmazzak oket a jol definialt antibakterialis, antifungalis €s antiviralis tulajdonsagaiknak
koszonhetéen [68]. Az eziist nanopartikulumok baktericid hatasat mind a Gram-negativ [69],
mind a Gram-pozitiv baktériumokon kimutattdk [70,71]. A Gram-negativ Escherichia coli
esetén az eziist nanorészecske kezelést kovetden a partikulumok a sejtmembranban
akkumulalodtak, a sejtfalban pedig jellegzetes godroket figyeltek meg. Ez a folyamat a
sejtmembran permeabilitdsat megnoveli, ami a baktérium sejtek halaldhoz vezet [69]. Az AgNP
antibakterialis aktivitdisa mogott a mar emlitett sejtfal és sejtmembran diszfunkcié 4llhat,
emellett megfigyelték, hogy a 1€gzési lanc is gatlas ald keriil, ami oxidativ stresszhez vezet. Az
ezlist nanorészecskék hatasara karosodik a DNS, egyrészt az oxidativ stressz indukalasanak
eredményeképpen, masrészt maguk a részecskék képesek direkt modon is kdlcsonhatni a DNS

foszfat csoportjaival, és a baktériumokra jellemzd foszforotiolalt DNS-ben talalhatdo kén
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crer

a kén atomokkal szamos szignalutat és sejtfolyamatot gatol [74]. A legintenzivebb
antibakterialis hatasért az eziist nanorészecskék felszinérol levald ezist ionok felelosek,
amelyek okozzak a fent felsorolt membran strukttiira, DNS ¢és sejtfal karosodast [75]. Az eziist
ionok felszabaduldsanak szabalyozasaval az alkalmazott eziist nanorészecskék toxicitasa
kontrollalhat6, melyet elérhetliink a részecske méret, alak vagy a részecskéket stabilizald

bevono anyag valtoztatasaval [75].

Ujabb tanulmanyok szerint az eziist nanorészecskék képesek a multidrog rezisztens
baktériumok elpusztitasara is [76,77]. Ennek a mechanizmusa nem tér el a Gram-negativ és
Gram-pozitiv baktériumok esetén leirtaktol. A multidrog rezisztens Staphilococcus aureus és
Pseudomonas aeruginosa esetén is a reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségének novekedése
a lipidperoxidacio €s a fehérjék és a szénhidratok karosodasa volt megfigyelhetd. Emellett az
ezlist nanorészecske kezelés csokkent laktat-dehidrogenaz (LDH) és ATP szintet eredményez
¢s hatdsara az oxidativ stressz elleni védekezés is gyengiil az alacsonyabb glutation (GSH),
szuperoxid-dizmutaz (SOD) és katalaz (CAT) aktivitas miatt [76]. Egy masik tanulmany szerint
bar a multidrog rezisztens Pseudomonas aeruginosa redox homeosztazisaért felelds gének
expresszidja nott, mégis a CAT és a peroxidazok csokkent aktivitdsa volt megfigyelhetd az
ezlist nanorészecske kezelések hatasara [77]. Tobb kutatocsoport mutatott ra arra a tényre, hogy

az eziist nanorészecskék jelenlétében a bakteridlis biofilm képzddés is gatlodik a baktérium

crer

Az utobbi évtizedben az eziist nanorészecskék berobbantak a human gyogyaszatba,
elsésorban a jol koriil jart antimikrobiadlis hatdsuknak koszonhetéen. Mara mar az
antimikrobidlis hatdsuk mellett ismert az eziist nanorészecskék angiogenezist gatlo,
gyulladascsokkentd és tumorellenes aktivitdsa is [70]. A nanoeziist tumorellenes hatasanak
hatterében a tumoros sejtekben kivaltott oxidativ stressz €s az apoptozis indukcioja all [79]. A
folyamat soran az eziist nanorészecskéket a tumoros sejtek felveszik, ennek mechanizmusa a
részecske méretétdl és toltesétol is fiigg. A kisméretli részecskék képesek passzivan bejutni a
sejtek citoplazmdjaba, mig a nagyobb méretii partikulumok aktiv transzporttal, endocitdzissal
jutnak be a sejtekbe. Ezen beliil makropinocitézis és klatrin-medialt endocitdzis jatszik {6

szerepet a nanorészecskék felvételében [80].
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A nanorészecskék endocitdzisa utan a citoplazmaban a lizoszomalis fuzid soran egy
savasabb kornyezetbe keriilnek, ahol megkezd6dik az AgNP-k degradacidja, felszinilikrdl eziist
ionok szabadulnak fel, melynek mennyisége szintén fiigg a részecske méretétdl és alakjatol is.
A kisebb méretii nanorészecskék feliiletérdl a nagy feliilet/térfogat aranyuknak kdszonhetden
nagyobb mennyiségli eziist ion képes leszakadni, mint a nagyobb méretli partikulumokr6l [81].
Az AgNP-k sejten beliili akkumulédcidja a lizoszoémak diszfunkciojat, destabilizacidjat
eredményezi, ennek soran a lizoszomakban a pH novekszik, mely szintén hozzajarul az AgNP-

k citotoxicitasahoz (2. abra) [82].

Endocitézis

$25° s::é’ ......

o

DNS karosodas

2.abra Az eziist nanorészecskék altal Kkivaltott cellularis hatasok. Az eziist
nanorészecskéket a sejtek tobbnyire endocitozis révén felveszik, majd az endoszémak
lizoszoémakkal torténd fuzioja utan egy savasabb pH-ji kornyezetbe keriilve felszinlikrol eziist
ionok szabadulnak fel. Az eziist ionok lipidperoxidaciét, membrankdarosodast okoznak és
kozvetleniil, illetve mitokodridlis diszfunkcion keresztiil képesek a reaktiv oxigén
szabadgyokok mennyiségét novelni, amellyel DNS karosodast és apoptozist indukalnak [83].

A lizoszomék sériilt funkcidja autofagidhoz vezethet. Tobb tanulmany leirta, hogy a
nanorészecskék autofagiat indukalnak, mig mésok szerint az eziist nanorészecskék inkabb az

autofagoszomak feldusuldsat eredményezik, melyek a lizoszomalis diszfunkcié miatt
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felszaporodnak a sejtekben, és ez végiil a sejtek halalat okozza [82]. A nanorészecskék jelenléte
képes a mitokondriumok kiilsé membranjanak atjarhatésagat is novelni, mely oxidativ stresszt
eredményez [84]. Az eziist ionok a mitokondridlis diszfunkci®é mellett képesek
endoplazmatikus retikulum stresszt indukalni, mely folyamatok dsszessége végsd soron a sejtek

apoptdzisahoz vezet (2. abra) [85].

Az AgNP kezelés in vitro genotoxikus és mutagén hatdsat tobb tanulmany is leirta. A
kisméretti (5-20 nm) részecskék ebben az esetben is toxikusabb hatast fejtenek ki az 6rokitd
anyagra, mint a nagyobb (40-100 nm) méretii partikulumok. Az AgNP mutagén hatasa szintén
fligg a részecske méretétdl. A 20 nm-es partikulumok magasabb mutacids rataval, mig a
nagyobb méretli részecskék kisebb mutagén aktivitassal rendelkeztek. AgNP hatdsara megné a

tumoros sejtekben a mikronukleuszok szama in vitro [86].

Az angiogenezis fontos tényez0 a tumorok progressziojaban és az attétek kialakitasaban
is, ezért ennek gatlasa potencialis tumorterapids célpont lehet [87]. Kimutattak, hogy az eziist
nanorészecskék képesek blokkolni a PI3K/Akt utvonalat, illetve a VEGF altal indukalt

--------

gatlasaval in vitro és in vivo is [88].

A kutatocsoportunk tobb modellt alkalmazva vizsgalta az ezilist nanorészecskék
tumorellenes hatasat in vitro. Kimutattuk, hogy az 5 és a 35 nm-es eziist nanorészecskék
képesek p53-fiiggd ¢és pS53-fliggetlen moédon is apoptodzist indukalni tumoros sejtekben
mitokondrialis stressz indukciojan keresztiil [89]. Emellett bizonyitottuk, hogy eltérd
hatdsmechanizmust kemoterapids szerekkel kombinicioban a kb. 30 nm-es eziist
nanorészecskék szinergista modon képesek csokkenteni a tumoros sejtek viabilitasat szenzitiv
¢s multidrog rezisztens tumoros sejteken is. Az eziist nanorészecske kezelés gatolja a multidrog
rezisztenciaért felelds P-glikoprotein expresszidjat, ezzel csdkken a P-glikoprotein efflux
aktivitdsa, ami a multidrog rezisztens sejtek érzékenyitését valtja ki a tumorellenes szerek
hatasdval szemben [90]. A 75 nm nagysagu eziist nanorészecskék szintén csokkentik a P-
glikoprotein efflux aktivitasat, ennek a hatterében azonban az eziist nanorészecskék altal
kivaltott endoplazmatikus retikulum stressz all. Ez a hatds méretfiiggd, mivel az 5 nm nagysaga

eziist nanorészecskék nem csokkentették a P-glikoprotein efflux aktivitasat [91].
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Arany nanorészecskék

Az arany nanorészecskéket biologiailag inert, nem reaktiv nanopartikulumként tartjak
szamon. Mivel az €16 rendszerekkel nem, vagy kevéssé reagalnak, ezért eloszeretettel terveznek
veliik olyan kutatési projektekben, ahol a tumorellenes anyagok aktiv célbajuttatasat szeretnék
elérni. Emellett orvosi diagnosztikai felhasznaldsuk is ismert, hiszen kontraszt anyagokként is
alkalmazzak oOket kiillonboz6 képalkotd eljarasok soran [92,93]. Az elfogadott kémiai
inertséglik ellenére tobb tanulmény leirta, hogy az AuNP-k képesek tumorellenes hatast
kifejteni, melynek mechanizmusa, az AgNP-hez hasonldan, lizoszomalis diszfunkcioval ¢és
autofagiaval fiigg Ossze. Endocitézis utdn az AuNP-k hatasara né az autofagoszomak
mennyisége a sejtekben, melynek oka a lizoszémalis degradacié gatlasa. Az autofagia
gatlasanak egyik bizonyitéka, hogy bar az autofagoszoéma markerek, mint az LC3 mennyisége
az AuNP kezelés hatdsdra megemelkedik, az autofagia szubsztrit p62 degradacidja nem

kovetkezik be, ami az autofagia blokkolasat bizonyitja [94].

Az arany nanorészecskéknek egy tovabbi igen elényds tulajdonsaga, hogy
radioszenzitizal6 aktivitast mutatnak in vitro és in vivo is [95]. Az arany nagy rendszamu
(Z=79) fém, mely alkalmassa teszi az ionizald sugéarzas hatasanak felerdsitésére a biologiai
rendszerekben. Ennek a folyamatnak harom fontos résztvevdje van, a fizikai, a kémiai és a
biologiai dozis felerdsités. A fizikai potencirozas soran fotoelektromos, Auger é¢s Compton
effektus zajlik le. A kémiai felerdsitéshez tartozik a sugarzas hatasara kdzvetleniil kialakul6 és
a fizikai fazisban keletkez0 reaktiv elektronok altal kivaltott oxidativ stressz, mig a biologiai
fazisban az elézdekben indukalt destruktiv hatdsok (biologiai membranok, DNS kérositas)

sikertelen kijavitasa, igy végso soron a sejtek apoptozisa zajlik (3. abra) [96,97].

A legfobb fizikai kolcsonhatds a fotoelektromos hatds, mely az ionizadlé sugirzas
kovetkeztében jon 1étre, amikor az ionizalo sugar kozvetleniil a nanorészecske egy atomjaval
taldlkozik ¢és annak egyik belsd elektronhéjardl egy elektron kilokését idézi eld. A
fotoelektromos hatést altalaban az Auger kaszkad és a Compton szoras koveti. Az Auger
kaszkad sordn a belsd elektronhéjon kialakult elektron hidnyt egy kiilsé elektronhéjrol
szarmaz0, eredetileg magasabb energiaszinten elhelyezkedd elektron pdtolja, ami energidjat
atadhatja egy masik elektronnak, mely igy elhagyhatja az atomot. Ezt az elektront nevezik

Auger elektronnak. A folyamat lancszeriien, tovabbi madasodlagos, alacsony energiajua
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elektronok kilépését okozhatja, ami miatt a jelenséget Auger kaszkadnak nevezték el [98]. A
Compton szoras azt a fizikai jelenséget irja le, amikor a beérkezd nagy energiaju foton leadja
az energiajanak egy részét az atombol altala kilokott elektronnak, igy a beérkez6 sugarzas egy
eltérd palyéan, alacsonyabb energidju, nagyobb hullamhosszli fotonként 1ép ki az atombdl az
itk6zés utan [99]. Ezen fizikai jelenségek kovetkeztében a beérkezd ionizald sugarzas hatasa

tobbszordsére képes felerésodni (3. abra).

Az ionizald sugdrzas hatasara vizbontas torténik, mely kozvetleniil oxidativ stresszt valt
ki [31]. Az AuNP felszinérdl levalo elektronok az oxigén molekulaval reagélva szintén novelik
az oxigén szabadgyokok mennyiségét, mely aztan karositja tobbek kozott az 6rokitdanyagot, a
mitokondriumokat és mas membran struktirakat is. Az is fontos tényezd, hogy az AuNP a tiol
tartalma antioxidansokat (pl. glutation) Au-S kotés révén képes megkdtni, mellyel tovabb
noveli az oxidativ stressz mértékét [100]. Ha a DNS hibajavitas nem, vagy csokkent mértékben
miikddik, akkor az ionizald sugarzas hatdsara bekovetkezd egyes vagy kettds szali DNS
torések, bazis karosodasok vagy timin dimerek kijavitisa nem megy végbe, ezért ekkor a
sugarzas hatasara sejtciklus megallas, legvégso soron pedig apoptdzis, vagy nagy sugardozis

hatdsara nekrozis indukalodik (3. abra) [97].
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3. abra Az AuNP révén kialakuld, az ionizalo sugarzast potencirozo hatas, azaz a
radioszenzitizacio elemei. Az AuNP kezelés képes fizikai, kémiai és bioldgiai tton felerdsiteni

az ionizalo sugarzas hatasat [97].
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Emellett napjainkban t6bb tanulmany is foglalkozik annak vizsgalataval, hogy az AuNP
kezelés hogyan hat a tumorok mikrokornyezetére. Hasnyalmirigy tumoros modellben
kimutattak, hogy az AuNP-k interakcioba 1épnek a sztroma sejtekkel €s befolyasoljak a tumoros
sejtek ¢és a sztroma sejtek kozotti kommunikéciot a kiilonbdzd autokrin és parakrin
Ezaltal nem csupan a tumoros sejtek proliferacidja, migracidja, valamint a tumorok
progresszioja csokken, hanem az AuNP-k hatdsdra a sztroma sejtek proliferacioja is
visszaszorul, elsésorban a mitogén aktivalt protein kinaz gatldsan keresztiil [101,102]. Egy
kutatas szerint a citrattal stabilizalt AuNP-k képesek megkotni, és a nativ szerkezetiiket
megvaltoztatva gatolni a heparin-k6té doménnel rendelkez6 citokineket, mint példaul a
proangiogenikus VEGF vagy bFGF ndvekedési faktorokat, melynek révén gatoljak a

tumorokban az angiogenezist [103].

A hiszton-deacetilaz enzimek és azok gatloszerei

A fehérje acetilacio a foszforilacié utan az egyik legfontosabb ko- és poszttranszlacios
modositas az eukariota sejtekben. Egyes fehérjék acetilacioja szdmos cellularis folyamatot
befolyasolhat, mint pl. az anyagcsere egyes enzimatikus atalakulasait, a transzkripciot, a
sejtosztodast és a sejthalalt. Ezt a reverzibilis poszttranszlacids acetilaciot és deacetilaciot a
hiszton-acetiltranszferaz (HAT) és a hiszton-deacetilaz enzimek (HDAC) alakitjak ki. Ezen
enzimek elnevezése megtévesztd, mert nem csak a hisztonok, hanem mas fehérjék
acetilaciojaért és deacetilacidjaért is feleldsek, ezért legijabban lizin-acetiltranszferaz (KAT)
vagy lizin-deacetildz enzimeknek (KDAC) nevezik 6ket, mégis a HAT, HDAC megnevezés

maradt fenn a mindennapi hasznalatban [104].

A HAT enzimek az acetil-Koenzim A-rol viszik &t az acetil-csoportot a célfehérje lizin
aminosavjanak e-amino csoportjara, mig a HDAC enzimek az acetil-csoport eltavolitasat
katalizaljak [104]. A hisztonok acetilacidja a fehérjék N-termindlisanak lizin aminosav
oldallancain neutralizalja a lizin pozitiv toltését, ami csokkenti a hiszton fehérje és a DNS
negativ toltésli cukor-foszfat gerince kozotti elektrosztatikus kolcsonhatast, igy lazabb
kromatinszerkezet jon létre. A hisztonok deacetildciojakor szorosabban csomagolt
nukleoszéma alakul ki a pozitiv toltést hisztonok és a negativ toltéstit DNS kozott megvaldsuld

elektrosztatikus vonzdé hatasok révén. A hisztonok acetilacigjdnak mértéke tehat azt
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befolyasolja, hogy mennyire legyen hozzaférhet6 a DNS a transzkripcios faktoroknak és
szabalyoz6 fehérjéknek. A lizinek acetilacidjat/deacetilacigjat kialakitd enzimek aktivitasa fiigg
a sejtek energiaellatasatol, leginkdbb az acetil-Koenzim A mennyiségétdl [105,106]. Ebben a
tekintetben az acetilacio nagyban kiilonbozik a foszforilaciotol, mely fiiggetlen a koenzimének,

az ATP-nek a mennyiségétdl [107,108].

Az acetilacid és deacetilacio egyensulyanak eltolédasa szamos cellularis folyamatot
befolyasol. A csokkent acetilacido sokszor jellemzé oregedéses folyamatokra is, mert a
neuroplaszticitasért felelés gének hipoacetilalodnak, azok transzkripcidja csokken, igy a
szinapszisok fenntartdsa és normalis miikodése sériil [109,110]. A csokkent acetildcid okozhat
fejlédési rendellenességet is, mint a Rubinstein-Taybi szindroma esetén, ami a CBP ¢és a p300

acetiltranszferazokat kodolo génekben torténd mutaciohoz kothetd [111].

Emellett az alacsonyabb acetilacids szint hozzdjarulhat bizonyos neurodegenerativ
betegségek vagy rakos elvaltozasok kialakulasahoz is. Szintén a CBP és p300 géneket érintd
inaktivacié okozta alacsonyabb hiszton acetilacid jellemz0 a kissejtes tiidorakra, mely az egyik
legagresszivebb tumor tipus [112]. A szolid tumorokban megfigyelt emelkedett hiszton-
deacetilaz aktivitds sulyosbitja a betegség kimenetelét [113,114]. Egy 0&sszehasonlitd
tanulmanyban, ahol egészséges és tumoros sejtvonalakban, illetve primer sejtekben jelenlévd
hiszton poszttranszlacios modositasokat hasonlitottak 0ssze, kimutattak, hogy a tumoros sejtek
tobbségét a H4 hiszton 16-os lizinjén (H4K16) 1évd acetilacio és H4K20 trimetilacid hidnya
jellemezte [115].

