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A FEM NANORESZECSKEK
ES A HISZTON- DEACETILAZ INHIBITOROK
TUMORELLENES HATASANAK SOKSZINUSEGE

Igaz Nora és Kiricsi Monika
Szegedi Tudomanyegyetem, TTIK,
Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék

Osszefoglalas

A nanotechnoldgia fejlddése révén szamos (j diagnosztikai és terapias megko-
zelitésre nyilt lehet6ség, melyek a jovoben forradalmasithatjdk a rakos meg-
betegedések klinikai kezelését. Terapias szempontbdl az arany (AuNP) és az
ezlist nanorészecskék (AgNP) kilonleges tulajdonsagai is jol kihasznalhatok
lehetnek: arany nanorészecskéket terapias molekuldk szallitasara, radioszenziti-
zacidra, ezlist nanorészecskéket egyedi apoptotikus tulajdonsagai miatt alkal-
mazhatndk a rakos sejtek elpusztitasara. A hiszton-deacetilaz enzimek (HDAC)
gatloszerei a fehérjék acetilacidos mintazatanak befolydsolasan keresztil szamos
sejtbioldgiai folyamatot modulalhatnak. A hiszton fehérjék acetilacidjanak nove-
lésén at nyitottabb kromatin szerkezetet alakitanak ki, mellyel a DNS sebez-
het6ségét is novelik. Munkank soran AgNP, AuNP és HDAC gatlok kombina-
cidjanak tumorellenes hatasait vizsgaltuk in vitro sejtkultirdkon. Megallapi-
tottuk, hogy az AgNP és a HDAC inhibitor Trichostatin A szinergista modon
csOkkentik a tumoros sejtek életképességét és egylttes alkalmazasuk
szignifikansan noveli a DNS kettdsszalu torések szamat. Az AuNP és a HDAC
gatld szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA) egyittes alkalmazasakor radioszen-
zitizald képességik jelentdsen megnd, mivel az igy kezelt tumoros sejtek
koldniaformald képessége csokken, a DNS karosodas mértéke viszont jelentésen
megno irradiaciot kovetéen. A HDAC inhibitor altal kialakitott nyitottabb kroma-
tin szerkezet a DNS-t valdszinlleg hozzaférhetobbé teszi az AgNP altal indukalt
oxidativ stressz és az AuNP segitségével felerbsitett, az ionizaldé sugarzas altal
okozott karositd hatdsok szamara.

Bevezetés

Az elmult évtizedben jelent6s alap- és transzlacidés kutatasi aktivitds dsszpon-
tosult a nanoméret(i anyagok orvosbioldgiai, elsddlegesen diagnosztikai és
terdpids alkalmazhatdésaganak feltérképezésére, am ezen belll is, a legjelentd-
sebb eréfeszitéseket az onkoldgiai célu kutatdsokba fektették. Ennek hatterében
- részben legalabbis - a nanotechnoldgia jelent0s fejlédése all, mivel Uj
eredményeinek kdszénhetden innovativ stratégidk jottek létre a rakos megbete-
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gedések kezelését célzo fejlesztésekben is [1]. A nanotechnoldgia olyan
anyagok szintézisével, kémiai, fizikai, anyagtudomanyi karakterizalasaval foglal-
kozd diszciplina, melyek a nanométeres mérettartomanyba esnek. Ebben a
mérettartomanyban (legfoképpen 1-100 nm kdzo6tt) az anyagoknak nem csupan
a fizikai-kémiai jellemz0i, de a bioldgiai rendszerekkel kialakitott kdlcsonhatdasai
is megvaltoznak, ami oridsi lehet0ségeket rejthet az orvostudomany szamara is.
Ennek a munkanak az eredményeként jonéhany ,nano-anyag” és ezt alkalmazo
onkoterapias kezelési eljaras kerillt klinikai vizsgalati fazisba [2]. Annak
ellenére, hogy ezek jelentdsebb része a liposzOmaba csomagolt kemoterapias
hatdéanyag bejuttatasat célozta meg, a kdézelmultban tébb mas kémiai dssze-
tétell, foként fémalapu nanostruktura kerilt a figyelem koézéppontjaba, mivel a
kisérletes kemoterdpids vizsgalatok alapjan igéretes és hatékony anyagoknak
bizonyultak. Ezek kozil a vegylletek kozll a legszélesebb korben az ezist
(AgNP) és arany (AuNP) nanorészecskéket ismerik. Bar az AgNP-k
ismertségliket els6sorban a mar bevalt antimikrobidlis hatasaikkal érdemelték ki
[3], ennek ellenére a mikrobidlis korokozék mellett mas, akar eml6s sejtekkel
szemben is egyedulalld citotoxikus aktivitast fejthetnek ki, amely tulajdonsaguk
megalapozhatja felhaszndlasukat a tumorterapiaban is.

