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Bevezetés

A sejthaldl, mint biologiai folyamat elengedhetetlen része egy szervezet miikodésének. A
sejthalalfolyamatokat alapvetden két nagy csoportba sorolhatjuk. A nekrézis a sejthalal szabalyozatlan,
passziv formdja, altalaban sulyos fizikai, mechanikai vagy kémiai karosité hatdsok valtjak ki. Ezzel
szemben a programozott sejthaldlformak esetében a sejt pusztuldsa és eliminalasa szigoruian
meghatarozott és szabalyozott molekularis folyamatok altal keriil végrehajtasra. Ezen szabalyozottsag
lehetdséget teremt szamunkra a sejthalalba vald beavatkozésra, legyen sz6 akar a sejthaldl gatlasarol
vagy indukalasar6l. Ehhez azonban elengedhetetlen az adott sejthaldl mechanizmusanak pontos
ismerete. Mara mar szdmos kiilonboz6 kivaltd ok és mechanizmus ismert, de folyamatosan keriilnek
leirasra uj sejthalalformak is, és az ismert sejthalalfolyamatoknak is vannak még feltaratlan szerepii
molekuléi és szabalyozasi lehetdségei. Szamos human betegség is kothetd abnormalis sejtpusztulési
folyamathoz, melyek esetén a szerepet jatsz6 programozott sejthalalformak hatterének pontos ismerete
hozzajarulhat az adott betegségek megértéséhez és kezeléséhez is.

A szervezetben a redox homeosztazist az oxidans és antioxidans rendszerek egymassal egyensulyban
igyekeznek fenntartani. Ennek az egyenstlynak az oxidansok iranyaba valo felboruldsat hivjuk
oxidativ stressznek, ami kialakulhat az oxidansok, példaul a reaktiv oxigénvegyiiletek (ROS) fokozott
termelddése vagy az antioxidansok mennyiségének csokkenése révén is. A szervezet fontos
makromolekuldinak, példaul a DNS, fehérjék vagy lipidek oxidalodasa azok funkcidvesztéshez vezet
¢s akar sejthalalt is kivalthat.

Nem meglepd, hogy az oxidativ stresszt €s a programozott sejthalalfolyamatokat kiemelt tudoméanyos
figyelem kiséri, szamos kutatdcsoport foglalkozik egyes sejthalaltipusok molekuléris hatterének és
modulator molekulaiknak azonositasan, ezen kiviil egyre nagyobb hangsulyt kap a potencialis terapias
agensek molekularis mechanizmusainak megértése is, ami szintén hozzdjarulhat a hatékonyabb
terapias megkozelitések kifejlesztéséhez.

Kutatasunk célja kiilonb6zd potencialis tumorellenes szerek miikodésének és sejthalal mechanizmusok
hatterének megértése, kiilonds tekintettel a ferroptdzisra, ami egy nemrégiben (2012-ben) leirt vas-

fliggd, oxidativ jellegli sejthalal (Dixon €s mtsai., 2012).



Irodalmi hattér

A nekrozissal szemben a programozott sejthalalformak esetében a sejt pusztuldsa és eliminalasa
szigorian meghatarozott és szabalyozott molekularis folyamatok altal keriil végrehajtasra. Kiilso karos
tényez0 nélkiil is lejatszodhatnak vagy beindulhatnak kéros intracellularis vagy kdrnyezeti tényezok
hatasara is. Méra mar szdmos kiilonbozé tipusi és genetikai szabalyozasii programozott
sejthalalformat ismeriink. Sokdig ugy gondoltdk, hogy ezek a sejthalal utvonalak parhuzamosan,
egymastol fliggetleniil jatszodhatnak le, de a kozelmultban felismerték, hogy jelentds atfedéseket
mutatnak, a sejt sorsa végsd soron ezen folyamatok kolcsonhatasanak eredményeként alakul ki (S.
Shen és mtsai., 2023).