A HDAC enzimek szerepét a tumorok kialakuldsaban és progresszidjaban eldszor
vérképzo rendszeri tumorokban azonositottak. Akut promielocitas leukémiaban (APL) a 15-0s
¢és a 17-es kromoszoma kozott torténd transzlokacid miatt egy koros fuzios fehérje képzodik,
ami a retinsav receptorbol (RAR) és a promielocitas leukémia (PML) fehérjébdl all. Ez a fuzios
fehérje, amikor bekdt a retinsav receptor valaszelemhez (RARE) a DNS-en odatoboroz egy
HDAC enzimet, ami deacetilalja a hisztonokat. A kialakult fehérje komplex ezek utan tovabbi
kromatin moddositd fehérjéket gyilijt erre a helyre, tobbek kozott DNS ¢és hiszton-
metiltranszferazokat, amelyek tovabbi, a mieloid differencidcioért felelds gének csendesitését
idézik eld. Ez egy differenciacios blokkot eredményez, ami transzformalt fenotipushoz vezet
[116,117]. Hasonlé folyamatokat figyeltek meg mas vérképzd rendszeri és bizonyos szolid

tumorok esetében is [118—120].
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A hisztonok modositasan tal a HAT és HDAC enzimek szamos mas, nem-hiszton fehérje
acetilaciojaért is feleldosek, melyeknek szerepe lehet a tumorgenezisben. A p53 fehérje
acetilacidja noveli annak stabilitasat ¢s DNS-koto affinitdsat, mikozben a HDAC enzimek
hatasara bekovetkezd deacetilacio a p53 fehérje repressziojat valtja ki [121]. A Ku70 fehérje
acetilacioja hozzajarul az apoptdzis indukcidjahoz. A deacetilalt Ku70 fehérje a citoplazméaban
a Bax fehérjével heterodimert alkot, &m a Ku70 acetilaciojakor a Bax felszabadul és a

mitokondriumba véndorol, ahol apoptotikus folyamatokat indit el [122].

Az emlitett példakon keresztiil is latszik, hogy a HAT és HDAC enzimek hatasai nagyon
Osszetettek és szamos fontos celluléris folyamatot befolyasolnak. Ennek ellenére a klinikumban
egyes rakos megbetegedések kezelésére maig sikerrel alkalmaznak HDAC gétlokat. Ennek oka,
hogy a HDAC gatlok tumorellenes hatasat még az eldtt leirtdk, illetve azokat még azt
megeldzden a tumorterdpidban alkalmazni kezdték, hogy a HDAC enzimeket megismerték
volna [120]. Az els6 feljegyzések 1970-bdl szarmaznak, mikor egy eritroleukémids sejtvonalnal
megfigyelték, hogy a hiszton-deacetildz inhibitor butirat jelenlétében a differencialatlan
leukémia sejtek differencialodtak [123], amelynek okat csak késébb fejtették meg [124]. A
hiszton-deacetilaz gatlok kutatdsa a mai napig igen intenziv, tumorellenes szerként vald
alkalmazasuk az évek soran eljutott a klinikai hasznalatig példaul akut promielocitas leukémia
vagy a cutan t-sejtes limfoma (CTCL) esetén, valamint bizonyos szolid tumoroknal is bevetik

ezt a hatdanyag csoportot [125,126].

A HDAC enzimeket 4 osztilyba soroljak, az élesztd fehérjékkel valé homoldgidjuk
alapjan. Az I. II. és IV. HDAC osztalyok az aktiv centrumukban Zn** ionokat tartalmaznak. A
III. enzimosztalyba tartoznak NAD" fliggé szirtuinok. Mivel az 1., II és IV. osztalyba tartozo
hiszton-deacetilazok miikédéséhez Zn?" ionokra van sziikség, igy ezeknek az enzimeknek a
gétlasa a Zn** ionok megkotésével kivitelezheté [127,128]. A HDAC inhibitorok aktivitasat és
szelektivitasat harom f6 szerkezeti résziik befolyasolja: a hidroféb vagy aromas sapka rész, a
Zn-koto, vagy kelatold rész, és a kettot 6sszekotd linearis vagy ciklikus, telitett vagy telitetlen
linker rész [129]. A legtdbb Zn*" ion kétésen alapuld HDAC gatld, mint a ciklikus tetrapeptidek,
nem specifikusak az egyes HDAC enzimosztalyokra. A hidroxdmsavak, mint példaul a SAHA
(szuberoil-anilid-hidroxamsav) és a TSA (Trichostatin A), nagy Zn?>*ion-kté affinitasuknak
kodszonhetden képesek az dsszes Zn** fiiggd HDAC enzimet gatolni. A benzamidok esetén

megfigyelték, hogy képesek specifikusan gatolni az I. tipusit HDAC osztalyba tartozo
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enzimeket. Ezen enzimeknél eltérd a Zn*>" ion kotéséért felelés kémiai rész, amely a
hidroxdmsavakkal ellentétben kisebb affinitassal koti a Zn** ionokat. A HDAC inhibitorok
kozott eltérések lehetnek tovabba abban is, hogy a citoplazmatikus szubsztratok acetilaltsagat
mennyire befolyasoljak [128]. A NAD" fiiggé szirtuinok csoportja nikotinamiddal, és azok

szarmazékaival gatolhatd, amilyen példaul a dihidrokumarin [130].

A HDAC inhibitorok tumorellenes hatasai kozé tartozik, hogy gatoljak a DNS
hibajavitast és apoptozist indukalnak mitokondrialis és oxidativ stressz révén [131,132]. A
HDAC gatlok emelkedett citokrom c felszabadulast és kaszpaz-3 aktivaciot idéznek el [133],
apoptoézist indukalnak a fent emlitett Bax fehérjén keresztiil [122], illetve a p21, Bel-2-Bcel-x és
c-Jun/AP1 utvonalak szabalyozdsdn keresztiil is [134]. Emellett kaszpaz aktivaciotol
fiiggetlentil, a HDAC gatlok autofagia indukcidjan keresztiil is okoznak tumoros sejtekben
sejthalalt [133]. A HDAC inhibitorok, gatolva a tumorok progressziojat, hatdsos tumor-ellenes

anyagoknak bizonyultak mind in vitro és in vivo [135].

A HDAC inhibitorok nem csak Onalloan, hanem mdas kemoterapias szerrel
kombindcioban is alkalmazhatéak, mely kombindcios stratégia megndvelheti a kezelés
hatékonysagat. A HDAC gatlok novelhetik a tumoros sejtek radioszenzitivitasat, igy
sugarterapiaval kiegészitve hatékony tumorellenes hatas érhetd el [136], illetve mas
tumorellenes aktivitassal rendelkezd anyagok, mint a fém nanorészecskék potencialis terapias

partnerei lehetnek.

3D sejtkultarak

A klasszikus 2D in vitro sejtkultirak, mint kisérleti rendszerek rendkiviil elterjedtek,
segitségiikkel farmakoldgiai, terapids vagy diagnosztikai fejlesztések elso tesztelése konnyedén
megvalosithatd és hozzajarulnak mind a sejtbioldgia, mind a molekularis bioldgia fejlédéséhez.
Ennek ellenére ezek az in vitro modellek viselkedésiikben és a stresszre adott valaszukban a

valosagos, komplex bioldgiai rendszerektdl szamos ponton eltérhetnek.

Az in vitro sejtkultirak egyik komplexebb, az in vivo bioldgiai rendszerekhez kozelebb
allo alternativajat kinaljak a 3D sejtkulturak, ahol a sejtek alakja, viselkedése, elhelyezkedése
realisabban tiikrézi az in vivo koriilményeket. 3D kultura kialakitdsakor gyakran a sejteket egy

mesterséges matrixba helyezik, melynek komponense lehet agar6z, kollagén vagy fibronektin,
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amely vazat képezve segiti a sejtpopulacio elrendezédését és novekedést. De vannak olyan
rendszerek, ahol mesterséges matrix nélkiil a sejtek dnmagukban egy gombbé allnak Ossze, €s
sajat maguk termelik meg az extracellularis matrixot. Mindkét esetben a sejt-extracellularis
matrix és a sejt-sejt kapcsolatok szdma megnd a klasszikus 2D elrendezésben ndvesztett
sejtkultirakhoz képest. Gyakoriak az tgynevezett monokultiradk, ilyenkor a 3D modell
kialakitasahoz csak egy fajta sejttipust hasznalnak, de 6sszeallithatdak tobb sejttipusbol all6 ko-
kultarék is, melyben a tumoros sejteket sztroma sejtekkel, leggyakrabban fibroblasztokkal

novesztik egyiitt, igy ndvelve az in vivo rendszerekkel valoé hasonlésagot [137].

cres

szabalyozott sejt-extracellularis matrix kapcsolatot kialakitd fokalis adhézios kapcsolatok és a
citoszkeletalis halozat jatszik szerepet. A gomb alaki sejteken beliil magasabb fokt a
heterokromatinizacié mértéke, mint a letapado elnyult sejtekben [138]. Az egy rétegben novo
sejtekhez képest a 3D rendszerben taldlhat6 sejtek gén és protein expresszidja, tulélése,
sejtkultaraban tenyésztett sejtek nagyobb rezisztenciat mutatnak a kemoterapids szerek €s az
1onizalo sugarzas karos hatasaival szemben. Ennek egyik oka a csokkent hiszton H3 acetilacio
¢s a magas HPla expresszid altal kivaltott heterokromatinizacié lehet. A kondenzaltabb
kromatin szerkezetben az ionizalo sugarzas hatasara kialakuld DNS kettds szalu torések szama

kevesebb lehet, mint egy eukromatikus régioban [139].

Az emelkedett drog- ¢és radiorezisztencia hatterében feltételezések alapjan integrin-
medialt folyamatok allnak. A sejtek a felsziniikon taldlhatod integrin receptorokon keresztiil
kapcsolodnak az extracellularis matrixhoz, ami hidként koti 6ssze az ECM-ot a citoszkeleton
aktin és intermedier filamentumaival. Az integrinek a fokalis adhézids kindzok (FAK)
aktivalasan keresztiil befolyasolhatjak a sejtek viselkedését és ellendlloképességét kiilonféle
behatasokkal szemben. A sugarkezelést kovetden foszforilalddott és aktivalodott FAK aktivalja
a szubsztratjait, a p130Cas ¢és Paxillin fehérjéket, mellyel indirekt modon serkenti a sejtek
aktivalasaval kozvetve serkentik az Akt foszforilaciojat, mely szintén hozzéjarul a tumoros

sejtek tuléléséhez és a proliferacidjuk ndvekedéséhez (4. abra).

Az integrinek aktivacidja tovabba az IPP (ILK, PINCH, Parvin) protein komplexen

keresztiil indirekt médon képes a novekedési faktor receptorok jelatviteli utjait aktivalni
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novekedési faktorok jelenléte nélkiil is, mely szintén hozzajarul a megnovekedett ttléléshez ¢s

crey

kiilonbozd stressz faktorokra, mint példaul kemoterapias szerekre ¢€s irradiaciora adott

valaszukban nagyban hasonlitanak az in vivo rendszerekben talalhato sejtekhez.

Extracellularis tér

EGFR Integrin

Sejt membran

Citoplazma JNK . @
Alkdin

Tulélés, proliferacia, differenciacid

4. abra Az integrinek altal kozvetitett cellularis folyamatok. A sejt-sejt és sejt-ECM

------

sejtosztodast [142].

A 3D sejtkultarak hasznalatabol szerzett tudds hozzajarul a sejtmiikodés komplexebb
megértéséhez, tovabba lehetéséget teremt arra, hogy in vitro rendszerben vizsgalhassuk az in
vivo el6forduld sejt-sejt kolcsonhatasokat €s igy in vivo rendszerek hasznalata nélkiil is
tesztelhetiink potenciélis tumorellenes anyagokat, igy csokkentve a felaldozasra kertil6 allatok

mennyiségét.
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Célkitiizés

Kisérleteink soran arra probaltunk valaszt kapni, hogy a fém nanorészecskék és a HDAC
inhibitorok kombinaciojanak alkalmazasa felerdsiti-e ezen kemoterapids anyagoknak a
tumorellenes hatasat és a tumorterapia hatékonysagét akar mas terapids modalitassal egyiitt

alkalmazva.

Az elsé kisérleti megkozelitésiinkben az AgNP és a HDAC gétlo TSA kombinacidja altal
kifejtett hatdsokat hasonlitottuk Ossze a kiilon AgNP ¢és a kiilon TSA 6nallé kezelések
hatdsaival. A masodik kisérleti megkozelités soran az dGnmagaban nem toxikus AuNP ¢és a mar
onkoterapias hasznalatban 1évé HDAC gatlo SAHA kombinacidjanak radioszenzitizalo hatasat

vizsgaltuk tumoros sejteken.

Az alkalmazni kivant arany, illetve eziist nanopartikulumok méretének kivalasztasa
irodalmi adatok alapjan tortént. A kisméretli AgNP-k (koriilbeliil 10 nm-ig) bizonyultak a
legtoxikusabbaknak in vitro kisérletekben, mig a nagyméreti (75 nm-nél nagyobb)
partikulumok biologiai aktivitdsa jelentdsen kisebb a csokkent feliilet-térfogat aranyuknak
koszonhetden [143]. Mivel kisérleteinkben az AgNP-t kombindcios partnerként kivantuk
alkalmazni, emiatt a kisebb citotoxicitast mutato, kozepes méretii, koriilbeliil 35 nm nagysagu

részecskéket valasztottuk.

A masodik kisérleti megkdzelitésiinkhoz a koriilbelil 10 nm atmérdjii  arany
nanorészecskéket valasztottuk, mivel a legnagyobb radioszenzitizalo aktivitast a koriilbeliil

13 nm atmérdjii gdmb alaki AuNP-k esetében irtak le in vitro és in vivo is [144].
Mindkét kisérletsorozatban megvizsgaltuk, hogy

- a tumoros sejtek a fém nanorészecskéket képesek-e felvenni,

- a nanorészecskék a HDAC gatlok hatasat befolyasoljak-e a kombinacids kezelések
soran,

- végiil pedig hogy a két anyag kombinacidja képes-e egymds hatasat jelentdsen

pontencirozni.

Az AgNP ¢és a TSA kombinacios kezelések tumorellenes hatasanak felderitéséhez célul

tlztiik ki:
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az AgNP és a TSA citotoxikus hatasanak vizsgalatat tumoros sejteken kiilon-kiilon
¢s kombinacidban alkalmazva

annak meghatarozasat, hogy a kombinacids kezelések soran a két szer kozott
antagonista, additiv vagy szinergista kdlcsonhatas van-e

hogy megvizsgaljuk a két szer kombinacidjanak DNS karositd hatdsa felerésodik-e
a kiilon AgNP vagy TSA kezeléshez képest

illetve arra kerestiik a valaszt, hogy az AgNP és TSA kezelés képes-e oxidativ

stresszt és apoptozist indukdlni a tumoros sejtekben.

Az AuNP és a SAHA szinergista radioszenzitizalo hatdsanak megallapitdsahoz célunk

volt megvizsgalni, hogy:

a két szer irradiaciot kdvetden antagonista, additiv vagy szinergista tumorellenes
kdlcsonhatast fejt-e ki

az AuNP ¢s SAHA kiilon-kiilon és kombinacioban torténd alkalmazéasa hogyan
befolyasolja a tumoros sejtek koloniaformald képességét irradiaciot kovetden,

az AuNP és a SAHA kombinacidban felerdsiti-e az ionizalo sugarzas DNS karositd
hatasat.

ha a két szert kiilon-kiilon és kombinacioban alkalmazzuk 3D sejtkultiran, ez
hogyan hat a tumoros sejtek koloniaformalo képességére irradiaciot kovetden,

az AuNP és SAHA kezelés milyen mértékben noveli az ionizald sugarzas DNS

karosito hatasat 3D sejtkultura modellben.
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Anyagok és modszerek
Fém nanorészecskék szintézise és karakterizalasa

A Kkisérleteinkben felhasznalt nanorészecskék szintézisét €s karakterizalasat a Szegedi
Tudomanyegyetem Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszékén végezte Dr. Ronavari
Andrea ¢és Bélteky Péter. Mind az AuNP, mind az AgNP szintézis¢hez a Lee és Meisel altal
leirt kémiai redukcidos modszert alkalmaztak [145], mellyel a kivant mérettartomanyban,

kontrollalt szintézissel allithatdak elé gomb alaku fém nanorészecskék.

Az eziist partikulumok eldallitdsa tobblépcsds szintetikus eljarassal tortént. Az elsd
1épésben 1%-o0s eziist nitrat oldat eziist ionjainak redukéldsa zajlik 0,1%-o0s natrium-
borohidriddel, 1%-os natrium-citrat jelenlétében, mellyel atlagosan 5 nm atmérdjii részecskék
szintézise valosul meg. A masodik redukcios Iépésben ezek az 5 nm-es részecskéket, mint
szintetikus goécokat alkalmazzék, majd a folyamatot tobbszor ismételve, végiil atlagosan
koriilbeliil 35 nm nagysagu, citrattal stabilizalt, egységes negativ feliileti toltéssel rendelkezd

AgNP-t tartalmaz6 kolloid oldatot kaptak.

Az AuNP szintézisekor hidrogén-tetrakloro-aurat oldatot haszndltak, és a redukciot
szintén 0,1%-0s natrium-borohidrid és 1%-os natrium-citrat jelenlétében valositottdk meg. A
kapott 5 nm koriili partikulumokat egy tovabbi 1épésben, azonos oldatok felhasznalasa mellett
novesztették, mely sordn egy atlagosan 10 nm-es nagysagl arany nanorészecskéket tartalmazé

kolloid oldatot nyertek.

crer

elektronmikroszkopos felvételek alapjan (TEM) (FEI Tecnai G® 20 X, FEI Corporate
Headquarters, Hillsboro, OR, USA) hataroztdk meg. A nanorészecskék atlagos méretének
meghatarozasa és a partikulumok feliileti toltésének mérése Zetasizer Nano ZS (Malvern,
Worchestershire, UK) eszkozzel tortént. A szintetizalt arany €s eziist nanorészecskék optikai
jellemzdit, illetve az aranyra és az eziistre jellemz6 abszorpcids spektrumokat UV-Vis
spektrofotométerrel hataroztdk meg (Ocean Optics 355 DH-2000-BAL UV-Vis
spektrofotométer, Halma PRC, Largo, FL, USA).

A transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgéalatok alapjan az AgNP-k koriilbeliil 35 nm

(1. fiiggelék abra (a), 1.tablazat), az AuNP-k nagyjabol 10 nm atméréjiek voltak
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(1. fiiggelék abra (c), 1. tablazat), melyet mindkét részecske esetében dinamikus fényszoras
(DLS) mérésekkel is bizonyitottak. A DLS eredmények azt mutattak, hogy a kolloid oldatban
az AgNP részecskék legnagyobb szamban a 30 ¢s 40 nm-es mérettartomanyba estek, mig az
AuNP-k atlagosan kb. 10 nm nagysagunak bizonyultak (1. fiiggelék abra (b,d)). Az AgNP
kolloid UV/lathaté fény spektrumaban 400 nm-nél mutatott elnyelési maximumot, az AuNP
esetében az abszorbancia maximuma 520 nm-nél volt tapasztalhatd. Ezek az abszorpcios
maximumok karakterisztikusak az eziist, illetve az arany nanorészecskékre (feliileti plazmon

rezonancia) (1. tablazat, 2. fiiggelék abra).

Mindkét kolloid oldat eldallitasakor natrium-citratot alkalmaztak redukalo és stabilizalo
szerként, mely egységes negativ citrat burkot eredményezett a részecskék felszinén. Ennek
koszonhetden a partikulumok a vizes oldatban erdsen negativ feliileti toltéssel rendelkeznek, a
zeta potencidl mérés alapjan ez az AgNP esetében -43,56 mV, az AuNP esetében -36,3 mV,
mely értékek a kolloid oldatok stabilitdsat bizonyitjak (1. tablazat).

