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Bevezetés

Napjainkig a tumoros megbetegedések legelterjedtebb
kezelési modjai koz¢ tartozik a kemoterdpia és a sugarkezelés.
A Kklasszikus kemoterapia soran alkalmazott tumorellenes
anyagok mellett megjelentek a célzott terapiara alkalmas szerek
és az antitest alapu kezelések is, viszont a tumoros
megbetegedések kezelése soran igy is szamos mellékhatas
kialakulhat. A sugarterapiaban nagyenergiaju ionizal6 sugarzast
alkalmaznak, amelyre a sejtek membranstruktirai és az
orokitbanyag a legérzékenyebbek. Az ionizald sugarzas viszont
karosithatja a tumorok kornyezetében 1éve egészséges
szoveteket és szerveket is, amely csokkenthetd Ilehet
radioszenzitizald szerek hasznalataval, igy redukalva a

mellékhatasok kialakulasat és novelve a terapia hatékonysagat.

A fém nanorészecskék egyedi tulajdonsagaik, mint a nagy
fajlagos feliilet, specialis fizikai és kémiai sajatsagok, az €16
rendszerekkel kialakitott kivételes kolcsonhatasok —miatt
kiilondsen igéretes eszkdzok lehetnek innovativ diagnosztikai és
terapias eljarasok szamara, igy a daganatos betegségek klinikai
kezelésében is. A fém nanorészecskék koziil az eziist
nanopartikulumokat (AgNP) alkalmazzak a legszélesebb
korben, k6szonhetéen els6sorban antimikrobialis

aktivitasuknak. Az arany nanorészecskéket (AuNP) viszont az



elektronikai ipar hasznalja fel leginkabb, viszont konnyen
modosithato feliiletiik és biologiailag inert sajatsaguk miatt
orvosbioldgiai potencialjuk is igen jelentdés. Az utobbi
évtizedben jelentds kutatasi aktivitds Osszpontosult mind az
AgNP, mind az AuUNP tumorellenes hatékonysaganak
felderitésére. Méretiikb6l adodoan ugyanis képesek passzivan
feldusulni a tumoros szdvetben, a daganatokat atszovo érhalozat
fenesztralt endotélrétegének koszonhet6en, majd bejutni a rakos
sejtekbe. Itt az AgNP-k oxidativ stresszt és apoptozist
indukalnak a feliiletikrél levald ezist ionok révén. A
biokompatibilis AuNP-k foto- és radioszenzitizal6 aktivitasuk
miatt értékesek, mivel képesek a tumorokban hipertermiat

eldidézni, illetve az ionizald sugdrzas hatasat felerdsiteni.

A hiszton-deacetilaz enzimek (HDAC) gatloszereinek
tumorellenes hatasa tobb vérképzé rendszeri és szolid tumor
esetén is bizonyitast nyert. Ezek a vegyiiletek szamos hiszton €s
nem-hiszton fehérje acetilaciojat befolyasoljak és képesek
apoptozist indukalni a programozott sejthalal tobb utvonalanak
aktivalasan at. A HDAC inhibitorok a hisztonok acetilaciojanak
novelésén keresztll nyitottabb kromatin szerkezetet alakitanak
ki, mellyel a DNS hozzaférhet6ségét novelik a karositd agensek

szamara. Ezen tulajdonsaguk miatt fém nanorészecskékkel és



sugarterapiaval kombinacioban ndvelhetik a terapia specifitasat

¢és hatékonysagat.

Célkitiizések

Munkank sordn két kisérleti megkdzelitésben vizsgaltuk a
fém nanorészecskék ¢és HDAC inhibitorok egylittes

tumorellenes hatasat.

1. Az elso kisérleti felallasban az AgNP és a HDAC inhibitor
Trichostatin A (TSA) kombinacidja altal a rakos sejtekben
indukalt sejtbiologiai valtozdsokat és azok mértékét
vizsgaltuk in vitro.

2. A masodik kisérleti rendszeriinkben az AuNP és a HDAC
inhibitor szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA) egyiittes
radioszenzitizald hatasat tanulmanyoztuk 2D és 3D tumoros

sejtkulturakon.

Modszerek

A fém nanorészecskék tumorsejtekbe torténd bejutasat
transzmisszios elektronmikroszkoppal detektaltuk. A HDAC
inhibitorok hatasara kialakuld acetilalt fehérjék jelenlétét
acetilalt-lizin immunfestéssel vizsgaltuk, mind azok o6nallo
alkalmazasa, mind fém nanorészecskékkel kombinacioban

torténd hasznalatuk soran.



Munkank soran az AgNP ¢és a HDAC inhibitor TSA hatasat
a rakos sejtek viabilitasara MTT alapu modszerrel vizsgaltuk. A
nanorészecskék és a TSA kozotti szinergista kolesonhatast az
¢életképesség vizsgalatok eredményei alapjan CompuSyn
szoftver segitségével allapitottuk meg. A TSA hatasara 1étrejott
hiszton acetilaciét, mely a nyitottabb kromatin szerkezet
kialakulasara utal, Western blot modszerrel bizonyitottuk, mind
az 6nalld TSA, mind az AgNP-vel kombinacioban térténd
kezeléseket kovetden. Az AgNP és a HDAC gatlo TSA hatasara
keletkez6 reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét DCFDA
festéssel, a DNS karosodds mértékét yYH2AX festéssel és a
kezelések hatasara indukalodo apoptozist hasitott kaszpaz-3

immunfestéssel vizsgaltuk.