Az ezlst nanorészecskék terdpids potencidlja egyedlldlldé mddon arra a
jelenségre tamaszkodik, melyet ,Tréjai falé mechanizmus” névvel illetnek [4, 5].
Ennek hatterében az all, hogy az AgNP-t fOoként endocitdzissal veszik fel a
tumoros sejtek, majd az internalizalt részecskék felszinérél a kés6i endoszoémak-
ban, lizoszomakban a savas kornyezet hatasara reaktiv ezlist ionok szabadulnak
fel, amelyek révén reaktiv szabadgyokok termelése indukaldodik, és ez végil
oxidativ stresszhez és apoptdzishoz vezet. Hogy a sejtek a nanorészecskék
felvétele soran milyen endocitétikus mechanizmust alkalmaznak, az fligg a
nanorészecskék méretétdl, alakjatél, fellleti toltésétdl, hidrofdbicitdsatdl és a
részecske felszinére tapadd fehérjéktdl, azaz az un. protein koronatodl is, és
természetesen a kérdéses sejt tipusatél [6, 7].

Az ezlst részecskékhez képest az arany nanorészecskék (AuNP) gyakorlatilag
inertnek tekinthet6k, nem mutatnak kiléndsebb citotoxikus hatast az eml6s
sejteken. Viszont az AuNP-nek, ahogy minden fém nanorészecskének, kis
mérete és az extrém nagy fajlagos fellilete jol kihasznalhaté lehet az onko-
terdpids eljarasokban. A nanorészecskék felszine ugyanis valtoztathatd, igy

« 7 s

hatjuk a nanorészecskék bioldgiai hatasait. Ezzel a mddszerrel nem csupan a

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 4. szam 2020. december
46



Igaz Nora, Kiricsi Monika

nanorészecskéket irdanyithatjuk célzottan a rakos sejtekhez, de a felszinikre
kapcsolt kemoterdpids gyodgyszermolekuldkat is, igy novelhetjik a terapia
tumorspecifitasat [8]. Emellett az ,aktiv tumor-célzé” hatds mellett, a nano-
részecskék , passzivan”, specifikus funkcionalizalé csoport nélkil is, felhalmo-
zédhatnak a tumorokban. A szervezetben kering6, 5-100 nm mérettartomanyba
esO nano-anyagoknak ezt a kivételes farmakokinetikai viselkedését a tumoros
szovetek megnodvekedett ateresztéképességének és retencidjanak, az un. EPR
(enhanced permeability and retention) hatasnak tulajdonitjak, melynek hatteré-
ben a daganat egyedi vaszkularizacidja, a fenesztralt endotél és a bazalis
membran sajatos rendellenességei allnak [9, 10].