Paraméterek AgNP AuNP
Méreteloszlas (nm) 34,73 + 8,69 9,96 £ 2,14
Zeta potencial (mV) - 43,56 - 36,2

Elnyelési maximum (nm) 400 520

1. tablazat A fém nanorészecskék karakterizalasa. Az eldallitott fém nanorészecskék
méretének eloszlasa TEM felvételek alapjan, feliileti toltésiik zeta potencial méréssel, a kolloid
oldatok elnyelési maximumai az UV-Vis abszorpcios spektrumuk alapjan lett meghatarozva.

A nanorészecske szintézis soran negativ feliileti téltéssel rendelkezd, stabil, citrat-burkolt

AgNP és AuNP nanorészecskéket tartalmazoé kolloid oldatokat allitottak eld.

Human sejtkultura

A kisérleteinkben HelLa human cervikalis karcinoma, U20s human oszteoszarkéma, 4T1
egér emldkarcinoma, NIH-3T3 egér fibroblaszt, A549 human tiidé adenokarcinoma, DU-145
¢s PC-3 human prosztatardkos sejtvonalakat és MCF-7 humén emld adenokarcindma
sejtvonalakat hasznaltunk, melyeket az ATCC-t6] vasarolt a Biokémiai és Molekularis
Biologiai Tanszék. A HelLa, U20s ¢és NIH-3T3 sejteket 1 g/l gliikoz tartalmi DMEM
médiumban (Biosera) ndvesztettiik, amit a HeLa sejtek esetében 5%, mig a tobbi sejtvonal

esetén 10% borjuszérummal (FBS, EuroClone), valamint minden esetben 2 mM L-glutaminnal
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(Gibco), 0,01% sztreptomicinnel és 0,006% penicillinnel (Biosera) egészitettiik ki. A 4TI,
A549,DU-145, PC-3 és MCF-7 sejteket RPMI médiumban (Biosera) tartottuk fent, melyet 10%
FBS-sel, 2mM L-glutaminnal, 0,01% sztreptomicinnel ¢és 0,006% penicillinnel
komplementaltunk. A sejteket 37 °C-os inkubétorban 5% CO2 és 95% paratartalom mellett
tartottuk fent.

A 3D szferoidok 0sszedllitdsat a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban Dr. Vizler Csaba,
Buhala Andrea és Dr. Marton Annamaria végezte a Dr. Balogi Zsolt altal optimalizalt protokoll
szerint. A 3D sejtkulturdk kialakitasdhoz és fenntartdsahoz hasznalt anyagokat 0,22 pm
porusméretli szlirén (Merck) szlirték at. A szferoid képzéshez U-alji 96-lyuku mikrotiter lemezt
metakrilattal) (poli-HEMA, Sigma-Aldrich) vontak be. Az A549, DU-145, PC-3 ¢és MCF-7
sejtekbdl 10000-10000 db sejtet osztottak ki a poli-HEMA-val bevont 96-lyukt lemez egyes
zsebeibe, majd centrifugéltak a lemezeket 280 g-n 5 percig, és 7 napig inkubaltak 37 °C-on 5%
CO2 €s 95% paratartalmat biztositd inkubatorban.

ooooo

Katalin és Dr. Varga Zoltan segitségével. A besugarzast 6 MeV energidju fotonnal hajtottuk
végre, melyet egy linedris gyorsitd allitott el6 (Primus linearis gyorsitd, Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen, Németorszag). Az irradidciot minden esetben 100 cm-es forras-izocentrum
tavolsag mellett végeztiik a sejtkultirakon, ahol sejteket tartalmazd mikrotiter lemezek 2 db
2 cm vastagsagu polimetil-metakrilat lemez kozé voltak helyezve, annak érdekében, hogy
biztositsuk az irradiacid6 homogenitasat. Minden mintanadl az izocenter a lemezek
kozéppontjahoz lett igazitva. A mintdk egyenletes kitettsége érdekében két iranybol tortént az
irradidcio. A tervezett dozis egyik felével kezeltiik a mintakat feliilr6l (0°), majd a sugarforras
180°-kal torténd elforgatdsa utan a tervezett dozis masik felével alulrdl is besugaraztuk a
lemezeket. A kisérleteinkhez hasznalt 2 Gy sugardozis eléréséhez 1 percig tettiik ki a mintakat
6 MeV energigju fotonnal torténd sugarzasnak, mig a 4 Gy sugarddzist 2 perces 6 MeV

energidju besugarzassal értiik el.
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Elektronmikroszkopia

Az AgNP és az AuNP huméan sejtekbe torténd bejutasat elektronmikroszkoppal
vizsgéltuk. Ehhez a sejteket 0,4 um porusméreti membranra (Thermo Fisher Scientific)
novesztettilk, majd 24 6ra inkubacidé utin a sejteket eziist vagy arany nanorészecskékkel
kezeltiik. 24 6ras kezelés utan a nanorészecskét tartalmazo médiumot a sejtekrdl eltavolitottuk,
a sejteket PBS-sel mostuk, majd 4%-os glutaraldehiddel fixaltuk. A mintak elokészitését €s az
elektronmikroszkopos vizsgalatokat az SZTE AOK Pathologiai Intézetében Dr. Razga Zsolt és
Németh Erika végezték. A mintdkat el0szor zselatinba agyaztak, majd ezekbdl 1-2 mm-es
kockakat vagtak, amit aztan epoxigyantaba (Embed 812, EMS, PA 19440) agyaztak. A sejtréteg
azonositdsadhoz 1 pm-es metszeteket készitettek, majd abbol tovabbi 70 nm vékonysagu
szeleteket vagtak, amit uranil- és 6lom-acetat oldatokkal festettek. A mintédkat Jeol JEM-1400
elektronmikroszkoppal (Jeol Ltd., Tokio, Japan) vizsgaltdk, 100 kV gyorsitd fesziiltséget

alkalmazva.

Citotoxicitas vizsgalatok

Az AgNP és TSA (Sigma-Aldrich) citotoxikus, és az AuNP és SAHA radioszenzitizald
hatdsat a tumoros sejteken MTT modszeren alapuld toxicitas vizsgalattal detektaltuk. A
vizsgélathoz 10000 db HeLa sejtet osztottunk ki 96-lyukt mikrotiter lemezbe, majd 24 6ra utan
kezeltiik 0; 2; 4; 6 vagy 8 uM AgNP-vel, 0; 15; 30; 45 vagy 60 nM TSA-val vagy a kettd
kombinaciodjaval 1:7,5 allando aranyt tartva, 72 6ran keresztiil. Az inkubacios id0 letelte utan a
sejteket mostuk PBS-sel, majd 0,5 mg/ml MTT (Sigma-Aldrich) reagenst mértiink a mintakra
¢s ezzel inkubaltuk 1 6rdn at. A tetrazoliumbol az €16 sejtek altal atalakitott kristalyos formazant
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk vissza, majd a mintdk fényelnyelését 570 nm-en mértiik
mikrotiter lemez olvasoval (Synergy HTX, Biotek, Winooski, Vermont, USA). A kombinacios
kezelések utdn a két szer kozotti additiv, szinergista vagy antagonista kdlcsonhatas
meghatdrozasa a kombinacids indexek kiszdmolasaval (CompuSyn Szoftver 1,0 Verzio, Ting-
Chao Chou és Nick Martin) tortént. A feltiintetett kombinaciés index (CI) kiszdmitdsa az
effektiv dézis (ED) 50, ED75, ED90 és ED95 értékeknél kapott kombinéacios indexek atlagabol

tortént.
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Az AgNP és TSA kombinacios kezelések CI értékeit meghataroztuk MCF-7, U20s, 4T1
és NIH-3T3 sejteken is. A sejtvonalakbdl 10000-10000 db sejtet osztottunk 96-lyuku
lemezekbe, majd kezeltiik 1,27; 5,08; 12,7; 24,5 uM AgNP-vel, 23; 92; 230 ¢és 443 nM TSA-
val és a ketté kombindcidjaval 1:18,11 alland6 aranyt tartva. Az MTT esszét és a CI szamitést

24 6rés kezelést kovetden végeztiik.

Az AuNP és SAHA (MedChemExpress) egylittes kezelés radioszenzitizald hatasanak
szinergista, additiv vagy antagonista egyiittmiikodését szintén MTT esszével hataroztuk meg.
Ehhez 5000 db A549, DU-145, PC-3 és MCF-7 sejtet osztottunk ki a 96-lyukt mikrotiter lemez
egyes lyukaiba, majd hagytuk letapadni. A kovetkezé napon kezeltiik a sejteket 6,8; 34 ¢és
68 uM AuNP-vel, 0,1; 0,5 és 1 uM SAHA-val, vagy a két szer egyiittesével, majd 24 orat
kovetéen 0 és 2 Gy sugardozissal irradidltuk. A mintdkon az AuNP és SAHA kezelés
megkezdésétdl szamitott 72 6ra mulva MTT esszét végeztiink, majd a kapott értékekbdl a fent

leirtak alapjan meghataroztuk a CI értékeket.

A két szer kozotti kolcsonhatds jellegét egy kordbban kozolt tanulmény alapjan
allapitottuk meg: ha a CI érték 1 alatti szdm, az szinergista egyiittmiikodést jelent, ha egyenld
1-gyel, az additiv kolcsonhatast bizonyit, mig ha a CI érték nagyobb, mint 1 azt antagonista

kolcsonhatasnak tekintettiik [146].

Scratch esszé

A HelLa sejtek migracids aktivitasat scratch esszével vizsgaltuk. Ehhez 3*10° db HeLa
sejtet osztottunk ki 6-lyuku lemezbe. Miutdn a sejtek egy sejtrétegben konfluensre nétték a
tenyésztd lemez aljat, egy P100-as pipettahegy segitségével sebzést huztunk a konfluens
sejtrétegbe fliggdleges €s vizszintes iranyban, igy egy keresztet formalva. Ezutan a tenyésztd
médiumot lecseréltiik és kezeltiik a mintdkat 6 uM AgNP-vel, vagy 45 nM TSA-val vagy a
ketté kombinaciojaval. Majd 0, 24, 48 és 72 draval a sebzés utan fényképeket készitettiink az
egyes mintakrol a kereszt f0lott, a keresztben és a kereszt alatt, igy biztositva azt, hogy az 6sszes
idépontban az egyes mintakrol megkozelitdleg ugyanabban a pozicidban késziiljon felvétel
(Motic AE21, Nikon Eclipse 80i, Minato, Tokio, Japan). A képek alapjan Imagel szoftverrel
lemértiik a sebzés teriileteit, és az adott kezelési idotartam leteltekor mért teriileteket a 0.
idépontban lemért sebzés teriiletére normalizaltuk az aldbbi képlet alapjan: (teriileton-

tertiletkezelesi ids) ™ 100/tertileton.
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DCFDA festés

Az AgNP és a TSA kezelés hatasara keletkezd reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét
DCFDA festéssel detektaltuk. Ehhez 3*10° db sejtet osztottunk 6-lyuk(i lemezbe, amit masnap
6 uM AgNP-vel, 45 nM TSA-val, vagy a ketté kombinacigjaval kezeltiink 24 6ran keresztiil.
Majd a kezelést eltavolitottuk a mintakrol, PBS-sel mostuk 6ket és 10 uM DCFDA festéket
(Sigma-Aldrich) mértiink a mintdkra, mellyel 1 6rdn 4t inkubalédtak. A mintdkat végiil
OLYMPUS BX51 (Olympus, Sindzsuku, Tokio, Japan) fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk, a felvételeket Olympus DP70 (Olympus, Sindzsuku, Toki6, Japan) kameraval
készitettilk. Az intracellularis fluoreszcencia intenzitast Image] szoftver segitségével

hataroztuk meg.

Immuncitokémia

Az immunfestéshez a sejteket kor alaka, 13 mm atmérdji iiveg feddélemezre (VWR)
novesztettiilk, melyet elézetesen 24-lyuku lemezbe helyeztiink. Minden sejtvonal esetében
1*10° db sejtet osztottunk ki a 24-lyukt lemez egyes zsebeibe. Annak bizonyitaséara, hogy a
fém nanorészecskék nem befolyasoljadk a HDAC inhibitorok hatasat a kombinacios kezelések
soran, acetilalt-lizin (ac-Lys) immunfestést végeztiik. A HeLa sejteket a kiosztas utdn 24 oraval
megkezeltiik 6 pM AgNP-vel, 45 nM TSA-val vagy a kettd kombinaciojaval, illetve a masik
esetben az A549 sejteket 6,8 uM AuNP-vel, 0,1 pM SAHA-val vagy a két szer egyiittesével. A
kezelé anyagokat tartalmazo médiumot 24 6ras inkubacié utan eltavolitottuk, majd a mintakat
4% formaldehidben (Sigma-Aldrich) fixaltuk. A sejteket 0,3% Triton-X-100 oldattal (Sigma-
Aldrich) permeabilizaltuk, majd 5% borji szérum albuminnal (BSA) (Sigma-Aldrich)
blokkoltuk. Ezt kdvetden a mintadkon az els6dleges anti-ac-Lys ellenanyagot (Abcam) 1% BSA-
ban 1:200 higitdsban hasznaltuk, amit a Dylight 549 fluoroférral konjugaltatott méasodlagos
antitesttel (Abcam) torténd inkubacid kovetett (1:400). A citoplazma jeldléséhez anti-tubulin
elsddleges ellenanyagot alkalmaztunk (1:600), majd Alexa 488 fluorofoér konjugaltatott
masodlagos antitestet (Invitrogen) hasznaltunk, melyet 1% BSA-ban higitottunk (1:1200). A
sejtmagokat 300 nM DAPI (Thermo Fisher Scientific) vagy 3,25 uM Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich) fluoreszcens festékkel jeloltiik. A mintakat OLYMPUS BXS51 (Olympus, Sindzsuku,
Tokid, Japan) mikroszkopon vizsgaltuk és a képeket Olympus DP70 kameraval (Olympus,

Sindzsuku, Tokid, Japan) készitettiik. Emellett az acetilalt lizin mennyiségi elemzéséhez az
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AuNP és SAHA kombindcidjanak tesztelésekor 96-lyukt mikrotiter lemezbe osztottunk A549
sejteket (1*10* db sejt/lyuk), melyeket megfestettiink anti-ac-Lys ellenanyaggal a fent leirtak
szerint. A fluoreszcencia intenzitast Synergy HTX mikrotiter lemez olvasoban (Biotek,

Winooski, Vermont, USA) mértiik le (Excitacio: 485/20; Emisszio: 528/20).

A DNS kérosodas mértékét YH2AX immunfestéssel vizsgaltuk. Az AgNP és a TSA
kezelés DNS karositod hatasanak vizsgalatdhoz a HeLa sejteket 6 pM AgNP-vel, 45 nM TSA-
val vagy a kettd kombinacidjaval kezeltilk 24 oran keresztiil. Annak vizsgélatara, hogy az
AuNP ¢és SAHA kezelés az ionizalo sugarzas DNS kérositd hatdsat hogyan befolyasolja, az
A549, DU-145, PC-3 és MCF-7 sejteket 6,8 uM AuNP-vel, 0,1 uM SAHA-val vagy 6,8 uM
AuNP-vel és 0,1 uM SAHA-val kezeltiik 24 6ran keresztiil, majd 0 és 2 Gy sugarddzissal
irradialtuk. A mintakat a besugarzast kovetéen 1 oraval 4%-os formaldehidben fixaltuk. A
mintakat az immunreakciokhoz minden esetben a kdvetkezé modon készitettiik eld. A YH2AX
elsddleges antitestet (Thermo Fisher Scientific) 1:300 higitasban hasznaltuk, amit az Alexa 488
fluorofor konjugéltatott masodlagos ellenanyag (Invitrogen) kdvetett, melyet 1% BSA-ban
1:600 aranyban higitottunk. A sejtmagokat 300 nM DAPI (Thermo Fisher Scientific) vagy
3,25 uM koncentracioja Hoechst 33342 festékkel (Sigma-Aldrich) jeldltiik, majd a mintakat
Olympus FV10i konfokalis mikroszkoppal (Olympus, Sindzsuku, Tokio, Japan) vizsgaltuk. A
mintakrol készitett képek alapjan meghataroztuk a YH2AX pozitiv sejtek ardnyat, illetve a
YH2AX-szel festddo sejteken beliil sejtmagonként megszamoltuk a yYH2AX fokuszok szamat.

Az AgNP ¢és a TSA kezelés apoptozist indukald hatasat kaszpaz-3 festéssel vizsgaltuk.
Ehhez a HeLa sejteket 6 uM AgNP-vel, 45 nM TSA-val vagy a ketté kombinacidjaval kezeltiik
24 oran keresztiil, majd a mintdkat az el6zéekben leirt modon készitettik eld az
immunfestéshez. A hasitott kaszpaz-3 ellenes els6dleges ellenanyagot (Cell Signaling) 1:600-
ban, majd a Dylight 549 fluorofér konjugaltatott masodlagos antitestet 1:1200-ban
alkalmaztuk, melyek 1% BSA-ban voltak higitva.

Immunhisztokémia

A 3D sejtkultirakon az AuNP és a SAHA DNS karositd hatasat a DNS-ben keletkezd
kettés szalu torések detektalasaval hataroztuk meg. A szferoidokat 34 uM AuNP-vel, 1 uM
SAHA-val, vagy a kett6 egyiittesével kezeltiik 24 o6ran keresztiil, majd irradialtuk 0, 2 és 4 Gy

dozissal. A mintdkat a besugarzast kovetden 1 oraval lefixaltuk 4% formaldehidben és
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beagyaztuk 3%-o0s agarézba. A mintdk immunhisztokémiai festését az SZTE AOK Pathologiai
Intézetében Prof. Dr. Tiszlavicz Laszlo és Daru Krisztian végezték. Az agardz kockakat
paraffinba agyaztdk, amib6l 5 mm vastagsagu szeleteket vagtak, majd a mintdkat ezutan
deparaffinizaltdk. A hdvel torténd antigén feltarast kovetden a DNS kettds toréseket anti-
YH2AX elsédleges ellenanyaggal, majd tormaperoxiddzzal konjugalt masodlagos
ellenanyaggal vizualizaltdk. A mintdkat OLYMPUS BX51 mikroszkdppal vizsgaltuk, majd
Olympus DP70 kamera (Olympus, Sindzsuku, Toki0, Japan) segitségével készitettiink képeket,

¢s a felvételek alapjan meghataroztuk a YH2AX pozitiv sejtek ardnyat a mintakban.