A ferroptézist a kozelmultban, 2012-ben irta le a Brent Stockwell altal vezetett kutatdcsoport,
mikdzben szelektiven RAS-mutans tumorsejtek ellen hato szereket kerestek (Dixon és mtsai., 2012).
A késobbiekben kideriilt, hogy a ferroptdzis nem csak RAS-mutans tumorsejtekben valthato ki.
Szerepét kimutattak példaul neurodegenerativ rendellenességekben, mint az Alzheimer- Huntington-,
illetve Parkinson-kor, vagy vesekarosodas, hematoldgiai betegségek €s ischaemia-reperfuzio esetén is,
melyek soran a ferroptozis gatlasa elonyds lehet. Ezzel szemben a ferroptdzis indukaldsa potencialis
terdpias stratégiat jelenthet daganatos megbetegedések elleni kiizdelemben (Han és mtsai., 2020). A
ferroptdzis mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, szabalyozasanak és lefolyasdnak pontos
ismerete hozzajarulhat az érintett betegségekben a ferroptozis terapids kihasznalasahoz. A ferroptozis
kiilonbozik a korabban leirt programozott sejthalalformaktol, morfoldgiailag foként, a mitokondrium
méretének csdkkenése, membran siirliségének novekedése és a belsd krisztak eltiinése jellemzi,
emellett a sejtmembran ép marad. Oxidativ jellegli sejthalalforma, f6 biokémiai jellemzdi az
intracellularis glutation (GSH) depléci6 és a glutation-peroxidaz 4 (GPX4) aktivitasanak csokkenése,
az intracellularis szabad vas szint megemelkedése, valamint a reaktiv oxigén vegyiiletek (ROS)
fokozott termelése ¢és a lipidperoxidaci6 (Dixon és mtsai., 2012). Indukélhat6 az antioxidans védelmi
rendszerek gatlasan keresztiil vagy az intracellularis szabad vas-szint megemelésén keresztiil is, ami
kulcsszerepet jatszik a ROS képzddésében a Fenton-reakcion keresztiil.

A redox-homeosztazis szabalyozésa elengedhetetlen a normal sejtfunkciok fenntartasdhoz és a sejtek
tulélésének biztositdsahoz. A redox egyenstlyt az oxiddns és antioxidans rendszerek egymassal
egyensulyban igyekeznek fenntartani. Oxidativ stressz, akkor alakul ki, amikor az oxidans anyagok
mennyisége meghaladja a szervezet antioxidans rendszerének kapacitasat, ami a makromolekulak
karosodasahoz és akar sejthaldlhoz is vezethet. Reaktiv oxigénvegyiiletek normal koriilmények kozott
az oxigén metabolizmus melléktermékeiként is keletkeznek, de szdmos kornyezeti stresszor, példaul

UV-sugarzds, ionizald sugarzds, nehézfémek és xenobiotikumok, gyogyszerek is jelentOsen



hozzajarulhatnak a ROS termelés novekedéséhez. A ROS til magas szintjét szamos betegséggel
kapcsolatba hoztdk, azonban szigortian szabalyozott szinten elengedhetetlen, szdmos élettani
folyamatban, példaul jelatviteli utvonalakban is szerepet jatszik (Pizzino és mtsai., 2017).

A tumorok kialakulésa egy Osszetett folyamat az emberi szervezetben, amelyhez mind sejtes, mind
molekularis valtozasokra sziikség van, melyeket endogén és/vagy exogén triggerek kozvetitenek. Mara
mar jol ismert, hogy az oxidativ DNS-kédrosodas hozzédjarulhat a tumorok kialakulasaért felelds
valtozasokhoz. A tartos oxidativ stressz a tumorsejtek gyakori jellemzdje, aminek szamos oka lehet,
tobbek kozott a fokozott metabolikus aktivitas, mitokondridlis diszfunkcio, fokozott peroxiszoma
aktivitas, jelatviteli utvonalak megvaltozasa, egyes enzimek fokozott aktivitdsa, vagy az infiltralodo
immunsejtekkel vald kdlcsonhatas. Az oxidativ stressz megnovekedett oxidativ DNS-karosodashoz
vezethet, ami tovabb segiti a tumorsejtek onkogén tulajdonsagainak kialakulasat (Szarka és mtsai.,
2021). Daganatos megbetegedésekben az oxidativ stressznek kettds szerepe van. Mig az alacsony vagy
kozepes ROS szint a jelatviteli utvonalak modositasaval aktivalhatja a sejtproliferaciot, a migraciot,
az invaziot és az angiogenezist, ¢s segitheti a tumorok kialakuldsat és a tumorsejtek kornyezethez valod
agenseket potencidlis kemoterapias szerként tartjak szamon, esetenként ténylegesen alkalmazzak
daganatos megbetegedések elleni terdpids szerekként (pl. sorafenib) (An és mtsai., 2024).

Potencialis tumorellenes prooxidans adgens példaul az RSL3 és az erastin is, a ferroptdzis elsd leirt
specifikus induktorai. A kanonikus ferroptdzis indukalasi utvonal az antioxidans védelemért felelds
egyik 6 enzim, a GPX4 gatlasa. Az erastin az SLC7A11 konnytl lanchoz képes kotddni, igy gatolni a
transzportert, ami a sejtbe juttatja a GPX4 kofaktoranak, a GSH-nak a prekurzorat (Dixon €és mtsai.,
2012). AZ RSL3 hatasmechanizmuséanak alapja, hogy kloracetamid részén keresztiil képes kovalens
kotést kialakitani a GPX4 szelenocisztein oldallancéaval, igy kozvetleniil és irreverzibilis mdédon
gatolja a peroxidaz katalitikus aktivitdsat (Wang és mtsai., 2022).