Ugyan a nano-hordozé funkcid igen nagy jelentéséggel bir a kemoterapias
agensek célbajuttatasakor, egyes fém nanorészecskék, mint az AuNP, a foto-
termalis tumorterapias eljarasokban is kivaldan felhasznalhatdk, ahol a kialakuld
lokalis hipertermia a rakos sejtek eliminaldsat indukalja [11]. De az arany
nanorészecskék radioszenzitizalé jellege is kiaknazhatd ionizalé sugarzassal
kombinaciéban alkalmazva [12]. Ez utdbbi képesség annak tulajdonithatd, hogy
irradiacié hatdsara a nanorészecske arany atomjainak elektronhéjairdl a ger-
jesztés kovetkeztében tobbféle reaktiv elektron |éphet ki, melyek mas nano-
részecskékben is kivalthatnak elektron felszabaduldst, ionizaciét vagy szabad-
gyok képzddést okozhatnak, igy erGsitve a sugarkezelés hatasat [13, 14].

A hisztonok és mas fehérjék reverzibilis poszttranszlacios acetilacios modosi-
tasat katalizaljak a hiszton-acetiltranszferaz és a hiszton-deacetilaz (HDAC)
enzimek. A hisztonok esetében leggyakrabban a fehérje N-terminalis végén
taldlhatd lizin aminosav oldalldncokon torténik acetilacié, mely gyengiti a
hisztonok és a DNS kozotti elektrosztatikus kolcsonhatast, ezaltal egy lazabb,
relaxaltabb kromatinszerkezet jon létre. A nyitottabb kromatinstruktira hozza-
férhetObbé teszi a DNS-t a transzkripcids faktoroknak, szabalyozé fehérjéknek,
de akar a DNS-t karositd hatasok szamara is [15]. A HDAC enzimek aktivitasa
viszont az acetil-csoport eltavolitdsa révén egy szorosabban csomagolt,
kompaktabb kromatinszerkezet kialakulasahoz vezet. A legtobb HDAC enzim
aktiv centrumaban Zn?* ionokat kot, ezért olyan vegyiletek, mint egyes
hidroxamsavak - pl. a szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA) és a Trichostatin A
(TSA) - nagy Zn?*ion-koto6 affinitasuknak koszonhetden képesek az dsszes Zn?*
filggd HDAC enzimet gatolni [16]. Egyes HDAC inhibitorokrdl mar ismert, hogy
csokkentik a tumorok progresszidjat, a DNS hibajavitast, és apoptozist
indukalnak mitokondridlis és oxidativ stressz révén [17, 18]. A HDAC inhibitorok
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idedlis alkalmazdsa mas kemoterapias szerekkel kombinaciéban vagy sugar-
terdpidval kiegészitve képzelheto el leginkabb, igy mas tumorellenes aktivitassal
rendelkez6 anyagok, mint a fém nanorészecskék, potencidlis terapids partnerei
lehetnek.

Ezért kisérleteink soran azt tanulmanyoztuk, hogy az ezlst és arany
nanorészecskék a HDAC inhibitorokkal kombinacidban alkalmazva felerdsitik-e
egymas tumorellenes hatdsat és képesek-e noévelni a tumorterdpia
hatékonysagat.

Mddszerek

A nanorészecskék szintézise, karakterizalasa

A citrattal stabilizalt ezlist és arany nanorészecskéket az SZTE Alkalmazott és
Kornyezeti Kémiai Tanszékén allitottak eld tobblépésben, kémiai redukcids
eljarassal, 1%-o0s ezist nitrat, illetve hidrogén-tetrakloro-aurat oldat, 0,1%-o0s
natrium-borohidrid és 1%-0s natrium-citrat oldat felhasznaldsaval. A nano-
transzmisszios elektronmikroszképpal (FEI Tecnai G2 20 X, FEI Corporate
Headquarters, Hillsboro, OR, USA), Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worchester-
shire, UK) készllékkel és UV-Vis spektrofotométerrel (Ocean Optics 355 DH-
2000-BAL UV-Vis spektrofotométer, Halma PRC, Largo, FL, USA) tanulmanyoz-
tak. A karakterizalas eredményeképpen megallapitottak, hogy egy atlagosan 35
nm nagysagu AgNP-t tartalmazé kolloidot és egy atlagosan 10 nm-es nagysagu
arany nanorészecskéket tartalmazé kolloid oldatot kaptak, amely mintak
spektralis tulajdonsagai alatamasztottak a nanorészecskék jelenlétét. A részecs-
kék nagyjabdél gomb alakuak, nagy negativ fellleti toltéstiiknek megfeleléen
stabilaknak tekinthet6k.