Western blot

A HDAC gatlo TSA hatasara bekovetkez6 reverzibilis kromatin modositasokat a HeLa
sejtekben Western blottal vizsgaltuk, miutdn a szert egymagaban, vagy AgNP kezeléssel
kombinacioban alkalmaztuk. A kisérletekhez 6*10° db HeLa sejtet osztottunk 6 cm 4tmérdjt
petricsészébe, amit masnap kezeltink 6 pM AgNP-vel, 45nM TSA-val vagy a kettd
kombindciojaval. 24 o6ras inkubaciot kovetéen a hatéanyagokat tartalmazéd tapfolyadékot
eltavolitottuk a mintdkrél, mostuk PBS-sel, majd a sejteket Osszegyljtottik sejtkaparo
segitségével. Ezt kovetden a sejteket 2000 rpm-en torténd 5 perces centrifugalds utan 50-50 pl
lizis pufferben vettiik fel (50 mM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan, 2 mM EDTA, 50 mM
NaCl, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF). Ezt kdvetéen mechanikai sejtfeltarast alkalmaztunk
folyékony nitrogénben fagyasztva és felolvasztva a mintdkat egymas utdn 5 alkalommal. A
mintakat centrifugaltuk 13000 rpm-en 10 percig, majd a feliiliszot, ami tartalmazza a fehérjéket
hataroztuk meg a gyart6 utasitasai alapjan. A mintakbol 15-15 pg fehérjét kevertiink be fehérje
loading pufferrel (60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-merkaptoetanol, 0,002%
bromfenolkék), majd a mintdkat 15%-o0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg. A fehérjéket
a gélen torténd szétvalasztds utdn atblottoltuk nitrocellul6z membranra (Amersham), amit
0,005% Tween-20 (Molar Chemicals) tartalmi TBS-ben oldott 5%-os sovany tejben
blokkoltunk. A hiszton fehérjék bizonyos aminosav oldallancain bekovetkezett acetilacidjanak
mértekét 1% tejpor oldatban higitott acetilalt H4KS (Abcam, 1:4000 higitasban), acetilalt H4K8
(Abcam, 1:3000 higitasban) és acetilalt H3K23 (Abcam 1:3000 higitasban) elsddleges
antitestek alkalmazéisaval detektaltuk. A membranokat egy ¢jszakan at az elsddleges

ellenanyagok oldataban, majd ezt kovetden tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel
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(Dako, 1:4000 higitasban) inkubaltuk. Emellett vizsgaltuk a H3K9 trimetilaciéjanak (Abcam
1:500 higitasban) megjelenését is, melynek nagy szerepe van a heterokromatin kialakitasdban
[147,148]. Ehhez szintén tormaperoxidaz konjugélt masodlagos antitestet (Dako) hasznaltunk
1:1000 higitasban. Ahhoz, hogy bizonyitsuk, hogy minden mintdbol egyenlé mennyiségii
fehérjét vittlink fel a gélre, a H3 és az a-aktin haztartasi fehérjék mennyiségét detektaltuk. Az
anti-H3 elsddleges ellenanyagot (Abcam) 1:2500-ban, az anti-a-aktin (Sigma) elsddleges
antitestet 1:5000-ben hasznaltuk, melyet tormaperoxidaz konjugalt mésodlagos antitesttel
torténd inkubalas kovetett 1:5000 és 1:10000-es higitdsban. Az immunreakciok utdn a
membranokra ECL reagenst (Immobilon) rétegeztink a gyartd altal megadott utasitdsok
alapjan, és a keletkezett kemilumineszcens jelet C-DIGIT Blot Scanner (LI-COR, Lincoln,
Nebraska, USA) segitségével detektaltuk.

Tumoros sejtek koloniaképzé képességének vizsgalata

Az AuNP ¢és a SAHA tumoros sejtekre kifejtett radioszenzitizald hatasat a sejtek
koléniaformalé képességének valtozasaval detektaltuk. Ehhez 6*10° db sejtet osztottunk ki T25
sejttenyésztd flaskaba, amit 24 ora elteltével 6,8 uM AuNP-vel, 0,1 uM SAHA-val, vagy a
kettd kombinacidjaval kezeltlink. 24 6ras inkubéciot kovetden a kulturdkat irradidltuk 0, 2 vagy
4 Gy sugardozissal. A kovetkezd napon tripszin kezelést kovetden Biirker kamraban
megszamoltuk a sejteket, majd minden mintabol 700-700 db sejtet osztottunk ki a 6-lyuka
lemezek egyes lyukaiba 3-3 technikai parhuzamosban, amelyeket 2-2 ml 10% FBS tartalmu
médiummal fedtiink. A koloniakat 1 hétig hagytuk néni, majd metanol-aceton elegyében (7:3)
fixaltuk oOket. A fixalast kovetéen a kolonidkat megfestettiik 25%-0s metanolban oldott
kristalyibolyéaval. Végiil a kolonidkat megszamoltuk és az adatokat a 0 Gy kezeletlen mintara

normalizaltuk.

A 3D sejtkulturak esetén a szferoidokat, a 3D sejtkulturak kialakitasa utan 1 héttel 34 uM
AuNP-vel, 1 uM SAHA-val vagy a két szer kombinacidjaval kezeltiik. 24 oras kezelést
kovetden a kultardkat 0, 2 és 4 Gy sugardozisnak tettiik ki, majd ujabb 24 6ra inkubéci6 utan a
szferoidokat Accumax (Invitrogen) segitségével 1-sejtes szuszpenzidva szedtiik szét. Ehhez a
médiumot maradéktalanul eltavolitottuk a szferoidokrdl és 50-50 ul Accumax ramérése utan
10 percig inkubdltuk o6ket 37 °C-on. A sejteket addig szuszpendaltuk, amig 1-sejtes

szuszpenziot nem kaptunk, amit mikroszkop alatt ellendriztiink. A sejtszdmot Biirker kamraban
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allapitottuk meg, majd minden egyes kezelésnek kitett mintabol 700 db sejtet osztottunk ki 6-
lyukt lemezre, amit 2 ml 10% FBS tartalmi médiummal fedtiink. A kolonidkat 1 hétig
novesztettilk, majd metanol-aceton 7:3 elegyében fixaltuk és 25%-0s metanolban oldott
kristalyibolya oldattal festettiik, majd a kolonidk szdmolasa utan az adatokat a 0 Gy kezeletlen

kontrollra normalizaltuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizis minden esetben GraphPad Prism 6 szoftverrel tortént.
Egyszempontos ANOVA (variancia analizis) Dunnett-féle Osszehasonlitast végeztiink az
acetilalt-lizin immunfestés eredményeként kapott adatokon, mely soran a kezelt mintak értékeit
hasonlitottuk a kezeletlen mintdhoz. A DCFDA festés eredményeinek kiértékelésekor, a
kaszpaz-3 festésbol szarmazd adatok analizisekor, a YH2AX pozitiv sejtek aranyaban és a
YH2AX fokuszok szamaban megfigyelt kiilonbségek analizisekor egyszempontos ANOVA
Tukey-féle tobbszords 0Osszehasonlitast alkalmaztunk, mely sordn az Osszes mintat
Osszevetettik  mindegyik minta értékével. Kétszempontos Sidak-féle tobbszoros
Osszehasonlitast alkalmaztunk a western blot adatok analizisekor és kétszempontos ANOVA
Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitds tortént a viabilitds vizsgélatok eredményein, a scratch

assay eredményeinek analizisekor, és a koloniaképzd képesség vizsgalatok kiértékelésekor.
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Eredmények
Az AgNP és AuNP képesek bejutni a tumoros sejtekbe és akkumulalodni a citoplazmaban

Annak bizonyitasara, hogy a nanorészecskéket a tumoros sejtek felveszik, TEM
felvételeket készitettiink HeLa sejtekrdl az AgNP kezelést kovetden, és az A549 sejtekrdl az

AuNP-vel torténod kezelés utan (5. abra).

AgNP aggregitumokat figyeltiink meg nagy szdmban a HeLa sejtek felszinén és azok
citoplazmajaban. A sejtek felszinén filopodiumokkal korbezart részecskéket detektaltunk, mig
intracellularisan a partikulumok multilamellaris testecskékben helyezkedtek el, mely az
endoszomalis moédon megvalosuldé nanopartikulum felvétel egyik bizonyitéka lehet

(5. abra (a)).

Az AgNP kezelt HelLa sejtekhez hasonléan az AS549 sejtek is képesek voltak a
nanorészecskék, jelen esetben az AuNP-k felvételére. A TEM felvételeken jol latszodnak az
AuNP nanorészecskék a sejtek felszinén és a citoplazmaban. Az A549 sejtek felszinén
filopodiumokkal asszocialt AuNP aggregatumokat detektaltunk, mig a sejtek citoplazmdjaban
a partikulumok multivezikularis testecskékben helyezkedtek el (S. abra (b)). Sem az AgNP
kezelt HeLa sejtek, sem az AuNP kezelt A549 sejtek esetében nem detektaltunk nanorészecskét

a sejtmagban.

5. abra A fém nanorészecskék bejutnak a tumoros sejtek citoplazmajaba. (a) A Hela
sejtek felszinén és a citoplazmaban nagy szamban figyeltiink meg AgNP aggregatumokat. (b)
A TEM képek alapjan megéllapithatd, hogy az A549 tumoros sejtek képesek voltak felvenni az
AuNP részecskeéket.
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A fém nanorészecskék nem befolyasoljak a HDAC gatlok hatasat a kombinacios kezelések
soran

Az acetilalt lizin mennyiségének kimutatasaval az AgNP és TSA kombinacios kezelések,
illetve az AuNP ¢és SAHA kettds kezelések soran alkalmazott két HDAC gatld hatasat
vizsgaltuk kiilon-kiilon és a fém nanorészecskék jelenlétében is. Mind a TSA kezelés a HeLa
sejtekben (6. abra (a)), mind pedig a SAHA kezelés az A549 sejtekben (6. abra (b))
megnovelte az acetilalt lizin mennyiségét a kontrollhoz és az AgNP vagy AuNP kezelt

sejtekben tapasztalthoz képest.
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6. abra A fém nanorészecskék nem befolyasoljak a HDAC gatlok hatasat a tumoros
sejtekben (a) Az AgNP jelenléte nem befolyasolta a HDAC inhibitor TSA altal megnovekedett
lizin acetilacid6 mértékét a HeLa sejtekben. Egyszempontos ANOVA Dunnett tobbszords
Osszehasonlitds, *P értek < 0,05; Méretarany: 100 um. (b) A SAHA kezelés ¢és az AuNP és
SAHA kombinéciojanak hatdsara szignifikdnsan megndétt az acetildlt lizin mennyisége a
sejtmagban. Egyszempontos =~ ANOVA  Dunnett  tobbszorés  Osszehasonlités,
*EXP ertek < 0,0005. Méretarany: 100 um.

Onmagukban az AgNP és AuNP kezelések nem befolyasoltak az ac-Lys fluoreszcencia
intenzitast a tumoros sejtekben, tehat a nanopartikulumok nem novelik vagy csokkentik a

fehérjék lizin aminosav oldalldncainak acetilacigjat, illetve jelenlétik az immunfestés
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hatékonysagat nem zavarja. A nanorészecske+tHDAC inhibitor kezelések miatt jelenlévo fém
nanorészecskék nem csokkentették a HDAC gatlok altal megnovelt ac-Lys mennyiségét sem.
Mindkét esetben szignifikansan magasabb fluoreszcencia intenzitdst mértiink a kontrollhoz,
illetve a nanorészecskékkel kezelt mintdkhoz képest a HDAC gatlokkal, valamint a fém

nanorészecskék és HDAC inhibitorok kombinacidjaval torténd kezelést kdvetden (6. abra

(a,b)).

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a HDAC inhibitorok képesek gatolni
a fehérjék lizin oldallancainak deacetilacidjat végzo enzimek miikddését fém nanorészecskék

jelenlétében is.

Az AgNP és a HDAC gatlo TSA szinergista modon csokkentik a tumoros sejtek
viabilitasat

Az AgNP ¢és a TSA kezelés hatdsat a HeLa sejtek viabilitdsara MTT modszerrel
vizsgaltuk. A nanorészecske ¢s a HDAC gatlo egyiittes alkalmazasanak hatasara szignifikansan
csokkent a HeLa sejtek viabilitdsa a kontrollhoz és a csak AgNP vagy a csak TSA kezelt
sejtekéhez képest, mind a 4 uM AgNP + 30 nM TSA, a 6 uM AgNP + 45 nM TSA és a 8§ uM
AgNP + 60 nM TSA kombinacidk alkalmazasakor is, 72 6ras kezelést kovetden (7. abra (a)).
A kapott eredményekbdl meghataroztuk az AgNP és a TSA kezeléshez tartozo ICso értékeket,
amelyek azt a koncentraciot adjak meg, ahol a sejtek 50%-a elpusztul. Az AgNP esetében ez

8,15 uM, mig a TSA esetében 63,91 nM volt 72 6ras kezelést kdvetden (7. abra (b)).

A tovabbi kisérleteinkben 6 pM AgNP és 45 nM TSA koncentraciot és 24 6ras expoziciot
alkalmaztunk minden esetben. Ebben a koncentracioban és kezelési id6tartamban a két szer

nem toxikus a HeLa sejtekre.

Annak megallapitasara, hogy az AgNP és a TSA kombinacioban torténd alkalmazasakor
megfigyelt erételjesebb tumorellenes hatas hatterében additiv vagy szinergista kolcsonhatas all-
e CompuSyn szoftver segitségével meghataroztuk a kombinacids index értékeket. Ha a CI 1
alatti érték, az szinergista, ha egyenlé 1-gyel, az additiv, ha pedig 1 feletti, az antagonista
kolesonhatast feltételez a két anyag egyiittes hatasat tekintve. Az AgNP és a TSA egyiittes
alkalmazasakor kapott ED50, ED75, ED90 ¢és ED95 értékekre szamolt CI értékek atlaga 0,33
volt HeLa sejteken, mely az AgNP és a TSA erds szinergista hatasara utal (7. abra (b)).
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7. abra Az AgNP és TSA szignifikansan csokkenti a HeLa sejtek viabilitasat (a) A HelLa
sejtek viabilitasa szignifikansan csokken a 4 uM AgNP + 30 nM TSA; 6 uM AgNP + 45 nM
TSA és a 8 uM AgNP + 60 nM TSA kett6s kezelés hatasara, az AgNP és a TSA kiilon-kiilon
torténd alkalmazasdhoz viszonyitva, 72 oras kezelést kovetden. Kétszempontos ANOVA
Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitds, **P  értek < 0,01; ***P értek < 0,001;
AP értek < 0,0001 (b) 72 6ras toxicitas vizsgalat alapjan szamolt ICso értékek és a CI érték
az AgNP és TSA szinergista kdlcsonhatasat bizonyitja.

Kombinacioés index

(AgNP+TSA)
u20s 0,51
MCF-7 0,83
4T1 0,81
NIH-3T3 1,79

2. tablazat Az AgNP és TSA egyiittes adminisztracioja szinergista kolcsonhatast mutat a
tumoros sejteken. A tesztelt tumoros sejtvonalakon a kombinacids kezelésekbdl szamolt CI
értekek 1-nél kisebbek voltak, mely a két szer szinergista kdlcsonhatasat bizonyitja. Az egér
eredetli fibroblaszt sejtvonal esetében (NIH-3T3) antagonista kolcsonhatast figyeltiink meg.

Az AgNP ¢és TSA szinergista kolcsonhatasat tovabbi tumoros sejtvonalakon is
bizonyitottuk. A U20s oszteoszarkoma, MCF-7 eml6é adenokarcinoma ¢és 4T1 egér eredett
tumoros sejtvonalakon a 24 6ras AgNP, TSA és AgNP+TSA kezeléseket kdvetden szamolt CI

értekek 1-nél kisebbek voltak, amelyek a HeLa sejtekhez hasonldan szinergista kdlcsonhatasra
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utalnak. Az NIH-3T3 egér eredetii nem tumoros fibroblaszt sejtek kezelése soran a kiszamitott

CI érték 1,79 volt, mely a két szer kozotti antagonista kolcsonhatasra utal (2. tablazat).

Az AgNP és TSA kombinécidja szinergista modon csokkenti a tumoros sejtek
¢letképességét, mig kisérleteinkben a nem tumoros sejtvonalon antagonizmust figyeltiink meg

a két szer hatasa kozott.

Az AgNP, a TSA és a ketto kombinacidja is csokkenti a HeLa sejtek migracios aktivitasat

A HeLa sejtek migracids aktivitdsat scratch esszével vizsgaltuk, amely sordn a
konfluensre novesztett HelLa sejtrétegbe huzott sebzés méretét monitoroztuk 0, 24, 48 és 72
oraval a kezelést kdvetden. A scratch esszé soran valojaban a tumoros sejtek vandorldsanak,

--------

a tovabbiakban ezt migracios aktivitdsnak nevezziik.

Megfigyeltiik, hogy a kezeletlen sejtekhez képest mar a 6 uM AgNP kezelés, illetve a
45 nM TSA kezelés is szignifikansan csokkentette a HeLa sejtek migracios aktivitasat mind 24,
48 és 72 ora elteltével a kezeletlen mintdkhoz viszonyitva. Emellett a 6 uM AgNP és 45 nM
TSA kombinacidja szignifikdnsan csokkentette a HeLa sejtek migracios aktivitasat a kezeletlen,
a csak AgNP-, illetve a csak TSA-kezelt mintdkhoz képest is, amely valtozas a 72 orés kezelés
utan volt a legszembetiinébb (8. abra). Az AgNP és TSA kezelések hatasa kozott nem

detektaltunk szignifikans kiilonbséget, melyet az dbran nem tiintettiink fel.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az AgNP és TSA kettds kezelés csokkenti a

tumoros sejtek migracios képességét.
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8. dbra Az AgNP és TSA kombinacidja csokkenti a HeLa sejtek migracios aktivitasat.
Szignifikansan csokkent a HeLa sejtek migracios aktivitdsa mind 24, 48 és 72 6ras AgNP, TSA
¢s a kettdé kombinacidjaval végzett kezelés utan a kezeletlen mintdk migracids aktivitasahoz
képest. Tovabba, az AgNP+TSA kombinacidjanak hatdsara szignifikdnsan kisebb migraciot
detektaltunk a csak AgNP- vagy csak TSA-kezelt mintdkhoz viszonyitva. Kétszempontos
ANOVA Tukey-féle tobbszordos Osszehasonlitds, *P  érték <0,05; **P érték < 0,005;
**EP értek < 0,0005; ****P érték < 0,0001.

A TSA altal okozott nyitott kromatin szerkezet hatasara megné az AgNP DNS Kkarosité
hatasa

A HDAC inhibitor hatdsat a kromatin szerkezetre a hiszton fehérjék acetilacios
allapotanak meghatarozéasaval vizsgaltuk, de emellett detektaltunk még hiszton metilacios
modosulasokat is. A TSA kezelés altal kialakitott nyitottabb kromatin szerkezetet mind a
H4KS5, H4K8 ¢és a H3K23 megndvekedett acetilaltsaga bizonyitja, ami fennmaradt az AgNP és
TSA kombindcios kezelések soran is (9. abra (a)). Emellett az AgNP+TSA kombinécidjanak

hatasara szignifikdnsan lecsokkent a H3K9 trimetilaltsdga is, mely elsésorban a kromatin
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¢s a TSA kilon-kiilon torténd alkalmazasakor is szignifikansan lecsokkent a kezeletlen
mintahoz képest, de a legnagyobb mértékii valtozas a két szer egyiittes alkalmazasa esetén volt

detektalhat6 (9. abra (a)).
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9. abra A TSA kezelés a DNS-t hozzaférhetobbé teszi az AgNP DNS karosito hatasanak.
(a) A TSA kezelés hatdsara megnd a hiszton fehérjék acetilaltsiga, mely fennmarad az
AgNP+TSA kettds kezelések soran is. A H3K9 trimetilaltsdga szignifikansan lecsokken az
AgNP és a TSA kezelés soran, de a legnagyobb mértékii csokkenést a kombinacios kezelés
hatasara detektaltunk a kontroll mintdhoz viszonyitva. Kétszempontos ANOVA Sidak-féle
tobbszoros Osszehasonlitas, *P érték < 0,05 **P értek < 0,01; ****P ¢értek < 0,0001 (b) Az
AgNP DNS karosito hatasat jelzo YH2AX fokuszok szdma a TSA-val kombinacioban torténd
alkalmazas hatasara szignifikansan né mind a kezeletlen mintdhoz, mind a TSA-val, illetve az
AgNP-vel kezelt sejtekhez képest. Egyszempontos ANOVA Tukey-féle t6bbszoros
Osszehasonlitas ***P érték: 0,0006; ****P érték < 0,0001. Méretarany: 50 pm.