Az AuNP és a HDAC inhibitor SAHA radioszenzitizalo
aktivitasat 2D tumoros sejtkultirdkon MTT modszerrel
vizsgaltuk, majd CompuSyn szoftvert alkalmaztunk a két szer
kozotti szinergista kdlcsonhatas megallapitdsara. Az AuNP és
SAHA radioszenzitizal6 hatasat a sejtek koloniaformalo
képességének  meghatarozasaval  vizsgaltuk, irradiaciot
kovetden. Az ionizald sugarzas hatasara keletkez6 DNS kettds
szalu toréseket YH2AX kimutatasan alapulé immuncitokémiai,
illetve immunhisztokémiai modszerekkel vizualizaltuk 2D

tumoros sejtkultirakon és 3D szferoidokon, miutan a kultarakat



AuNP-vel és SAHA-val kezeltiik és ionizalé sugarzasnak tettiik

ki. A két hatoanyag szinergista radioszenzitizal6 hatasat a sejtek

koloniaformalo képességének meghatarozasaval bizonyitottuk a

3D tumoros sejtkultarakon.

Fontosabb eredmények, tézispontok

1.

A tumoros sejtek képesek a fém nanorészecskéket felvenni,
amelyek a  sejtek  citoplazmajaban,  legtobbszor
multivezikularis testecskékben akkumulalodnak.

A fém nanorészecskék intracellularis jelenléte nem
befolyasolja a HDAC inhibitorok miikddését a tumoros
sejtekben, a hisztonfehérjék acetilalt allapota kialakul és
megmarad AgNP vagy AuNP jelenléte mellett is.

Az AgNP-k ¢és a hiszton-deacetilaz inhibitor TSA
szinergista modon képesek csokkenteni a tumoros sejtek
¢életképességét.

Az AgNP és TSA egyiittes alkalmazasanak eredményeként
szignifikdnsan megnd a reaktiv oxigén szabadgyokok
mennyisége, a DNS kettds szalt torések szama, és ezaltal az
apoptotizald6 tumoros sejtek aranya a kezeletlen, és az
onallo AgNP vagy TSA kezelésben részesiilt sejtekhez
viszonyitva.

Az AuUNP ¢és a HDAC inhibitor SAHA kombinacidja

szinergista ~modon csokkenti a  tumoros  sejtek



¢életképességét ¢és koloniaformald képességét ionizalo
sugarzast kovetden.

6. Az ionizaldo sugarzas hatdsara a daganatos sejtekben
keletkez0 DNS kett6s szalu torések szama szignifikansan
nagyobb, ha az AuNP-t és SAHA-t egyiitt alkalmazzuk.

7. Az AuNP ¢és a SAHA hatéanyag kombinacio
radioszenzitizald hatasa nem csak 2D-ban tenyésztett
tumoros sejteken, hanem 3D szferoidokon is kimutathato,
mivel a két hatdanyag kombinacios alkalmazasa soran
szignifikansan csokken a szferoidot alkotdé tumoros sejtek
koléniaformald képessége és megnd a sejtekben a DNS
karosodas mértéke az irradialt kontrollhoz és az oOnalld
AuNP vagy SAHA kezelésekhez képest.

8. A HDAC inhibitorok (TSA, SAHA) hatasara egy nyitottabb
kromatin struktura alakul ki, mely hozzaférhetobbé teszi a
DNS-t a kiilonféle karosito hatasok szamara. Ezek a
karosito hatasok, mint példaul az ionizald sugarzas
jelentésen fokozhatok AUNP-k alkalmazasaval, vagy
citotoxikus fém nanorészecskék, mint az AgNP-k,

sejtbejuttatasa révén.

Osszefoglalas

Az eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy mind az
AgNP ¢és TSA kombinacidja, mind pedig az AuNP és SAHA
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egylittes alkalmazasa ionizald sugarzas mellett Szinergista
modon képes csokkenteni a tumoros sejtek életképességét. Az
AgNP ¢és TSA kombinacioban alkalmazva szignifikdnsan
megemeli a reaktiv oxigén szabadgyokok mennyiségét, a DNS
kettds szalu torések szamat, €s az apoptotizalo sejtek aranyat a
kezeletlen és az AgNP-, vagy TSA-kezelt tumoros sejtekben

tapasztaltakhoz viszonyitva.

Az AuNP ¢és SAHA kombinaciojanak alkalmazasa
szignifikansan ndveli az ionizal6 sugarzas DNS karosité hatasat
és csokkenti a tumoros sejtek koloniaformald képességét
irradiaciot kovetéen, mind 2D, mind 3D sejtkulturdban a
kezeletlen és a csak AuNP-, vagy csak SAHA-kezelt mintakhoz
képest.

Mindkét kisérleti elrendezésiink soran kimutattuk, hogy a
HDAC inhibitorok egy nyitottabb kromatin szerkezetet
alakitanak ki, igy a sejtek orokitéanyagat hozzaférhetébbé téve
az azt karosito agensek szamara. Ilyen karositd hatasok lehetnek
az HDAC inhibitorok és az AgNP kombinaciojanak
alkalmazasakor az AgNP altal indukalt oxidativ stressz, illetve
az ionizald sugarzasnak az AUNP-k altal felerésitett DNS
kéarositd hatasa. Kisérleteinkben az AgNP és TSA szinergista
tumorellenes hatésat, illetve az AuNP és SAHA szinergista

radioszenzitizalo aktivitasat mutattuk Ki.
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Témavezetéi nyilatkozat

Alulirott Dr. Csontné Dr. Kiricsi Monika nyilatkozom arrdl,
hogy Igaz Nora szerepe meghatarozo jelentéségii volt a
,Modulating chromatin structure and DNA accessibility by
deacetylase inhibition enhances the anti-cancer activity of
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»oynergistic radiosensitization by gold nanoparticles and the
histone deacetylase inhibitor SAHA in 2D and 3D cancer cell
cultures” (Nanomaterials, 2020) cim kozleményekben.
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