Sejtkultdra

Eredményeinket HelLa human cervikalis karcindma és A549 human tido
adenokarcindoma sejteken mutatjuk be, de a kisérleteket elvégeztik U20s
human oszteoszarkdma, 4T1 egér-eredetli emlb6karcindma, NIH-3T3 egér
fibroblaszt, human prosztatardkos sejtvonalakon (DU-145 és PC-3) és MCF-7
human emlé adenokarcindma sejteken is. A sejtek tenyésztésekor 1 g/l glikéz
tartalmd DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) médiumot hasznaltunk
(HelLa, U20s és NIH-3T3 sejtek esetén), amit 5% (HelLa sejtek esetén) vagy
10% borjuszérummal (FBS), 2 mM L-glutaminnal, 0,01% sztreptomicinnel és
0,006% penicillinnel egészitettiik ki. RPMI 1640 (Roosevelt Park Memorial
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Institute 1640) médiumban tenyésztettik a 4T1, A549, DU-145, PC-3 és MCF-7
sejteket, ezt a tapoldatot 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 0,01%
sztreptomicinnel és 0,006% penicillinnel egészitettiik ki. A sejteket 37 °C-os
inkubatorban 5% CO, és 95% paratartalom mellett tartottuk fent.

Irradiacio

Az irradiaciét a SZTE Onkoterapias Klinikajan Dr. Varga Zoltdn és Prof. Dr.
Hideghéty Katalin végezte. A mintakat 6 MeV energiaju fotonnal sugaraztak be,
a 2 Gy sugardodzis alkalmazasa esetén 1 percig, mig a 4 Gy sugardozis adasa
soran 2 percig. A fotonokat Primus linearis gyorsitd (Siemens Healthcare GmbH,
Erlangen, Németorszag) segitségével allitottak eld.

Viabilitas, kombinacios index

A kezeletlen, és a nanorészecskével, valamint a HDAC inhibitorral, illetve ezek
diphenyl tetrazolium bromide) modszerrel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
hataroztuk meg. A vizsgadlathoz 10000 db HelLa sejtet, illetve 5000 db A549
sejtet osztottunk ki 96-lyuku lemezekbe. Masnap 0; 15; 30; 45; 60 nM TSA-val,

« 7 s

« 7 s

AuNP/SAHA-kezelt mintakat 24 6ra mulva 2 Gy ionizald sugarzasnak tettliik ki.
A mintakat mosast kovetéen 0,5 mg/ml MTT reagenssel (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) 1 o¢ran at inkubaltuk, a kristdlyos formazant dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldottuk, majd a mintdk abszorbancidjat 570 nm-en
megmeértik (Synergy HTX, Biotek, Winooski, Vt, USA). A kombinacios kezelések
utan CompuSyn Szoftver segitségével meghataroztuk a kombinacids indexeket
az effektiv dozis (ED) 50, ED75, ED90 és ED95 értékeknél kapott indexek atlaga
alapjan.

DNS karosodas detektalasa yH2AX immunfestéssel

« 7 s

« 7 s

DNS karosodas mértékét yH2AX immunfestéssel. A foszforildlt H2AX hiszton
(YH2AX) a DNS kett6sszalu torések megjelenésekor alakul ki, ezért a DNS
karosodas egyik markerének tekinthetd. A mintakat a besugarazast kovetbéen 1
oraval fixaltuk 4%-os formaldehidben. A sejteket yH2AX elsddleges antitesttel
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 1:300 higitas) majd Alexa 488
fluorofér konjugaltatott masodlagos ellenanyaggal (Invitrogen, 1% BSA-ban
1:600 aranyban higitva) inkubaltuk. A sejtmagokat DAPI (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, 300 nM) vagy Hoechst 33342 festékkel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)3,25 upM) tettlik lathatéova, és Olympus FV10i
(Olympus, Tokid, Japan) konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk. Meghataroztuk
egyrészt a YH2AX-pozitiv sejtek aranyat, masrészt a pozitivan fest6do sejteken
belil a yH2AX fbékuszok szamat. A statisztikai analizist GraphPad Prism 6
szoftverrel végeztik.