A DNS karosodas mértékét a DNS kettds toréseket jelzd YH2AX festéssel vizsgaltuk. A

kontroll mintdhoz képest az AgNP kezelés is novelte a YH2AX fokuszok szamat a pozitivan
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fest6do sejteken beliil, bar ez a valtozas nem volt szignifikdns. A TSA 6nmagaban nem okozott
DNS kéarosodast, viszont az AgNP és a TSA kombinécios kezelés mind a kontrollhoz, az AgNP,
illetve a TSA kezeléshez képest is szignifikansan megndvelte a YH2AX fokuszok szamat a
tumorsejtekben (9. dbra (b)). Ennek a jelenségnek a hatterében a TSA altal kialakitott
nyitottabb kromatin szerkezet allhat, amely miatt a DNS hozzéaférhetébbé valik az AgNP

felszinérol felszabadulo eziist ionok genotoxikus hatasanak.

Az AgNP és a TSA kezelés oxidativ stresszt és apoptozist indukal a HeLa sejtekben

Az AgNP DNS karositdé hatdsanak hatterében irodalmi adatok alapjan a partikulumok
felszinérdl felszabaduld eziist ionok allnak, melyek oxidativ stresszt indukalnak [79,149].
Emellett a HDAC enzimek gatloszereirdl is kimutattak, hogy novelik a reaktiv oxigén gyokok
mennyiségét intracellularisan [150]. Az AgNP, a TSA ¢és a két szer egyiittes alkalmazésa utan
DCFDA festéssel vizsgaltuk az oxidativ stressz mértékét a HeLa sejtekben. A kontrollhoz
viszonyitva mind az AgNP, a TSA ¢és a kombindcios kezelés hatasara is szignifikdnsan
magasabb DCF fluoreszcencia intenzitast detektaltunk (10. abra (a)). Az AgNP és a TSA
kettds kezelés a két szer kiilon-kiilon torténd alkalmazasdhoz képest is szignifikansan

megnovelte a keletkezd reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét a sejtekben (10. abra (a)).

Az AgNP ¢és TSA apoptoézist kivaltd hatasat hasitott kaszpaz-3 detektdldsa révén
immunfestéssel vizsgaltuk. Kisérleteink alapjan elmondhato, hogy az AgNP valamint a TSA
alkalmazésa kismértékben 6nmagéban is megnovelte az apoptotizald HeLa sejtek mennyiségét,
de ez a valtozas nem volt szignifikdns a kezeletlen mintakhoz viszonyitva. A kombinacios
kezelés hatasara szignifikansan megemelkedett a kaszpaz-3 pozitiv sejtek aranya a mintdkban
mind a kezeletlen, mind az AgNP- és a TSA-kezelt mintdkéhoz képest (10. abra (b)). Az AgNP
¢s a TSA egyiittes alkalmazasa tehat szignifikdnsan megnovelte a keletkezd reaktiv oxigén
szabadgyokok mennyiségét és az apoptotizald sejtek aranyat a kezeletlen és a csak AgNP- vagy

csak TSA-kezelt mintakhoz viszonyitva (10. abra).

Eredményeink azt tdmasztjak al4, hogy a HDAC inhibitor TSA altal kialakitott relaxalt
kromatin szerkezet miatt a tumoros sejtek érzékenyebbé valnak az AgNP kovetkeztében
kialakuld oxidativ stressz sejtkarositd hatdsainak, mely végiil jelentdsebb mértéki

apoptézishoz, és igy a tumorsejtek halalahoz vezet.
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10. abra Az AgNP és TSA kezelés oxidativ stresszt és apoptozist indukal a HeLLa sejtekben.
(a) Az AgNP és a TSA kombinacidjanak hatasara megemelkedett a reaktiv oxigén
szabadgyokok mennyisége. A két szer egylittes alkalmazasanak kovetkeztében szignifikansan
megndtt a DCF fluoreszcencia intenzitas mind a kezeletlen, mind a kiilon AgNP- vagy kiilon
TSA-kezelt mintakéhoz képest. Egyszempontos ANOVA Tukey-féle tobbszords
Osszehasonlitas, ****P értek < 0,0001. Méretarany: 200 um. (b) Amennyiben a tumorsejteket
AgNP ¢és a TSA kombinacigjaval kezeltiik, ennek hatdsara szignifikdnsan nétt a kaszpaz-3
pozitiv sejtek aranya a mintdkban a kezeletlen és az AgNP- vagy TSA-kezelt mintdkban
detektalthoz képest. Egyszempontos ANOVA Tukey-féle tobbszords oOsszehasonlitas,
*EXP ertek < 0,0005; ****P érték < 0,0001. Méretarany: 20 um.

Kaszpaz-3 pozitiv sejt (%)

Kontroll AgNP TSA AgNP+TSA

Az AuNP és a HDAC gatlo SAHA szinergista médon csokkentik a tumoros sejtek
viabilitasat ionizalé sugarzast kovetoen

A masodik kisérleti megkozelitésiinkben az AuNP és a HDAC inhibitor SAHA egyiittes
radioszenzitizald hatdsat vizsgaltuk A549 tiid60 adenokarcindbma, DU-145 ¢és PC-3
prosztatarakos és MCF-7 eml6 tumoros sejtvonalakon. Ezen sejtvonalak koziil irodalmi adatok
alapjan elmondhatjuk, hogy az A549 és a DU-145 sejtek radiorezisztens fenotipussal

rendelkeznek, mig a PC-3 és MCF-7 sejtek radioszenzitiv vonalak.

Ionizal6 sugarzas hianyaban sem az AuNP, sem a SAHA, sem a kettd kombindcidja nem
okozott viabilitds csokkenést 72 ora kezelés utan (3. fiiggelék abra). Ha a kemoterapiat
sugarterapidval kombinaltuk, az AuNP+SAHA kezelt A549, PC-3 és MCF-7 sejtek esetén az
Osszes kezelési koncentracional - a DU-145 sejtek esetén elsdsorban a nagyobb kezelési

koncentracioknal - tapasztaltunk szignifikansan alacsonyabb viabilitast az AuNP-, illetve a
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SAHA-kezelt mintak életképességéhez képest, 2 Gy sugarddzissal torténd kezelést kovetden
(11. abra).
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11. abra Az AuNP és SAHA kombinacios kezelés szignifikinsan csokkenti a tumoros
sejtek viabilitasat ionizalo sugarzas alkalmazasat kovetden. Szignifikdnsan alacsonyabb
¢letképességet detektaltunk az AuNP+SAHA kettds kezelést és 2 Gy sugarddzissal torténd
irradiaciot kovetden a csak AuNP- vagy csak SAHA-kezelt, irradidlt mintakhoz képest.
Kétszempontos ANOVA Tukey-féle tobbszords 0Osszehasonlitds, *P értek < 0,05;
**P értek < 0,01; ***P érték < 0,001; ****P értek < 0,0001.

Az MTT vizsgalat eredménye alapjan CompuSyn szoftver segitségével meghataroztuk az
egyes AuNP és SAHA koncentraciokhoz tartoz6é CI értékeket egyenként, melyet ebben az
esetben azért tartottuk fontosnak feltlintetni, mert 2 Gy sugarddzis alkalmazasat kovetden az
AuNP ¢és SAHA kezelések sokszor a nagyobb alkalmazott koncentraciokban sem voltak

toxikusak annyira, hogy az ED50, ED75, ED90 és ED95 értékhez tartozd CI érték reprezentativ
legyen (11. abra).

A CI értékek mellett feltlintetett Fa jeloli azt a sejtpopulacidt vagy érintett frakciot, mely
valtozast mutatott a kezelések soran. A 0 jeloli a 100% viabilitdst, mig az 1 a 100%
sejtpusztulast. Minden tesztelt sejtvonal esetén az adott kezelési koncentracidhoz tartoz6 CI 1

alatti érték volt, mely a két szer szinergista egyiittmiikodését bizonyitja (3. tablazat). A PC-3
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sejtvonal esetében tapasztalt 0,1 és 0,2 kozotti CI értékek és az A549 sejteken mért 0,3 és 0,5
kozotti CI értékek kiilondsen erds szinergizmusra utalnak. (3. tablazat). A DU-145 és MCF-7
sejtek viabilitds csokkenése nagyobb mértékii volt az AuNP ¢és SAHA kezelés utan 2 Gy
sugardozis alkalmazasat kovetden. Az itt szamolt CI értékek szintén szinergizmust mutatnak az

AuNP és SAHA hatasa kozott.

Az aktualis kezelési koncentraciokhoz tartozé Cl értékek

A549 DU-145 PC-3 MCF-7
AuNP | SAHA Fa Cl Fa Cl Fa Cl Fa Cl
(M) (M) érték érték érték érték

6,8 01 |0,1018]0,41710,2971 | 0,4030 |0,2035| 0,1815 | 0,3195]| 0,4275
34 0,5 |0,2049]0,45720,4393 | 0,8862 |0,3828 | 0,1807 | 0,6539| 0,8913
68 1 0,3054 | 0,3501 | 0,6726 | 0,5023 | 0,4802| 0,1761 | 0,9154 | 0,6211

3. tablazat Az aktualis kezelési koncentraciokhoz tartozo CI és Fa értékek. Az AuNP ¢s a
SAHA szinergista modon csokkentik a tumoros sejtek viabilitdsat 2 Gy irradiacié utan. Fa:
¢érintett frakcio (fraction affected), CI: kombinacids index (combinational index).

Az ED50, ED75, ED90 és ED95-hoz tartozo CI értékek atlagabol szarmazo kombinacios
index értékeket is meghatdroztuk minden sejtvonal esetében a nanorészecske é¢s a HDAC

gatloval, valamint a 2 Gy doézissal torténd kezelést kovetden (4. tablazat).

Cl értékek
(AuNP+SAHA)
A549 0,41
DU-145 0,95
PC-3 0,19
MCF-7 0,72

4. tablazat Az AuNP és SAHA kezelések szinergista modon csokkentik a tumoros sejtek
viabilitasat 2 Gy sugardézissal torténé irradiaciét kovetéen. Az A549 és PC-3 sejtek esetén
kapott CI értékek erds szinergizmusra utalnak, mig a DU-145 sejtek esetében szamolt CI érték
gyenge szinergizmusra utal.

Az A549 és PC-3 sejtek CI értéke 0,41 és 0,19, mely bizonyitja az erds szinergizmust az
AuNP és SAHA hatasa kozott. A DU-145 és MCF-7 sejtek esetében szamolt 0,95 és 0,72 CI
értékek gyenge szinergizmusra utalnak az AuNP és a SAHA hatasa kozott 2 Gy irradiaciot

kovetden (4. tablazat).
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Az AuNP és SAHA kombinacios kezelés csokkenti a tumoros sejtek koloniaformalo
képességét ionizalo sugarzast kovetoen

Az AuNP és SAHA kezelés radioszenzitizald hatasat a sejtek koloniaképzo képességének
meghatarozasaval, illetve az ionizal6 sugarzas DNS karositd hatasanak detektalasaval
vizsgaltuk. A besugarazatlan A549 sejtek altal formalt kolonidk szama a kivalasztott 6,8 uM
AuNP ¢és 0,1 uM SAHA koncentraciok mellett nem mutatott eltérést a kezeletlen mintdban
szamolt kolonidk szdmahoz képest. Az AuNP+SAHA kettds kezelésnek ugyanigy nem volt
hatdsa az A549 sejtek altal formalt kolonidk szamara ionizald sugéarzéas alkalmazasa nélkiil

(12. abra).
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12. 4bra Az AuNP és SAHA kombinacidjanak radioszenzitizalo hatisa az AS49 sejtekre.
Az A549 sejtek koloniaképzd képessége szignifikansan csokken az AuNP és SAHA kettds
kezelés hatasara 2 Gy és 4 Gy sugardozis alkalmazasa utan a kezeletlen, az AuNP, illetve a
SAHA kezeléshez képest. Kétszempontos ANOVA Tukey-féle tobbszords 0sszehasonlitas,
*P értek < 0,05; **P értek < 0,01; ****P ¢érték < 0,0001.

A 2Gy és a 4Gy sugardozissal torténd irradidcio csokkentette az AS549 sejtek
koloniaképzd képességét. Ez a csokkenés az AuNP és a SAHA kombinacids kezelés hatdsara
szignifikansan nagyobb lett mind a 2 Gy, mind a 4 Gy sugarddzissal kezelt, kontroll mintadkhoz
képest. Amikor a 6,8 uM AuNP-tésa 0,1 uM SAHA-t nem kombinéacidban, hanem énmagaban
alkalmaztuk, akkor nem tapasztaltunk radioszenzitizacidt egyik sugdrdozis mellett sem

(12. abra).
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Az AuNP és SAHA radioszenzitizald hatasat megvizsgaltuk a DU-145, a PC-3 prosztata

rakos és az MCF-7 emld tumoros adenokarcindéma sejtvonalakon is (13. abra, 4. fiiggelék

abra).
DU-145 PC-3
Il Kontroll I Kontroll
150 B AuNP 150 Il AuNP
B SAHA I SAHA
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150 B AuNP
I SAHA
I AuNP+SAHA

1004 S

CFU (%)
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13. abra Az AuNP és SAHA kombinacios kezelés radioszenzitizaciot okoz tumoros
sejtekben. Az AuNP és SAHA kettds kezelés szignifikdnsan csokkentette a DU-145, PC-3 és
MCF-7 tumoros sejtek koloniaképz6 képességét 2 és 4 Gy dodzisu sugarzas utan a kezeletlen €s
a csak AuNP- vagy SAHA-kezelt mintdkhoz képest. Kétszempontos ANOVA Tukey-féle
tobbszOoros  Osszehasonlitas,  *P érték <0,05;  **P érték <0,01;  ***P érték < 0,001;
**EEP érték < 0,0001.

Ionizal6 sugarzas alkalmazasa nélkiil az AuNP, a SAHA ¢és a kombinacidjukkal torténd
kezelés nem befolyasolta a tumoros sejtek koloniaformald képességét az alkalmazott
koncentracioknal. Az AuNP kezelés az alkalmazott koncentracidban nem ndvelte
szignifikdnsan az ionizal6 sugdrzas hatasat egyik sejtvonal esetében sem. A HDAC inhibitor
SAHA O6nmagaban képes volt érzékenyiteni a DU-145 sejteket az ionizald sugarzas karosito
hatdsaival szemben, viszont a PC-3 ¢s MCF-7 sejtek koloniaképzd képességét az alkalmazott

koncentracidban nem befolyésolta (13. abra). Mind a 2 Gy, mind a 4 Gy sugardozis hatdsara
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szignifikansan csokkent a DU-145, PC-3 ¢s MCF-7 sejtek éltal formalt koloniaszam az AuNP

¢s SAHA kombinacioban torténd alkalmazasakor (13. abra).

Az AuNP és SAHA kombinacidja szignifikansan noveli az ionizalé sugarzas DNS karosito
hatasat

Az ionizalo sugarzas DNS kérosito hatasanak valtozasat az AuNP, SAHA és a kettd szer
kombinacioja mellett YH2AX festéssel vizsgaltuk. A fluoreszcens mikroszkopos képek alapjan
meghataroztuk a YH2AX pozitiv sejtek szazalékos aranyat és a YH2AX pozitiv sejteken beliil a

YH2AX fokuszok szamat, ami a DNS kettds szalu torések mennyiségérdl ad informaciot.

Irradiacid nélkiil az A549 tumoros sejtekben a kontrollhoz képest egyik kezelés hatasara
sem valtozott a YH2AX pozitiv sejtek aranya, sem a DNS kettds szalu torések szama (14. abra).
Onmagukban tehit sem a 6,8 uM AuNP, sem a 0,1 uM SAHA, sem pedig a ketté kombinacidja

az alkalmazott koncentraciokban nem bir genotoxikus hatassal.

A 2 Gy sugardozis alkalmazésa mar 6nmagaban is nagymértékben megnovelte a YH2AX
pozitiv sejtek aranyat a mintakban (kb. 80%), melyet az AuNP és SAHA 6nall6 kezelések nem
valtoztatottak meg szignifikdns mértékben. Egyediil az AuNP+SAHA kombinacios kezelés
hatdsara detektaltunk szignifikdns novekedést a YH2AX pozitiv sejtek aranyat illetden a
kezeletlen, 2 Gy irradidlt mintdhoz viszonyitva, viszont ez a kiilonbség nem volt szignifikans
az AuNP vagy SAHA o0nall6 kezelésekhez képest (14. abra). Az AuNP ¢és SAHA
kombinaciojanak alkalmazasa soran, 2 Gy sugarddzis hatdsara szignifikdnsan megnoétt a
YH2AX fékuszok szdma mind a kezeletlen, mind a csak AuNP- vagy csak SAHA-kezelt
mintdkhoz viszonyitva. 2 Gy irradidcidt kovetéen a YH2AX antitesttel pozitivan fest6do
sejteken beliil szamolt YH2AX fokuszok szama nem valtozott a csak AuNP- és a csak SAHA-
kezelt mintakban (14. abra).
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14. abra Az AuNP és SAHA egyiittes alkalmazasa megnoveli az irradiacio DNS karosito
hatasat A549 sejtekben. Ionizaldo sugarzas hidnyaban az AuNP, SAHA ¢és a kettd
kombindcioja nem birt DNS karosito hatassal az A549 sejtekben. 2 Gy sugarddzis alkalmazasa
utan az AuNP és SAHA kettds kezelés szignifikansan novelte a YH2AX pozitiv sejtek szamat
a kontrollhoz viszonyitva, viszont nem detektaltunk kiilonbséget az AuNP ¢és SAHA 6nallo
kezelésekhez viszonyitva. A YH2AX pozitiv sejteken beliil szamolt yYH2AX fokuszok szama az
AuNP+SAHA kezelés hatasara szignifikdnsan megemelkedett a kezeletlen és a kiilon-kiilon
AuNP- vagy SAHA-kezelt mintdkhoz képest. Egyszempontos ANOVA Tukey-féle tobbszoros
Osszehasonlitas, **P érték: 0,0029; ****P ¢rtek < 0,0001; Méretarany: 20 pm.
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Az irradiacié DNS karositd hatasat megvizsgaltuk DU-145, PC-3 és MCF-7 tumoros
sejtekben is, ahol szintén meghataroztuk mind a yYH2AX pozitiv sejtek aranyat, mind a pozitivan
festddo sejteken beliil a YH2AX fokuszok szamat. Az AuNP és SAHA kettOs kezelések soran
szignifikansan megndtt a YH2AX pozitiv sejtek ardnya a kezeletlen mintahoz és a kiilon-kiilon

AuNP- vagy SAHA-kezelt mintdkhoz képest 2 Gy sugardozis alkalmazasat kovetden
(15. abra).

DU-145 PC-3 MCF-7
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15. abra Az AuNP és SAHA Kkettos kezelés szignifikansan noveli az ionizalé sugarzas DNS
karosito hatasat tumoros sejteken. A YH2AX pozitiv sejtek ardnya szignifikdnsan magasabb
az AuNP és SAHA kettds kezelés hatasara 2 Gy sugardozis alkalmazasat kovetden a kezeletlen
és az AuNP- vagy SAHA-kezelt mintdhoz képest. Egyszempontos ANOVA, Tukey-féle
tobbszOros Osszehasonlitas, *P érték < 0,05; **P érték <0,01; ***P érték: 0,0006;
*akxP érték < 0,0001. Szignifikdnsan tobb YH2AX fokuszt szamoltunk a YH2AX pozitiv
sejteken belill az AuNP és SAHA kettds kezelés utan 2 Gy irradiaciot kdvetden mind a
kezeletlen, mind az AuNP vagy a SAHA kezeléshez viszonyitva. Méret arany: 20 pm.
Egyszempontos ANOVA, Tukey-féle tobbszords 6sszehasonlitas, *P érték < 0,05; **P érték <
0,005; ****P ¢értek < 0,0001. Méretarany: 20 pm.

A pozitivan festddo sejteken beliil a YH2AX fokuszok szama is szignifikansan nétt a 2 Gy

sugarzas utan az AuNP és SAHA kettds kezelt mintakban mind a kezeletlen, mind az egyes
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individualis kezeléseken atesett sejtekhez képest. A tesztelt sejtvonalakban a YH2AX pozitiv
sejtek ardnya a csak AuNP és a csak SAHA kezelés utdin nem valtozott szignifikdnsan az
irradialt kontrollhoz képest, egyediil a DU-145 sejtekben lathat6 a SAHA kezelés hatasara
szignifikans ndvekedés a YH2AX pozitiv sejtek ardnyaban (15. abra).

Ezzel szemben, a YH2AX fokuszok szdma a PC-3 és MCF-7 sejtekben mar az 6nmagaban
alkalmazott AuNP vagy SAHA kezelés hatdsara is szignifikdnsan nétt a kezeletlen sejtekhez
képest. Ez alol kivételt képeztek a DU-145 sejtek, ahol az AuNP kezelés nem befolyasolta a
sejtekben képzddd DNS kettds szalu torések mennyiségét ionizald sugarzast kovetden a

kezeletlen mintdkhoz viszonyitva.

Az AuNP és SAHA kombinacidja csokkenti a 3D sejtkultira tumoros sejtjeinek
koloniaformalo képességét irradiacio utan

Az AuNP és SAHA radioszenzitizal6 hatasat 3D sejtkulturaban tenyésztett A549, DU-
145, PC-3 ¢és MCF-7 sejteken is megvizsgaltuk a sejtek koloniaformald képességének
meghatarozasaval (16. abra). Tanulmanyoztuk azt is, hogy az AuNP, a SAHA, vagy a kettd
kombinaciodjaval torténd kezelés hogyan befolyéasolja az ionizald sugarzas DNS karositd hatasat
(17. abra). A 3D sejtkultirdkon végzett vizsgalatok soran a kezelési koncentraciokat

megemeltiik 6,8 uM-rol 34 uM-ra az AuNP esetén, ¢s 0,1 uM-r6l 1 uM-ra a SAHA esetén.

Irradiacié nélkiil a tumoros sejtek koloniaformald képessége nem valtozott sem az AuNP,
sem a SAHA, sem pedig a kettd kombinéciojaval torténd kezelés soran. Az A549 sejtek altal
képzett kolonidk szama szignifikansan csokkent az AuNP és az AuNP+SAHA kezelés hatdsara
2 Gy sugardozis mellett, a kezeletlen mintahoz képest. A kombinaciés kezelés utan kialakult
koléniaszam szignifikansan alacsonyabb volt mind a kiilon AuNP-, mind a kiilon SAHA-kezelt
mintadban szamolt koloniaszamhoz képest. A 4 Gy sugardozis alkalmazasa mellett a sejtek
koldniaformald készsége még tovabb romlott. Az ionizald sugdrzasnak kitett kontrollhoz
viszonyitva szignifikdnsan csokkent a kiilon-kiilon AuNP- vagy SAHA-kezelt, valamint az
AuNP+SAHA-kezelt mintakban a sejtek koloniaformald képessége. A nanorészecske + HDAC
inhibitor kettdse ebben az esetben is a legerdteljesebb hatést érte el minden tumoros sejttipus
esetén. A DU-145, PC-3 és MCF-7 tumoros sejtvonalakon az AuNP vagy a SAHA kezelés
onmagaban nem befolyésolta a koloniaképzd képességet sem 2 Gy, sem 4 Gy sugardozis

alkalmazasat kovetden. (16. abra)
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16. abra Az AuNP és SAHA Kkettos kezelés szignifikansan csokkenti a 3D sejtkultiraban
talalhat6 tumoros sejtek koloniaformalé képességét irradiaciot kovetéen. Szignifikansan
alacsonyabb koloniaszamot detektaltunk az AuNP és SAHA kettds kezelés utan mind a 2 Gy,
mind a 4 Gy sugardozissal kezelt A549, DU-145, PC-3 és MCF-7 szferoidokat alkotd sejtek
esetén a kontroll és az AuNP- vagy a SAHA-kezelt mintdkhoz képest. Kétszempontos ANOVA
Tukey-féle tobbszoros dsszehasonlitas, *P érték < 0,05; **P érték < 0,01; ***P érték < 0,001;
*xAEp ertek < 0,0001.

A 3D tumoros sejtkultirak kemo- és sugarkezelését kovetden a DNS kéarosodas mértékét
szintén YH2AX festéssel hataroztuk meg. A yYH2AX pozitiv sejtek ardnyat tudtuk csak
meghatdrozni, a pozitivan festddo sejtekben taldlhaté YH2AX fokuszok szamat nem, mivel a
festéshez hasznalt torma peroxidaz konjugalt masodlagos antitest szenzitivitasa és a detektalas

felbontoképessége elmarad a fluoreszcens alapti meghatarozastol.

Ionizal6 sugarzas hianyaban a 34 uM AuNP, a 0,1 uM SAHA ¢és a kett6 kombinacioja
nem befolydsolta a yYH2AX pozitiv sejtek aranyat a mintdkban a kontrollhoz képest
(17. abra (a), 5. fiiggelék abra). Sem a 2 Gy, sem a 4 Gy sugarddzis nem modositotta a
YH2AX pozitiv sejtek aranyat a 3D A549 sejtkultiradban az AuNP vagy a SAHA kezelés utan,
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viszont az AuNP ¢s SAHA kombinacidja szignifikansan megndvelte a pozitivan fest6do sejtek

mennyiségét mind 2 Gy, mind 4 Gy sugardozis alkalmazasa utan (17. abra).
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17. abra Az AuNP és SAHA kombinacids kezelés szignifikinsan noveli az ionizalo
sugarzas DNS karosité hatasat a 3D sejtkultiraban novo A549 sejtekben (a) A YH2AX
pozitiv sejtek aranya az AuNP-, a SAHA- és az AuNP+SAHA-kezelt mintakban 0, 2 és 4 Gy
sugardozis alkalmazasat kovetéen. Egyszempontos ANOVA Tukey-féle tobbszoros
Osszehasonlitas, *P értek < 0,05; **P érték < 0,01; (b) Reprezentativ képek a YH2AX festett
kezeletlen, AuNP, SAHA ¢és a ketté kombinaciojaval kezelt A549 szferoidok metszeteirdl 2 €s
4 Gy irradiaciot kovetden. Méretarany: 100 pm.

A 3D sejtkultiran végzett kisérleteink alapjan elmondhato, hogy az AuNP és a SAHA
kombinaciojanak hasznalata radioszenzitizalo hatassal bir a 3D struktaraban talalhaté tumoros
sejtekre is. Kimutattuk, hogy szignifikansan csokken az A549, DU-145, PC-3 és MCF-7
tumoros sejtek koloniaformalod képessége (16. abra), illetve a két szer szignifikdnsan ndveli az

ionizal6 sugarzas DNS karositd hatasat a 3D struktiraban novo A549 sejtekben a csak AuNP-,

vagy csak SAHA-kezelt sejtekhez képest (17. abra).
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Az eredményeinkbdl megéllapithatjuk, hogy az AuNP és SAHA kombinacids kezelések
nem csak a klasszikus 2D sejtkultirakon bizonyultak hatékony radioszenzitizalé anyagoknak,
hanem a 3D szerkezetli szferoidok esetén is szignifikdnsan novelték az irradidcio DNS karositd

hatasat és csokkentették a szferoidokat képzd tumoros sejtek koloniaformalo képességét.
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Eredmények megbeszélése

A daganatos betegségek kezelése, akar kemoterapiarol, akar sugarkezelésrél beszéliink,
gyakran nem, vagy csak kevéssé hatékony, és a terapia kovetkeztében szamos mellékhatas is
kialakul. A klasszikus kemoterdpia soran a tumorok olyan tulajdonsdgait célozzak meg és
hasznaljak ki, mint a kontrollalatlan sejtosztddas, az intenziv tdpanyagfelvétel és a felgyorsult
anyagcsere [151]. A klinikai gyakorlatban nagyszamu, eltérd kémiai szerkezetli ¢és
hatdsmechanizmust kemoterdpids szert alkalmaznak. Emellett, a klasszikus kemoterapia
kiegészitéseként, a tumorok célzott targetalasat lehetové tevd immunterdpiat is egyre szélesebb
korben alkalmazzak, ahol a tumorok altal thlexpresszalt hormon vagy ndvekedési faktor
receptorok miikddését befolydsojak, blokkoljak [152]. A kemoterapia kiegészitésére gyakran
sugarkezelést is alkalmaznak, melyhez vagy kiils6 sugarforrast vesznek igénybe, vagy
brachyterdpias modon végzik a kezelést, azaz a sugarforrast kdzvetleniil a tumorba, vagy annak
kozvetlen kozelébe iiltetik be [153]. Azonban ezek az eljarasok mind rendkiviil sok kellemetlen

mellékhatast okoznak [154,155].

A tumorterépia specifitdsdnak novelése, a nem kivant mellékhatasok kikiiszobolése vagy
csokkentése rendkiviil intenziv nemzetkozi kutatasi aktivitds célpontja. Ezek a kisérletek a
hatoanyag fejlesztéseken til a tumorellenes szerek hatékonyabb célbajuttatasara is iranyulnak
[156,157]. A klasszikus kemoterdpias hatdanyagok mellett megjelentek olyan kis
molekulastlyu vegyiiletek, mint a HDAC inhibitorok, melyek tobb tamadasi ponton keresztiil
képesek a tumoros sejtek osztodasat és €letképességét csokkenteni. Ezek a vegyiiletek tobb
utvonalon keresztiil tudnak apoptozist indukalni, befolyasoljak a heterokromatin és eukromatin
A HDAC inhibitorok a kromatin szerkezetén tul szamos citoplazmatikus fehérje aktivitasat,
stabilitasat, fehérje-fehérje és fehérje-DNS kolcsonhatasaik erdsségét is befolyasoljak, ezaltal

szamos cellularis folyamat modulélasara képesek [158].

A kemoterapias szerek hatékonysaga szinergista modon tovabb novelhetd, ha megfeleld
kombinécios partnerekkel egyiitt alkalmazzak 6ket. A HDAC gatlok idealisak erre a célra,
hiszen az altaluk kialakitott nyitottabb kromatin szerkezeten keresztiil, vagy akar az HDAC
gatlok altal indukalt apoptotikus folyamatok révén tovabb fokozzak a kemoterapias

hatoanyagok DNS karositd vagy apoptozist kivaltd hatésat.
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A nanorészecskék alkalmazasa szintén novelheti a tumorellenes terapia hatékonysagat.
Teszi ezt els6sorban az altal, hogy a részecskék képesek passzivan feldisulni a tumoros
szovetben a tumorokat atszovo vérerek endotélrétegének fenesztraltsaga miatt és igy hosszabb
ideig és nagy mennyiségben akkumulalédnak a tumoros szovetekben az egészséges szervekhez
képest [59]. Ha a tumorban felhalmoz6dé nanorészecskék gyodgyszerhordozok, akkor altaluk
novelheté a kemoterapias szerek koncentracidja a daganatban [159,160]. Am az eleve
citotoxikus sajatsdgti nanoanyagok, mint amilyenek az eziist nanorészecskék, a
felhalmozodasukat kovetden kifejthetik tumorellenes aktivitdsukat [161]. Emellett egyes
nanorészecskék (pl. AuNP) a sugarterdpia hatékonysagat is novelhetik - radioszenzitizalo

tulajdonsaguk révén - mivel érzékenyitik a tumoros sejteket az ionizald sugarzasra [162].

Munkank soran kimutattuk, hogy az AgNP és TSA kezelés kombinacidja potencidlisan
megnovelheti a tumorellenes hatasuk erdsségét. Vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a
nanorészecskék a HeLa sejtekbe bejutnak, a sejteken beliil a citoplazmaban nagy mennyiségben
aggregalddnak, és az aggregdtumok elsddlegesen multivezikularis testecskékben halmozddnak
fel (5. abra (a)). A legtdbb tanulmany szerint a nanorészecskék endocitozissal jutnak be a
sejtekbe [80,163], majd az endoszomak és lizoszémak fizidja utan savas kornyezetbe keriilnek,
ahol a felszinilikrdl reaktiv eziist ionok szabadulnak fel. Ezek az eziist ionok és a hatasukra
megjelend reaktiv szabadgyokok a sejtorganellumokat és a jelentésebb makromolekulakat
karositjak. Ezt a hatasmechanizmust nevezi a szakirodalom tréjai fal6 mechanizmusnak [164].
Mivel a nanorészecskékkel egylitt egy HDAC inhibitort is alkalmaztunk, megbizonyosodtunk
arrol is, hogy ez a hatéanyag, a TSA, ki tudja fejteni hatdsat a kromatinon. A kombinacids
partnerként alkalmazott AgNP a kettds kezelések soran nem befolyasolja a TSA hiszton-
deacetilaz gatld hatasat, mivel a csak TSA-val kezelt mintdhoz hasonl6an megndvekedett lizin
acetilaciot detektaltunk a kombinacios kezelés hatdsara is (6. abra (a)). Vizsgalataink alapjan
azt 1s kijelenthetjiik, hogy a TSA kezelés hatasara, a vartnak megfeleléen, valéban egy
nyitottabb kromatin struktura keletkezik. Erre utalnak olyan hiszton poszttranszlacios
moédositasok, mint a TSA kezelés hatasara kialakul6 acetilacié ndvekedés a hiszton 4 fehérje 5.
¢és 8. pozicioban taldlhatd lizin aminosav oldalldncain (H4KS5, H4KS), valamint a hiszton 3
esetében a 23. lizin acetilacios szintjének (H3K23) emelkedése, tovabba, a H3 hiszton esetében
a 9. pozicioban 1évé lizin oldallanc (H3K9) trimetiléciojanak csokkenése. Ezek a modositasok
irodalmi adatok alapjan is a relaxaltabb kromatin strukturéra jellemzdek [147,148]. A HeLa
sejtek TSA kezelése utan detektalt poszttranszlacids hiszton médositasok az AgNP és TSA
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kett6s expozicio hatasara is kialakultak, sot a H3K9 trimetilacio szintje, mely az AgNP kezelés
hatasara szignifikans csokkenést mutatott a kezeletlen mintahoz képest, tovabb csokkent a

nanorészecskével egyiitt alkalmazott TSA expozicid sordn (9. abra (a)).

Eredményeink alapjan az AgNP és TSA kombinacidja szignifikansan csokkenti a rakos
sejtek viabilitasat a kiilon-kiilon torténd AgNP vagy TSA kezeléshez képest (7. abra (c)). S6t,
a viabilitas csokkenés mértéke a hatdanyag kombinaci6 hatdsara nagyobbnak bizonyult, mint a
két szer kiilon-kiilon torténd alkalmazasakor megfigyelhetd életképesség csokkenés Osszege.
Ezt tdmasztottak ald a szdmolt kombinacids index (CI) értékek is, melyek alapjan kimondhato,
hogy az AgNP ¢és TSA szinergista tumorellenes kolcsonhatast fejtenek ki tobb tumoros
sejtvonalon is. A nem tumoros NIH-3T3 sejteken viszont az AgNP-TSA kettds kezelések utan
szamolt CI érték antagonizmusra utalt, tehat a két szer nem hogy erdsitette, inkabb gyengitette
egymas hatésat (2. tablazat). De az AgNP ¢s a TSA nem csak a sejtek életképességére, hanem
migracios aktivitasara is hatassal volt. A hatéanyagok kiilon-kiilon is szignifikansan gétoltak a

crer

jelentésen nagyobb migracio-gatlast az AgNP-TSA kettOs kezelés soran tapasztaltuk (8. abra).

Feltételeztiik, hogy a TSA hatasara kialakuld nyitottabb kromatin szerkezet miatt a sejtek
DNS-e sokkal jobban hozzaférheté a DNS-t karosité anyagok szamara. Mivel tobb korabbi
tanulmany utalt az AgNP genotoxikus hatasara [165,166], ezért megvizsgaltuk a DNS
karosodas mértékét az egyes kezeléseket kovetden. Az AgNP kezelés ndvelte a DNS kettds
szali torések szamat a kezeletlen mintdhoz képest, am az AgNP a HDAC gatldszerrel
kombindcioban még ennél is nagyobb mértékben okozott DNS karosodast, a kezelés altal
indukalt DNS kettds szalu torések szama szignifikdnsan nétt a csak AgNP kezelt mintdhoz

képest is (9. abra (b)).

Irodalmi adatok alapjan az AgNP tumorellenes hatdsanak hatterében az oxidativ stresszt
kivaltd képessége all, melyért a sejtbe bejutas utdn a nanorészecske felszinérdl levald eziist
ionok felelnek [164]. Eredményeink megerésitették, hogy az AgNP kezelés noveli a reaktiv
oxigén gyokok mennyiségét HelLa sejtekben (10. abra (a)), ami sejthalalhoz vezet (10. abra
(b)). Az AgNP és a TSA onmagukban is novelték az oxigén szabadgyokok mennyiségét és igy
az apoptotizald sejtek aranyat is. A két szert egylittesen alkalmazva viszont szignifikdnsan
nagyobb mértéki oxidativ stresszt €s apoptozist figyeltiink meg a kiilon-kiilon AgNP vagy TSA

kezelt és a kezeletlen mintakhoz viszonyitva (10. abra).
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Eredményeinkbdl tehat az kovetkezik, hogy a sejtbe bejutdé TSA a szubsztratjainak
acetilalasan keresztiil egy nyitottabb kromatin szerkezetet alakit ki. A relaxaltabb kromatin
szerkezet miatt a DNS hozzaférhetobbé valik a kéarositd hatasoknak. Az AgNP kezelés soran a
sejtekbe bejutott és aggregalddott részecskék felszinérdl eziist ionok valnak le, melyek
onmagukban is genotoxikus hatassal birnak, de kozvetve, reaktiv oxigén gyokok képzddésének
indukalasan at is képesek karositani a sejteket. A TSA altal hozzaférhetobbé tett DNS
kiszolgaltatottabba valik az AgNP karosito hatdsainak, mely végeredményben a tumoros sejtek

pusztuldsahoz vezet.

Az eziisttel ellentétben, az arany nanorészecskéket a szakirodalom bioldgiailag inertnek
tekinti [167,168]. Ezek a nanorészecskék azonban szamos modon kihasznalhatoak az
experimentalis és a klinikai tumorbiologidban. Az arany, nagy rendszamanak kdszonhetden,
ugyanis radioszenzitizalo szerként alkalmazhaté a sugarterapia sordn. Az ionizal6d sugarzas
hatasara az arany atomokbdl gerjesztett, reaktiv elektronok 1épnek ki, majd a keletkezd lyukak
helyére belépd elektronok miatt kialakuld Auger kaszkad és a Compton szorddas
eredményeként masodlagos elektronok €s alacsonyabb energiaju szort fotonok keletkeznek.
Ezek igen komoly kéarosodast okoznak a sejtek makromolekulaiban, elsddlegesen roncsolva a
membranstrukturakat és a DNS-t. Ezzel a fizikai jelenséggel a kozvetlen ionizald sugarzas
hatdsa megtobbszorozodik, hatékonysaga fokozodik, és lehetdséget ad arra is, hogy
ugyanakkora sejtroncsold hatast kisebb sugardozis alkalmazasa mellett érjiink el. A fizikai
felerdsités kémiai €s biologiai folyamatokat indit el a rdkos sejtekben, koztiik a reaktiv
szabadgyokok keletkezését. A karosodas mértékétdl fiiggden ezek a folyamatok a sejtekben
sejtciklus megallast okozhatnak, de a sulyos karosodas és a hibajavitas sikertelensége egyiitt a

sejtek szeneszcenciajahoz és halaldhoz vezet [97].