Koldniaformalo képesség

Az irradiadcid hosszU tavu karositd hatasainak, és az AuNP és a SAHA
radioszenzitizald képességének megallapitasa céljabdl a sejtek koldniaformald
képességét detektaltuk. Ennek érdekében 6x10° db sejtet osztottunk Ki
sejttenyésztd flaskaba, majd 6,8 uM AuNP-vel, 0,1 uM SAHA-val vagy a kett6
irradiaciénak vetettiik ala. Masnap, tripszin kezelést kovetéen, mintanként 700
db sejtet osztottunk ki 6-lyukl lemezekbe. A sejteket 10% FBS tartalmu
tapfolyadékban tartottuk. A kialakuld kolénidkat noni hagytuk, majd egy hét
mulva metanol-aceton (7:3) elegyében fixaltuk. A koldnidkat 25%-os
metanolban oldott kristalyibolyaval festettlik, szamoltuk és az adatokat a nem-
irradialt kezeletlen kontrollhoz viszonyitottuk. A statisztikai analizist GraphPad
Prism 6 szoftverrel végeztik.

Eredmények

Mind az ezist, mind az arany nanorészecskéket a tumorsejtek felveszik és a
HDAC gatlok is bejutnak a sejtekbe. A nanorészecskék jelenléte nem
befolyasolja a HDAC gatlék miikodését, azok hatasara nagy mennyiség(i aceti-
lalt-lizin detektalhatd és megnd a poszttranszlacidosan acetildlt H3, illetve H4
fehérjék aranya mind a HelLa, mind pedig az A549 sejtekben [19, 20]. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a HDAC gatlok jelenlétében valéban egy nyitottabb,
tamadhatdbb kromatin szerkezet alakul ki ezekben a tumorsejtekben.

MTT modszerrel vizsgaltuk az AgNP és a TSA kezelés hatdsat Hela sejtek
viabilitdsara. A nanorészecske és a HDAC gatld minden kombinaciéban (4 uM
AgNP + 30 nM TSA, vagy 6 uM AgNP + 45 nM TSA, vagy 8 uM AgNP + 60 nM
TSA) szignifikansan csokkentette a HelLa sejtek életképességét a kontrollhoz és
a csak AgNP- vagy a csak TSA-kezelt sejtekéhez képest (1. abra). Meghataroz-
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tuk az IC,, értékeket, mely azt a koncentraciét adja meg, amellyel térténd
kezelés hatasara a sejtek életképessége 50%-ra csokkent. Az AgNP esetében az
IC., 8,15 yM, mig TSA esetében 63,91 nM volt 72 6ras kezelést kdvetben.
Megallapitottuk a kombinacids indexet (CI) is, mely 0,33-nak bizonyult, ami erds
szinergizmusra utal az AgNP és a TSA hatasa kozott. A tovabbi kisérleteinkben
az AgNP-t 6 UM, a TSA-t 45 nM koncentracidban alkalmaztuk 24 6ras kezelések
soran Hela sejteken.

AgNP (uM)
0 2 4 6 8
150 - - - -
_ - TSA -+ AgNP —= TSA + AgNP
X
72
©
'S
3
>

TSA (nM)

1. abra. Az eziist nanorészecskék (AgNP) és a Trichostatin A (TSA) hatasa a Hela
sejtek viabilitasara. Az AgNP és a TSA kombinaciojaval kezelt Hela sejtek viabilitasa
szignifikdnsan csékkent az AgNP és a TSA kiilén-kilén térténé alkalmazasahoz viszonyitva.
Kétszempontos ANOVA Tukey-féle tébbszérés Osszehasonlitdas, **: P érték < 0,01; ***:
P érték < 0,001, ***x*: p érték < 0,0001.

A DNS karosodas mértékét yH2AX festéssel vizsgaltuk az AgNP-vel, TSA-val
mértékben megndétt a YH2AX fékuszok szama a pozitivan fest6dd sejtekben a
kontroll mintdahoz képest, viszont a TSA 6nmagaban nem valtott ki jelentésebb
DNS karosodast. Viszont ha a HelLa sejteket AQNP és TSA egylttesével kezeltik,
az szignifikdnsan megnovelte a yH2AX fdékuszok szamat nem csupan a
kontrollhoz, de az AgNP, vagy TSA kezeléshez képest is (2. dbra). Feltehetbleg
a DNS jobban tamadhaté az AgNP felszinérdl levald ezlist ionok és a keletkez6
reaktiv oxigén gyokok szamara a HDAC gatlé TSA hatdsara kialakuld nyitottabb
kromatin szerkezet miatt, amely DNS kett6sszalu toréseket eredményez és
apoptotikus sejthaldlt indukal.

A masik nanorészecske és HDAC gatld, azaz az AuNP és a SAHA hatasait is
megvizsgaltuk irradiacié mellett és anélkil A549 sejteken. A besugarazatlan
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mintdak esetén sem az AuNP, sem a SAHA, sem a kett6 kombinacidéja nem
okozott viabilitas csokkenést az alkalmazott koncentraciokban 72 ora inkubaciot
kovetoen.
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2. abra. Az eziist nanorészecskék (AgNP) DNS karosité hatasa Trichostatin A-val (TSA)
kombinacioban torténé alkalmazas esetén. Bal oldal: Reprezentativ képek a kezelések
hatasara kialakuld DNS kettésszalu térések szamanak valtozasarol. Piros: DAPI festés, mely a
sejtmagokat jeldli, zold: yH2AX fokuszok, melyek a DNS kettbsszalu téréseket jeldlik. Scale bar:
50 um. Jobb oldal: A yH2AX fékuszok szama szignifikansan nagyobb az AgNP és TSA egyiittes
alkalmazasat kévetéen, mind a kezeletlen mintahoz, mind a TSA-val, illetve az AgNP-vel kezelt
seJtekhez képest. Egyszempontos ANOVA, Tukey-fele tobbszéros dsszehasonlitds ***: P érték
= 0,0006, ****: p érték < 0,0001.

Viszont amennyiben sugarterapiaval (2 Gy dozis) is kombinaltuk az AuNP és
SAHA expoziciét, akkor az AuNP+SAHA kezelt A549 sejtek szignifikdnsan
alacsonyabb viabilitast mutattak az AuNP-, illetve a SAHA-kezelt mintakéhoz
képest (3. abra).

A549
150+
. @8 AuNP
- N S e B SAHA
1004 - B AuNP+SAHA
b
S 50-
S
0-
AuNP (uM) 0 6.8 34 68
SAHA (uM) (] 0.1 0.5 1

3. abra. Az arany nanorészecskék (AuNP) és a szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA)
kombinacios kezelés hatasa a tumoros sejtek viabilitasara irradiaciot kovetéen. A 2 Gy
sugardodzisnak kitett, AuUNP+SAHA kezelésben részesiilt sejtek életképessége szignifikansan
alacsonyabb volt a csak AuNP- vagy csak SAHA-kezelt, besugarazott mintakhoz képest.
Kétszempontos ANOVA Tukey-féle tébbszdrés osszehason//tas *: P érték < 0,05; **: P érték <
0,01; **: P érték < 0,001, ****: p érték < 0,0001.
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CompuSyn szoftver segitségével meghataroztuk az A549 sejteken mért
viabilitasi adatok alapjan az AuNP+SAHA parra a CI értéket, mely 0,41-nek
bizonyult. Ez az 1-nél joval kisebb értékli CI érték kilonésen erds
szinergizmusra utal.
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4. abra. Az aranynanorészecskék (AuNP) és szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA)
kombinacidéjanak radioszenzitizalo hatasa A549 sejteken. A 2 Gy vagy 4 Gy sugardozis-
nak kitett, AUNP és SAHA kombinaciéjaval kezelt sejtek koldniaképzé képessége szignifikansan
cs6kken a besugarazott kezeletlen, az AuNP, illetve a SAHA kezelésben részeslilo sejtekhez
képest. Kétutas ANOVA Tukey-féle tébbszoris 6sszehasonlitas, *: P érték < 0,05; **: P érték <
0,01; ****: p érték < 0,0001.