Egyes HDAC inhibitorokrdl is kimutattdk mar, hogy képesek a sejteket érzékenyiteni az
ionizal6 sugarzas okozta karositd hatasokra. Azt feltételezték, hogy ennek a hatterében a DNS
hibajavitas gatlasa és a kromatin szerkezet kitekerése allhat, ami miatt az 6rokitdanyagban az
ionizald sugdrzas kozvetleniil, és a reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségén keresztiil
kozvetve is nagyobb kart tud tenni [120]. Mivel az AuNP, valamint az HDAC inhibitorok
radioszenzitizal6o hatasat is kimutattdk mar, ennek bizonyitdsa nem volt a munkank f6 célja.
Munkank soran elsésorban azt vizsgaltuk, hogy az AuNP és az HDAC inhibitor SAHA

kombindciojaval szinergista modon tovabb ndvelhetd-e ezen dgensek radioszenzitizald hatasa.
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A viabilitas vizsgalatok eredményeibdl megallapithatjuk, hogy az AuNP és SAHA
kombindciojan alapuld kezelés az ionizald sugarzas hatdsara bekovetkezd életképesség
csokkenést szinergista modon felerdsitik. Szignifikdnsan alacsonyabb sejtviabilitast
detektaltunk az AuNP és SAHA kettds kezelés utan irradiaciot kovetéen a csak AuNP vagy
csak SAHA kezelt sejtek életképességéhez képest (11. abra, 3. és 4. tablazat). Ugyanakkor azt
is megallapithattuk, hogy ionizal6é sugarzas hianyaban a két anyag a tesztelt koncentracidkban

nem befolyasolta a sejtek ¢életképességét (3. fiiggelék abra).

A viabilitds vizsgalat soran tapasztalt révidtava hatdsok mellett az ionizald sugarzas
hosszu tava kdvetkezményeinek felerdsitését is tanulmanyoztuk az AuNP+SAHA kombinacios
kezeléseket kovetden. Fontosnak tartjuk kiemelni, hogy az AuNP és a SAHA is a tovabbi
kisérletekhez kivalasztott alacsony (6,8 uM AuNP és 0,1 uM SAHA) kezelési
koncentraciokban, irradiacié nélkiil nem befolyédsoltdk a tumoros sejtek koloniaformald
képességét, illetve nem voltak genotoxikus hatassal a tesztelt tumoros sejtvonalakra.
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az AuNP és SAHA kombindcioban torténd alkalmazasa
1onizalo sugarzas mellett, szignifikansan csokkenti a sejtek koloniaformalé képességét mind a
kiilon-kiilon AuNP- vagy SAHA-kezelt, mind a kezeletlen mintdkhoz viszonyitva
(12. és 13. abra). Feltételeztiik, hogy a tapasztalt viabilitds csokkenés és a koloniaformald
képesség csokkenésének hatterében az ionizald sugarzasnak, a keletkezd reaktiv elektronok és
szabadgyokok miatt jelentés mértékben megnovekedett DNS karositd hatdsa all. Ezzel
Osszhangban szignifikdnsan tobb DNS kettds szala torést detektaltunk az AuNP és SAHA
egylittes kezelésnek Kkitett, irradialt mintdkban, mint a kezeletlen vagy csak AuNP- vagy csak

SAHA-kezelt, ionizal6 sugarzasnak kitett sejtekben (14. és 15. abra).

A 2D in vitro sejtkulturan elvégzett kisérletek mellett fontosnak tartottuk az AuNP és
SAHA egyiittes radioszenzitizalo hatasat megvizsgalni 3D sejtkultarakon is. Ezekben a
rendszerekben (szferoidok, organoidok) nem csak jobban megkdzelitjik a valos
tumorszerkezetet (pl. a sejt-sejt kapcsolatok megfelelnek a realis viszonyoknak), de az igy
kialakulo sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix kozotti kapcsolatok befolydsoljak a tumorsejtek
viselkedését, adott esetben a kemo- és sugarterapiara adott valaszat is. Valdjaban kimutattak
mar, hogy a 3D kultirakban a sejtek kozotti kontaktusok nagyobb szama €s a sejtek altal termelt
extracellularis matrix mennyisége is jelentésebb, mely ténylegesen csokkenti a sejtek terapias

érzékenységét. Ennek a folyamatnak a hatterében integrin medialt jelatviteli utak aktivalodasat
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feltételezték a jelenséget vizsgalo kutatocsoportok [141,169]. Tovabba, nagyobb mértékii drog-
¢s radiorezisztenciat is megfigyeltek mar 3D sejtkulturak alkalmazésa esetén a klasszikus 2D
rendszerekben tapasztaltakhoz képest [139,170,171]. Emiatt a tumorellenes szerek
hatékonysaganak a tesztelésekor mindenképpen eldnyds a 3D sejtkultirdk hasznalata, nem
csupan azért, mert egy in vivo kozeli rendszerben vizsgalodunk, hanem mert lehetdség nyilik a
valoédi tumorokban manifesztalédd hatékonysag csokkenés, esetleges érzéketlenség vagy

rezisztencia detektalasara is.

A kisérleteink soran mi is tapasztaltuk, hogy a 2D sejtkultarakon alkalmazott AuNP és
SAHA doézisokat (6,8 uM AuNP ¢és 0,1 uM SAHA) ndvelni kellett (34 uM AuNP ¢és 1 uM
SAHA) a 3D szferoidokon torténd vizsgalatokhoz. Ugyanakkor eredményeink azt mutattak,
hogy az AuNP és SAHA kombinacios kezelés a 3D szferoidokat alkoto sejtek koloniaformalo
képességét is szignifikdnsan csokkentette irradidciot kovetden, mind a kezeletlen, mind az
AuNP- vagy a SAHA-kezelt mintdkhoz viszonyitva. Ez tehat arra enged kovetkeztetni, hogy
az AuNP+SAHA korabban tapasztalt szinergista radioszenzitizalo hatasa 3D rendszerben is
manifesztalodik. Amennyiben az AuNP-t és a SAHA-t kiilon alkalmaztuk, ezek nem
befolyasoltak szignifikdnsan a tumoros sejtek koloniaképzé képességét, ez alol csak az A549
sejtek voltak kivételek. Itt ugyanis a magas sugardozis hatasara mind az AuNP, mind a SAHA
szignifikdnsan csokkentette a kolonidk szamat a kezeletlen, ionizald sugarzasnak Kkitett
kontrollhoz képest. (16. abra). Tovabba tanulmanyoztuk a DNS kettdés szali torések
mennyiségét is, hogy alatdmasztjak-e az altalunk megfigyelt szinergista sugarérzékenyitd
hatést. Ezek a kisérletek azt mutattdk, hogy a szferoidokat ért ionizal6é sugarzas DNS karosito
hatasa szignifikdnsan erésebb volt az AuNP+SAHA kett0s kezelt mintakban, mint a kezeletlen,

az AuNP vagy SAHA kezelt szferoidokban (17. abra).

fgy tehat elmondhatd, hogy az AuNP és SAHA kombinacidja igen hatésos
radioszenzitizald hatoanyag tarsulés, tekintve, hogy szinergista modon képesek csokkenteni a
tumoros sejtek viabilitasat ionizalo sugarzas alkalmazasa mellett. Az AuNP és a SAHA kozdsen
képesek az ionizalod sugarzas DNS karositd hatasat igen jelentdsen felerdsiteni, mely hosszi
tavon a sejtek koloniaformalod képességének szignifikans csokkenéséhez vezet az AuNP ¢és
SAHA kiilon-kiilon torténd alkalmazasdhoz viszonyitva. Ezért a két tumorellenes szer
kombindciojat mindképpen érdemes kihasznalni a tumorterapiaban, elsdsorban a sugérterapia

kiegészitdjeként.
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Altalanossagban elmondhatjuk, hogy a fém nanorészecskék és a hiszton-deacetildz
inhibitorok kombinaciéban torténd alkalmazasa igéretes tumorterapids lehetdséget nyujt.
Amellett, hogy kiilon-kiilon alkalmazva is hatékonyak tudnak lenni szamos tumortipus
eliminalasaban, a két szer egymas hatasat ki is egésziti. A HDAC gatlok egyik tdmadaspontja
a kromatint alkotod fehérjék acetilacidjan at a DNS hozzaférhetdségének novelése, ami igy
kiszolgaltatottabba valik a kiilonbdzé karositd hatdsoknak. A sejten beliili karositd hatdsok
nagymértékli fokozasa megvalosithato lehet ionizalo sugarzéssal, illetve biologiailag reaktiv
fém nanorészecskék bejuttatdsaval is. A nagy rendszdmu fémek az ionizdlod sugarzas kéros
hatéasait képesek tovabb erdsiteni, és ez altal érzékenyiteni a tumoros sejteket. Eredményeink
alapjan a jelenség forditva is igazolhato: a fém nanorészecskék onmagukban is képesek a
reaktiv oxigén szabadgyokok képzddésének felerdsitésére, foként ionizald sugarzas
alkalmazéasa mellett, de az igy kialakitott radioszenzitizacid is tovabb ndvelhetd HDAC

inhibitorok hasznalataval.
A legfontosabb eredményeink az alabbi pontokban foglalhatdak dssze:

1. A tumoros sejtek képesek a fém nanorészecskéket felvenni, amelyek a sejtek

citoplazmajaban, legtobbszor multivezikularis testecskékben akkumulalodnak.

2. A fém nanorészecskék intracellularis jelenléte nem befolydsolja a HDAC inhibitorok
mikddését a tumoros sejtekben, a hisztonfehérjék acetildlt allapota kialakul és megmarad

AgNP vagy AuNP jelenléte mellett is.

3. Az AgNP-k és a hiszton-deacetilaz inhibitor TSA szinergista modon képesek csokkenteni a

tumoros sejtek ¢életképességét.

4. Az AgNP ¢és TSA egyiittes alkalmazasanak eredményeként szignifikdnsan megnd a reaktiv
oxigén szabadgyokok mennyisége, a DNS kettds szalu torések szama, és ezaltal az apoptotizald
tumoros sejtek aranya a kezeletlen, és az 6nallo AgNP vagy TSA kezelésben részesiilt sejtekhez

viszonyitva.

5. Az AuNP és a HDAC inhibitor SAHA kombinacidja szinergista médon csdkkenti a tumoros

sejtek életképességét és koloniaformalod képességét ionizalo sugarzast kovetden.

6. Az ionizal6 sugarzas hatasara a daganatos sejtekben keletkezé6 DNS kettds szalu torések

szama szignifikansan nagyobb, ha az AuNP-t és SAHA-t egyiitt alkalmazzuk.

71



7. Az AuNP ¢és a SAHA hatéanyag kombinacié radioszenzitizal6 hatdsa nem csak 2D-ban
tenyésztett tumoros sejteken, hanem 3D szferoidokon is kimutathato, mivel a két hatéanyag
kombinacios alkalmazasa soran szignifikansan csOkken a szferoidot alkotd tumoros sejtek
koloniaformald képessége és megnd a sejtekben a DNS karosodds mértéke az irradialt

kontrollhoz és az 6nallo6 AuNP vagy SAHA kezelésekhez képest.

8. A HDAC inhibitorok (TSA, SAHA) hatasara egy nyitottabb kromatin struktara alakul ki,
mely hozzaférhetobbé teszi a DNS-t a kiilonféle kérositdé hatdsok szamara. Ezek a karosito
hatdsok, mint példaul az ionizal6 sugérzas jelentésen fokozhatok AuNP-k alkalmazasaval, vagy

citotoxikus fém nanorészecskék, mint az AgNP-k, sejtbejuttatasa révén.
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Osszefoglalas

A tumoros megbetegedések kezelésére a klasszikus kemoterapia mellett a sugarterapia a
masodik leggyakrabban hasznalt kezelési mdd. Az ionizalo sugarzasra legérzékeny részek a
sejtben a membranstrukturak és az 6rokitdanyag. A nagyenergidji sugarzas képes kozvetleniil
is, de akar indirekt médon is, reaktiv szabadgyokok indukéaldsan keresztiil karositani a

sejtorganellumokat és makromolekulakat.

A fém nanorészecskék tumorellenes hatasait és a jelenségek hatterében folyd molekularis
mechanizmusokat napjainkban szamos csoport vizsgalja. A nanorészecskék a méretiiknél fogva
képesek a tumorokat atszovd érhdlozat endotél rétegének nagyobb atjarhatdésdga miatt a
tumoros szOvetben passzivan feldisulni, igy elérhetd egy igen jelentds nanorészecske

koncentracid a tumoros szdvetben.

A bioldgiaban és az orvoslasban legelterjedtebben hasznalt nanopartikulumok az eziist
(AgNP) és az arany nanorészecskék (AuNP). Az eziist nanorészecskék széles spektrumu
antimikrobialis aktivitasa mellett, tumorellenes hatasa is igazolast nyert az elmult évek soran.
Az AgNP trojai faloként képes bejutni a tumoros sejtek citoplazmajaba, ahol felszinérdl eziist
ionok szabadulnak fel, amelyek genotoxikus hatdssal birnak, illetve oxidativ stresszt és
apoptézist indukalnak a tumoros sejtekben. Veliik ellentétben, az arany nanorészecskéket a
szakirodalom igen gyakran biologiailag inertnek tekinti, annak ellenére, hogy képesek a
tumorokban az angiogenezist €s a sztrdma ¢€s a tumor sejtek kdzotti kommunikaciot is gatolni.
Emellett, az arany nanorészecskék a tumoros sejteket érzékenyitik a sugérterapia sejtkarositd
hatasaira. A nagy energidju sugarzas a nagy rendszamu fémek atomjaibol, mint az arany
atomokbdl (Z=79) elektronokat 1okhet ki. Ezek az elektronok, illetve ezek gerjesztése
kovetkeztében masodlagosan kialakuld Auger kaszkad és a Compton effektus soran keletkezd,
alacsony energidju reaktiv elektronok és tovabbi alacsonyabb energidju, szort fotonok
reakcioba Iépnek a vizzel vagy mas molekuldkkal, melynek eredményeképpen a reaktiv
szabadgyokok mennyisége tovabb novekedhet, majd ezek a reaktiv gyokok kart tehetnek a
sejteket és az organellumokat felépité molekuldkban. Ez a lancreakci6 tobbszordsen megndveli

az irradiaci6 hatasara keletkez0 reaktiv szabadgyokok mennyiségét.

A hiszton-deacetilaz (HDAC) enzimek gatloinak tumorellenes hatdsat még azel6tt

felfedezték, hogy magukat az HDAC enzimeket és azok szerteagazd cellularis hatasait
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megismerték volna. A HDAC enzimek megnovekedett expressziojat tobb tumor tipus esetén is
leirtdk mar, igy magatol érthetdnek latszott a HDAC gatlok bevetése a tumorterdpia soran. A
HDAC gatlok alkalmazédsa vérképzé rendszeri tumorok ¢és szolid tumorok esetén is
hatékonynak bizonyult. A HDAC inhibitorok szamos fehérje szerkezetét és aktivitasat
befolyasolhatjak, hiszen a fehérjék acetilacidjanak novekedése novelheti azok stabilitasat,
befolyasolhatja lokalizacidjukat, de az acetilacio hatasara megndhet az adott fehérjék DNS kotd
affinitasa is, amennyiben példaul transzkripcios faktorokrol van sz6. Emellett a hisztonok
acetilaciojanak jelentds ndvekedése (hiperacetilacid) megvaltoztathatja egyes gének

expresszidjat és hatsara akar nyitottabb kromatin szerkezet is kialakulhat.

Munkank sordn fém nanorészecskék és HDAC inhibitorok tumorellenes hatésat
vizsgaltuk in vitro sejtvonalakon. Mind az AuNP, mind az AgNP esetében kimutattuk, hogy
ezek a részecskék a human tumoros sejtekbe képesek bejutni €s ott felhalmozddni. A HDAC
inhibitorok, mint szuberoil-anilid-hidroxdmsav (SAHA) és trichostatin A (TSA)
alkalmazéasanak eredményeképpen a hiszton fehérjék acetilacidos allapotanak ndvekedését
detektaltuk, és ez az emelkedett hiszton acetilacidos szint megfigyelhetd volt az HDAC
inhibitorok fém nanorészecskékkel kombinacioban torténd alkalmazasakor is. Igy
megallapithatd, hogy a SAHA és a TSA HDAC inhibitorok hatdsat nem befolyésolta a fém

nanorészecskék jelenléte.

Els6é megkozelitésiinkben az AgNP és a HDAC gatlo TSA kozos tumorellenes hatasat
vizsgéltuk HeLLa human cervikalis adenokarcindéma sejteken in vitro. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az AgNP ¢és a HDAC gatlo TSA kombinacidoban alkalmazva szinergista
modon csOkkentette a HelLa sejtek ¢letképességét. Tobb tumoros sejtvonalon is hasonld
szinergista egytittmiikddést figyeltiink meg az AgNP és TSA kombinacids kezeléskor, mig a
nem tumoros NIH-3T3 sejtvonalon a két szer kdzott antagonista hatast detektaltunk. Az AgNP
¢és TSA kettds kezelés a HeLa sejtek viabilitasan til azok migracios aktivitasat is befolyasolta.
Az AgNP+TSA kettds kezelés hatasara szignifikansan lecsokkent a sejtek migracids és
proliferacios képessége a kezeletlen, és a csak AgNP vagy a csak TSA kezelt mintdkhoz

viszonyitva.

A HDAC gatld TSA hatasara nd a hisztonok acetilaltsdga, melyet kimutattunk a H4KS,
H4K8 ¢s H3K23 moddosult hisztonok detektalasa révén, melyek bizonyitékai a kezelés hatasara

kialakul6 relaxalt kromatin szerkezet megjelenésének. Emellett a H3K9 trimetilacidja csokkent
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a kezelések hatdsara, mely szintén a nyitottabb kromatin struktira kialakuldsarol ad
bizonyitékot. Ezek a hiszton mddositasok megjelentek az AgNP és TSA kettds kezelések soran
is, tehat az AgNP jelenléte nem befolyasolta a HDAC inhibitor aktivitdsat. Megfigyeltiik, hogy
a TSA kezelés altal kialakitott relaxaltabb kromatin szerkezet a DNS-t hozzaférhetdbbé teszi
az AgNP DNS karositd hatdsai szamara. Az AgNP kezelés mar 6nmagaban is valamelyest
novelte a DNS kettds szalu torések szamat a kezeletlen mintahoz képest, de az AgNP és TSA
kombinaciojanak alkalmazéasa mellett szignifikansan tobb DNS kettds szalu torést detektaltunk,

mint a csupan AgNP vagy kiilon TSA kezelt sejtekben.