Azt, hogy az AuNP és SAHA kezelés radioszenzitizalé hatast fejt-e ki, az A549
sejtek koldniaképzd képességének vizsgalataval és a DNS kettOsszalu torések
mértékének meghatarozasaval tanulmanyoztuk. Ahogy az varhatd volt,
irradiacié nélkiul a 6,8 uM AuNP vagy 0,1 uM SAHA kezelésben részeslilt és az
ezek kombinacidjanak kitett (AuNP+SAHA) A549 sejtek altal képzett kolonidk
szama nem mutatott jelentosebb eltérést a kezeletlen mintdban kialakult
kolédniak mennyiségéhez képest. Amint a sejtek a kemoterapia mellett 2 Gy vagy
4 Gy sugardozisban részesiltek, a koldniaképz6 képességik nagymértékben
csokkent, els6sorban abban az esetben, mikor az AuNP-t és a SAHA-t egydltt
alkalmaztuk az A549 sejteken (4. abra). Viszont egyik sugardozis mellett sem
tapasztaltunk radioszenzitizaciot akkor, ha a 6,8 uM AuNP-t és a 0,1 uM SAHA-t
nem kombinacidoban, hanem énmagaban alkalmaztuk.

Az AuNP, a SAHA és a kett6 szer kombinacidjaval kezelt A549 sejtekben yYH2AX
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festéssel vizsgaltuk az irradiacio DNS karositd hatasanak mértékét, és meg-
hataroztuk a YH2AX pozitiv sejteken belll a yH2AX fokuszok szamat. Itt is azt
tapasztaltuk, hogy az AuNP+SAHA kett6s kezelések hatdsara a mintakban a
YH2AX fékuszok szama szignifikdnsan magasabbnak adddott az irradidciénak
kitett, am csak AuNP- vagy csak SAHA-kezelt, illetve a kezeletlen mintdkhoz
viszonyitva (5. abra).

Kontroll AuNP SAHA AuNP+SAHA
: . . .
’ . . . 3

5. abra. Az arany nanorészecskék (AuNP) és szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA)
alkalmazasanak és az irradiacionak az egyiittes DNS karosité hatasa A549 sejteken.
Bal oldal: Reprezentativ képek a sejtekben keletkez6 DNS kett6sszalu térések kialakulasardl a
kezelések soran, irradiaciot kévetben. Piros: sejtmag, Kék: yH2AX fokuszok, scale bar: 20 ym.
Jobb oldal: Ionlza/o _sugdrzas nélkil az AuNP, SAHA és a kett6 kOIleInaCIO]a nem okozott
jelentés mennyiségli DNS kettésszalu térést, viszont 2 Gy sugdrddzis hatasdra azokban a
sejtekben, melyeket nanorészecskékkel és HDAC gatléval is kezeltiink szignifikansan tébb
yH2AX fokuszt szamoltunk a kezeletlen és a kilén-kiulén AuNP- vagy SAHA-kezelt mintakhoz
képest. Egyszempontos ANOVA, Tukey-féle tobbszorés ésszehasonlitas ****; p érték < 0,0001.

0 Gy besugarazas 2 Gy besugarazas

7H2AX fokusz/sejt
yH2AX fokusz/sejt

Eredmények megbeszélése

A klinikai gyakorlatban igen nagyszamu, eltér6 kémiai szerkezetl( és hatds-
mechanizmusu kemoterapias szert, emellett leggyakrabban immunterapiat és
sugarkezelést alkalmaznak a daganatos betegek kezelése soran. A hatdanyag
fejlesztéseken tul, a tumorellenes anyagok hatékonyabb célba juttatasa, a
tumorterapia specifitasdanak noévelése, a nem kivanatos mellékhatasok kikliszo-
bélése vagy csokkentése rendkivil intenziv nemzetkdzi kutatdsi aktivitas cél-
pontja. A HDAC inhibitorok, tobb tdmadasi ponton képesek a tumoros sejtek
sejtbioldgiai folyamatait befolyasolni. A kromatin szerkezet moduldlasan tul
szamos fehérje aktivitasat, stabilitasat, fehérje-fehérje és fehérje-DNS kolcson-
hatdsaik erdsségét is befolyasoljak, ezaltal hatdssal vannak a génexpressziora,
a sejtek differenciacidjara, proliferaciéjara, és tobb Utvonalon keresztil képesek
apoptézist indukalni. A HDAC gatldk idealis kombinacios partnerek lehetnek a
kemoterdpids hatdanyagok szamara, hiszen az altaluk kialakitott nyitottabb
kromatin szerkezeten keresztlil, vagy az indukalt apoptotikus folyamatok révén,
tovabb fokozhatjak ezen kemoterapids hatdéanyagok DNS karositd vagy
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apoptozist kivaltd hatasat.

A nanorészecskék alkalmazasa is jelentds mértékben névelheti a tumorellenes
terdpia hatékonysagat, mivel a részecskék képesek passzivan feldusulni a
tumoros szovetben. Ha a részecskéket hatdéanyaghordozéként alkalmazzuk,
akkor altaluk névelhet6 a kemoterapias szerek koncentracidja a daganatban, de
az eleve citotoxikus sajatsagl nanoanyagok, mint amilyenek az ezlist nano-
részecskék, a felhalmozddasukat kovetben kifejthetik tumorellenes aktivita-
sukat, vagy akar novelhetik a sugarterapia hatékonysagat radioszenzitizald
tulajdonsaguk révén (pl. AuNP).

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a fém nanorészecskék és a HDAC
gatlok egyltt jelentésen csokkentették a tumoros sejtek életképességét,
koldniaformald képességét, jelentds mérték( oxidativ stresszt és DNS kettOs-
szall torést indukaltak, mely a rakos sejtek haldldhoz vezetett [19, 20].
Eredményeink arra utalnak, hogy a hiszton-deacetildz gatlok és a fém
nanorészecskék kombinaciéban torténd alkalmazasa igéretes tumorterapias
lehet6séget nyudjt. Mindamellett, hogy kilon-kilon alkalmazva is hatékonyak, a
két szer egymas hatdsat kiegésziti, felerGsiti. A HDAC gatldék egyik tamadas-
pontja a kromatint alkotd fehérjék acetilacidja, melynek kovetkeztében a DNS
sokkal kiszolgaltatottabba valik a kilonb6z6 karositd hatdsoknak. Ezeknek a
karositd hatasoknak a jelentds mérték(i fokozdsa megvaldsithatd ionizald
sugarzas alkalmazasaval, mas hatasmechanizmusl és kémiai szerkezet(
kemoterdpids hatdanyagok, vagy akar bioldgiailag reaktiv fém nanorészecskék
segitségével is. A HDAC gatlok és a fém nanorészecskék egymast potencirozé
hatdsa ugy is értelmezhetd, hogy mar 6nmagaban a fém nanorészecskék
hatdsara igen jelentds mértékben felerdsodhet a reaktiv oxigéngyokok
képzddése (pl. AgNP kezelés soran), vagy AuNP jelenlétében ionizald sugarzas
alkalmazdsa mellett, de az igy kialakitott tumorsejt apoptdzis vagy
radioszenzitizacid is még tovabb novelheté HDAC inhibitorok hasznalataval.
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