Tanulmanyok alapjan az AgNP is és a HDAC inhibitorok is ndvelik az intracellularisan
keletkez6 reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét. Az AgNP kezelés esetében kimutattak,
hogy a részecskék felszinérdl levalo eziist ionok feleldsek az oxidativ stressz kivaltasaért.
Kisérleteinkben mind az AgNP, mind a TSA kezelés megnovelte a reaktiv oxigén
szabadgyokok mennyiségét, illetve kis mértékben nétt az apoptotizald sejtek aranya is az
AgNP, illetve a TSA individudlis expoziciok hatdsara, de ezekhez képest szignifikansan
nagyobb mértékli oxidativ stresszt és apoptozist detektaltunk a AgNP+TSA kettos kezelt HeLa
sejtekben.

A masik kisérleti megkozelitéslinkben szintén egy fém nanorészecske és egy HDAC gatlo
anyag, az AuNP ¢és a SAHA, radioszenzitizalo hatasat vizsgaltuk AS549 tid6 eredetii
adenokarcinoma, MCF-7 mellrdkos, DU-145 és PC-3 prosztatardkos sejtvonalakon. Ionizald
sugarzas mellett az AuNP és SAHA kettds kezelés szignifikdnsan csokkentette a tesztelt
tumoros sejtvonalak ¢életképességét nem csak a kontrollhoz, de az AuNP, illetve a SAHA kezelt
mintakhoz képest is. Kimutattuk tovabba, hogy az AuNP és SAHA kezelés kombindcioban
alkalmazva szinergista modon csdkkenti a tumoros sejtek viabilitdsat ionizald sugarzast

kovetGen.

Az ionizal6 sugarzads DNS karositd hatasa szignifikans mértékben nétt a AuNP+SAHA
kezelt sejtekben, mely magyarazhaté azzal, hogy a SAHA kezelés hatdsara egy nyitottabb
kromatin szerkezet alakul ki, mely a DNS-t az azt karosit6 hatasok szamara jobban elérhetévé
teszi. A DNS-t karosithatja az ionizal6 sugarzas kdzvetleniil is, illetve kozvetve, oxidativ stressz
generalasan keresztiil is. Az AuNP képes az irradiacio altal indukalt reaktiv szabadgyokok
mennyiségét felsokszorozni az Auger és Compton hatasnak koszonhetd fizikai felerdsitésen

keresztiil. Az AuNP és SAHA kombinacidja az ionizal6d sugarzas rovidtava hatasai mellett, a
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hossztavon érvényesiild koloniaformald képességet is befolyasolja. A két szer egyiittesével
torténd kezelés 2 és 4 Gy sugardozissal torténd expozicio utan szignifikdnsan csokkentette a
tumoros sejtek altal formalt koloniaszamot a kezeletlen és az AuNP vagy SAHA kezelt

mintakhoz képest.

Az AuNP és SAHA radioszenzitizalo hatasat 3D tumoros sejtkultirdkon is vizsgaltuk.
3D modellben a sejtkulturat felépitd sejtek alakja, a kialakitott sejt-sejt kapcsolatok ¢és a sejt-
extracellularis matrix (ECM) kapcsolatok szdma az in vivo rendszerekben talalhato sejtekéhez
hasonl6. De mas jelenségek is megfigyelhetok, mikor a sejtek a megteleld térbeli morfologiat
tudjak felvenni, példaul olyat, amilyen format a tumorszdvetben is magukra 6ltenek. Példaul
3D kultaraban novo tumorsejteknél nagyobb aranyu heterokromatinizaciot figyeltek meg, mint
a klasszikus 2D kultarakban talalhato kitapadt, lapos format mutaté sejtekben. Ez a
heterokromatinizaci6 befolyasolhatja a sejtek expresszios profiljat, illetve a stresszorokra adott
valaszukat. A megndvekedett sejt-sejt és sejt-ECM kapcsolatok szdma az integrin receptorokon
keresztiil befolyasolja a sejtek tulélését, osztodasat, differencidlodasat. Ezek Osszessége egy
emelkedettebb rezisztenciat alakit ki a 3D kultiradban tenyésztett sejtekben, mind az ionizald
sugarzassal, mind pedig a kemoterapids szerekkel szemben. A 3D sejtkultirdk alkalmazasa
ezért fontos allomas lehet a tumorellenes anyagok hatasossaganak vizsgalatakor, az in vitro és

in vivo tesztelés kozott.

A 3D sejtkultaran végzett kisérleteinkbdl megéllapithatjuk, hogy a szferoidot alkotod
tumoros sejtek koloniaformald képessége szignifikansan csokken az AuNP és SAHA kettds
kezelés soran, ionizald sugarzast kdvetden, a kezeletlen és a csak AuNP- vagy csak SAHA-
kezelt mintdkhoz viszonyitva. Meg kell azonban jegyezni, hogy a szferoidok vizsgalata soran
az AuNP és SAHA kezelési koncentraciokat meg kellett emelni a 2D sejtkultiiran hasznaltakhoz
képest, mely tovabb erdsiti a 3D sejtkultirdban novo sejtek eddig is feltételezett, nagyobb
mértékli kemo- és radiorezisztens jellegét. Az ionizald sugarzas DNS karositdé hatdsa
szignifikansan nagyobbnak bizonyult az AuNP ¢s SAHA kombinacio6javal kezelt szferoidokat
alkot6 sejtekben mind a kontrollhoz, mind pedig az AuNP vagy SAHA kezelt szferoidokban
detektalt kettés szalt DNS torések szaméhoz képest. Igy megallapithatd, hogy az AuNP és a
SAHA kombinacidja hatasos radioszenzitizald egylittesnek bizonyul, és a két hatéanyag

szinergista aktivitdsa nem csupan 2D, de 3D sejtkultiran is manifesztalodik.
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Az eredményeink Osszegzéséiil elmondhatjuk, hogy a fém nanorészecskék és a HDAC
gatlok egyiittes alkalmazasa a tumorterapia soran megnovelheti a kezelés hatasossagat. Az
Onmagaban is tumorellenes hatast mutato AgNP ¢és a TSA HDAC gatld szinergista modon
csokkentik a tumoros sejtek életképességét. Az AgNP és TSA kezelés szignifikdnsan noveli a
kivaltott oxidativ stresszt, a DNS karosodas mértékét és az apoptotizalod tumoros sejtek aranyat
a kezeletlen és a csak AgNP- vagy csak TSA-kezelt tumoros sejteken megfigyelthez

viszonyitva.

Az 6nmagaban biologiailag inertnek tekintett AuNP ¢és a klinikai onkoldgidban mar
tumorellenes hatdanyagként alkalmazott SAHA hiszton-deacetilaz inhibitor egyiittese ndveli az
ionizald sugarzas altal kivaltott DNS karosodas mértékét és szignifikansan csokkenti a sejtek
koloniaképzd képességét mind 2D, mind 3D sejtkultirdban novo tumoros sejtek esetén. Az
AuNP ¢s a SAHA szinergista radioszenzitizal6 hatasa tobb tumoros sejtvonalon is bizonyitast
nyert, igy ez a hatéanyag kombinacié potencidlisan kihasznéalhat6 lehet a sugérterapia

felerdsitésére is.
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Summary

Apart from chemotherapy, radiation therapy is one of the most commonly used treatment
modalities for malignant cancerous diseases. The most sensitive parts of the cells exposed to
ionizing radiation are membrane structures and the genetic material. Thus, high energy
irradiation can cause damage in numerous cell organelles and modify macromolecules directly

or via indirect effects by inducing the production of reactive oxygen species.

The intrinsic anti-tumor activity and the applicability of metal nanoparticles in
oncotherapy have been investigated in recent years by many research groups. One highly
advantageous property of nanometer-sized particles employed against tumors is provided by
the increased permeability and retention effect, which allows the passive accumulation of
nanoparticles in the tumor tissue. This way a massive amount of nanomaterials with or without
payloads can be concentrated within the tumor microenvironment. Nevertheless, active
targeting, achieved by conjugating certain receptor ligands onto the extremely large specific
surface of the particles yields further increases in the intracellular nanoparticle concentration,
since these ligands can assist the uptake of the particles (for example by endocytotic

mechanisms) into the cancer cells.

The most commonly utilized nanomaterials are silver (AgNP) and gold nanoparticles
(AuNP). Although the anti-microbial activity of AgNPs has been known for a while now, the
anti-tumor effects of these materials have been highlighted only in recent years. AgNPs can be
internalized by tumor cells via various endocytotic routes, along which the particles reach the
acidic lysosomal environment, where particle degradation is initiated. Reactive silver ions are
released from the surface of AgNPs, which will ultimately cause genotoxic stress, induce
oxidative stress, and apoptosis. This mechanism of action, called the trojan horse type

mechanism, explains the intrinsic cytotoxic nature of AgNPs.

AuNPs are regarded as biologically inert materials, however, several studies revealed
their anti-angiogenetic properties, and it was also shown, that AuNPs can inhibit the paracrine
communication between tumor and stroma cells. Apart from these biological activities, AuNPs
manifest radiosensitizing effects as well. Radiation with high-energy beams can hit an electron
from an inner electron shell of metals with a high atomic number such as gold (Z=79). Then

the Compton effect and Auger cascade result in the release of secondary, lower energy electrons
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and the scatter of secondary photons, which induce the production of reactive oxygen species
and increase the harmful cellular effects of irradiation. Therefore, gold nanoparticles within
tumor cells offer the possibility to induce cancer cell damage more efficiently and by utilizing

lower irradiation doses.

The increased activity and the overexpression of histone deacetylase (HDAC) enzymes
were observed in several tumor types, and the anti-tumor activity of HDAC inhibitors was also
discovered before the wide range of cellular effects exhibited by HDAC enzymes were
completely characterized. Immediately after the mechanistic details of the catalytic activity of
this enzyme family was revealed the possible application of HDAC inhibitors in tumor therapy
emerged. In fact, HDAC inhibitors were found to be highly effective against hematopoietic and
solid tumors. Now it is known that HDAC inhibitors can affect the activity, the stability, and
the intracellular localization of various proteins by maintaining acetylated protein forms, and
can also modulate the DNA-binding affinity of acetylated transcription factors. Moreover, the
hyperacetylation of histone proteins induced by the activity of HDAC inhibitors can influence

gene expression and facilitates the formation of a relaxed chromatin structure.

In this study, we investigated the anti-tumor activity of metal nanoparticles (AgNP and
AuNP) and HDAC inhibitors used in combination on tumor cell lines in vitro. We found that
both AuNPs and AgNPs were internalized by the tumor cells. The HDAC inhibitory effect of
suberoylanilide-hydroxamic acid (SAHA) and Trichostatin A (TSA) was also tested by
detecting the acetylation levels of histone proteins. High amounts of acetylated histones were
observed upon HDAC inhibitor treatment, and after combinational treatments using metal
nanoparticles and HDAC inhibitors. These results indicated that the presence of metal

nanoparticles did not influence the activity of HDAC inhibitors.

In our first study, we investigated the anti-tumor activity of AgNPs and the HDAC
inhibitor TSA on HeLa cervical cancer and on other cancerous and non-cancerous cells in vitro.
According to our results, AgNPs and TSA in combination synergistically decreased the viability
of HeLa cells. We observed synergism between AgNPs and TSA on other tumor cell lines as
well, while antagonism was detected between the two agents on NIH-3T3 non-tumoral mouse
fibroblast cells. Moreover, besides the synergistic viability decrease upon AgNP+TSA
exposure, the combinational treatment affected the migration activity of HeLa cells as well.

AgNPs and TSA together significantly decreased the migration and the proliferation of HeLa
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cells detected by scratch assay compared to the untreated samples and to the AgNP or TSA

individual treatments.

HDAC inhibition by TSA increased the acetylation level of histone proteins at the
position H4KS5, H4KS, and H3K23, which indicated the formation of an opened chromatin
structure. Moreover, a decreased level of H3K9 trimethylation was also observed, further
demonstrating the presence of a newly established relaxed chromatin structure. These histone
modifications were formed also in the case when cells were exposed to both AgNP and TSA,
thus we could conclude that AgNPs do not affect the action of TSA during the combinational
treatments. We assumed that in an opened chromatin structure the DNA is more vulnerable to
the DNA-damaging effects of AgNPs. In fact, although the individual AgNP treatment already
led to an increase in the number of DNA double-strand breaks compared to the untreated
samples, nevertheless, the AgNP and TSA combinational treatments resulted in significantly
more DNA double-strand breaks compared to both untreated conditions and to the AgNP or

TSA individual treatments.

Based on the literature, exposure of cells to either AgNP or TSA can lead to an increased
amount of intracellular reactive oxygen species (ROS). In our experiments, higher levels of
ROS and an augmented number of apoptotic cells were detected upon AgNP and TSA
individual exposures compared to the untreated samples. However, oxidative stress and

apoptosis were significantly more pronounced after AGNP+TSA treatments of HeLa cells.

In our second study, the combined radiosensitizing effect of AuNPs and the HDAC
inhibitor SAHA was investigated on A549 lung adenocarcinoma, MCF-7 breast cancer, DU-
145, and PC-3 prostate cancer cell lines. Treatments with AuNP and SAHA combinations
followed by exposures to ionizing radiation resulted in significantly decreased viability of the
tested tumor cells compared to irradiated control as well as to cells receiving AuNP or SAHA
individual treatments and ionizing radiation. Importantly, we observed synergistic

radiosensitization between AuNPs and SAHA using them in combination upon viability assays.

The DNA damaging effect of ionizing radiation increased significantly upon
AuNP+SAHA combinational treatments due to the opened chromatin structure resulted from
SAHA exposures. The ionizing radiation can impair the DNA directly or indirectly via the

generation of reactive radicals. AuNPs can physically multiply the number of reactive electrons,
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leading to the formation of an extremely high quantity of reactive radicals, which are ready to
attack the macromolecules of the tumor cells. Besides the short-term effects, such as reduced
cancer cell viability, the AuNP and SAHA combinations can influence the behaviour of tumor
cells on the long run, by modulating their colonyforming capabilities. The AuNP+SAHA
combinational treatment decreased substantially the number of colonies formed by tumor cells
after irradiation by 2 and 4 Gy doses, compared to the untreated, AuNP- or SAHA-treated

samples.

The radiosensitizing effect of AuNP and SAHA was investigated on 3D cell cultures as
well. In 3D cell cultures the cell shape, the number of cell-cell, and cell-extracellular matrix
(ECM) interactions are similar to those found in the in vivo systems, which might affect the
response of tumor cells to chemo- or radiotherapy. A higher level of heterochromatinization
was found in cells with rounded shapes in a 3D structure than in adherent cells with a flat shape
found in 2D cell cultures. Cell shape, as well as heterochromatinization, can affect the
expression profile and the sensitivity of cells to various stressors. Therefore, the proper cell-
cell and cell-ECM interactions in 3D spheroids might determine the survival, proliferation, and
differentiation of cancer cells via integrin-mediated processes. All these events result in
increased resistance to ionizing radiation and chemotherapeutic agents of cancerous cells
growing in 3D cultures. Therefore, the application of 3D cell cultures should be part of the
testing strategy between classical 2D in vitro and in vivo studies upon evaluating the effeciency

of potential anti-tumor agents.

In our experiments using 3D cell cultures, we observed a significant decrease in the
colonyformation of irradiated cells receiving AuNP and SAHA in combination, compared to
the untreated, AuNP- or SAHA-treated counterparts. The DNA damaging effect of ionizing
radiation, measured as the number of DNA double-strand breaks was significantly higher after
AuNP and SAHA treatment than in the untreated, AuNP-, or SAHA-treated spheroids
indicating that AuNP together with SAHA form an effective radiosensitizing combination. It
has to be noted, however, that the concentrations of these agents had to be increased from
6.8 uM AuNP and 0.1 pM SAHA - used in the 2D cell cultures - to 34 uM AuNP and 1 pM

SAHA, which demonstrates the higher chemoresistance of cells growing in 3D cell cultures.

To summarize our results, we can conclude that the application of metal nanoparticles

and HDAC inhibitors in combination can increase the effectiveness of cancer therapy. AgNPs,
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which show an intrinsic anti-tumor activity by themselves, together with the HDAC inhibitor
TSA synergistically decreased the viability of tumor cells. The AgNP and TSA combination
induced significantly greater oxidative stress, more DNA damage, and a higher level of
apoptosis in tumor cells compared to the untreated conditions and to cells exposed to AgNP

and TSA individual treatments.

The biologically inert AuNPs and the clinically utilized anti-tumor agent SAHA in
combination increased significantly the DNA damaging effect of irradiation, decreased the
colonyforming capabilities and the viability of tumor cells both in 2D and 3D cell cultures. The
synergistic radiosensitizing effect of AuNPs and SAHA combinational treatment was
demonstrated on several tumor cell lines, thus these agents together can be used as highly potent
radiosensitizers which enhance synergistically the efficacy of each other upon radiation

therapy.
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Fiiggelék
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1. fiiggelék abra A fém nanorészecskék morfolégidjanak és méreteloszlasanak
meghatarozasa. (a) Az AgNP-k megkdzelitleg szférikus morfologiaval rendelkeznek,
atmérdjlik koriilbeliil 35 nm mind a TEM (b) mind a dinamikus fényszéras eredménye alapjan.
(c) Az AuNP-k megkozelitdleg gomb alakuak, a méretiik a TEM és (d) a DLS alapjan atlagosan
10 nm.
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2. fiiggelék abra Az AgNP és AuNP UV és lathato fény elnyelése. (a) Az AgNP kolloid oldat
UV-Vis elnyelési spektruma 400 nm kornyékén mutat elnyelési maximumot, amely az eziist
nanorészecskékre jellemzd. (b) Az AuNP kolloid oldat elnyelése 520 nm koriil rendelkezik
elnyelési maximummal, mely az arany nanopartikulumokra jellemzd.

A549 DU-145
150 150

Il AuNP B AuNP
= B SAHA - M SAHA
s 100 B AuNP+SAHA ":."—100 I AuNP+SAHA

w w
e b
s 50 S 50
5 5
0 04
AuNP (uM) 0O 6.8 34 68 AUNP (uM) 0 6.8 34 68
SAHA (upM) O 0.1 0.5 1 SAHA (M) 0 0.1 0.5 1
PC-3 MCF-7
150 150 -

B AuNP B AuNP
= Il SAHA = Il SAHA
= 100 I AuNP+SAHA £ 100 I AuNP+SAHA
g 8
8 s0 )

5 5
0 04
AUNP (M) 0 6.8 34 68 AUNP (M) 0 6.8 34 68
SAHA M) 0 &r 08 1 SAHA (uM) O 01 05 1

3. fiiggelék abra Az A549, DU-145, PC-3 és MCF-7 sejtek életképessége AuNP, SAHA és
AuNP+SAHA kezelést kovetoen, ionizalo sugarzas alkalmazasa nélkiil. Irradiacio nélkiil az
AuNP, SAHA ¢és a ketté kombinacioja nem befolyasolja a tumoros sejtek életképességét az
alkalmazott kezelési koncentraciokban.
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4. fiiggelék abra Reprezentativ képek a tumoros sejtek koloniaformalo képességének
valtozasarol 0, 2 és 4 Gy sugardézis alkalmazasa utan a kezeletlen és az AuNP, SAHA
vagy a ketté kombinacidjaval torténé kezelést kovetéen.

KntroII AuNP ) SAHA _ AuNP + SAA

L

5. fiiggelék abra Reprezentativ képek a nem-irradialt kontroll, AuNP, SAHA és
AuNP+SAHA kezelésben részesiilt szferoidok metszeteirél vy-H2AX-specifikus
immunfestést kovetéen. Az AuNP, SAHA ¢és az AuNP+SAHA kezelés ionizald sugarzas
alkalmazésa nélkiil nem bir genotoxikus hatassal.
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