A C-vitamin (L-aszkorbinsav, aszkorbat) egy hat szénatomos, kis moltomegli antioxidans, ami
sziikséges a szervezetiinkben a normal sejtfunkcidk fenntartasdhoz. A redox homeosztdzis fenntartdsan
kiviil szamos biokémiai utvonalban is fontos szerepet jatszik. Antioxidans funkcidjaval ellentétben
nagy dozisban (1-20 mM) prooxidansként is miikddhet (Szarka és mtsai., 2022), ebben a nagy
koncentracioban nevezziik farmakologiai aszkorbatnak (Ph-Asc). Emberi szervezetben ez csak
intravénas adagoldssal érhetd el (Padayatty és mtsai.,, 2004). Prooxiddnsként szelektiven képes
elpusztitani a tumorsejteket, mikozben az egészséges sejteket megkiméli, igy egy igéretes tumorellenes
terapias lehetéségnek mutatkozik mas kemoterapetikumok vagy sugéarkezelés kiegészitésére (Zaher €s

mtsai., 2022). A szakirodalom jelenlegi alldsa szerint a Ph-Asc prooxidans, antitumoros hatadsanak



alapja a Fenton-reakcion keresztiili nagy mennyiségli H202 keletkezés (Buranasudja és mtsai., 2019;
Szarka és mtsai., 2022).

A klorokin (CQ) egy ismert, mar régota alkalmazott malariaellenes gyogyszer (Ciak & Hahn, 1966).
A CQ nem antimaldrids szerként vald alkalmazasira szdmos példat talalhatunk, habar a
hatdsmechanizmusa nem minden esetben ismert, a CQ-t szdmos tanulméanyban alkalmaztak
tumorsejtekben, hogy érzékenyebbé tegye a sejteket a kemoterapias kezelésre (Bryant és mtsai., 2019).
Tumorellenes hatasanak hatterében az autofagia gatld képességét tartjak. A CQ az autofagoszomak és
Aresveratrol (RES) egy természetes eredetli nem flavonoid tipust polifenol, amely szdmos névényben
megtalalhat6. A RES az oxidativ stressz és szamos jelatviteli utvonal, példaul sejthalalfolyamatok,
enzimexpressziok vagy gyulladasi folyamatok szabalyozéasan keresztiil fejtheti ki a hatasat (Meng és
mtsai., 2020). Tumorellenes hatasat is szamos sejtes jelatviteli itvonal befolyasolasaval kapcsolatba
(Brockmueller és mtsai., 2023) vagy a gyulladasi folyamatok csokkentése (De Sa Coutinho és mtsai.,
2018).

A menadion (2-metil-1,4-naftokinon) a szintetikus K vitaminok csoportjaba tartozik, hatasa €16
szervezetekben nem korlatozodik a Kl1- és K2-vitamin bioszintetikus prekurzoraként vald
felhaszndlasra, szamos tanulmany kimutatta biologiai aktivitdsanak széles skalajat, példaul
tumorellenes, antibakterialis, gombaellenes vagy malariaellenes hatasat is (Dasari és mtsai., 2017; de
Souza és mitsai., 2022). Potencialis tumorellenes hatdsat szamos in vitro tanulmany vizsgalta,
onmagaban ¢és kombinacioban is, kemoszenzibilizatorként alkalmazva (Bajor és mtsai., 2020;
Zoughaib és mtsai., 2024). Tumorellenes hatasat a menadion redox ciklusaval képz6dé ROS-nak

tulajdonitjak (de Souza és mtsai., 2022).



Célkitiizés

Kutatémunkam sordn a ferropt6zis molekularis mechanizmusanak pontosabb megértése érdekében a
JNK utvonal és a ferroptdzis kozotti feltételezett kapcesolatot vizsgaltam. Tobb hasonldsag is utalt a
két utvonal kozotti kapesolatra: szabalyozasukban szerepet jatszanak a reaktiv oxigénformak (ROS)
(H.-M. Shen & Liu, 2006; Ueda és mtsai., 2002), felfiiggeszthetdek lipidperoxidaciot gatlé anyagokkal
(Shrivastava & Aggarwal, 1999; Ueda és mtsai., 2002) és a RAS mutéciok szerepet jatszhatnak az
elinditasukban (McCubrey €s mtsai., 2006). Tovabba vizsgaltuk a Ph-Asc, a CQ ¢s a RES korabban
leirt szinergikus citotoxicitdsdnak hatterében 4ll6 mechanizmust és tobb oxidativ mechanizmusu

potencialis tumorellenes 4gens hatdsmechanizmusat 6sszehasonlitottuk.

Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:
1. A ferroptozis és a JNK jelatviteli utvonal kozatti feltételezett kapcsolat vizsgalta.

2. A farmakologiai aszkorbat (Ph-Asc), a klorokin (CQ) és a resveratrol (RES) kombinalt kezelés

szinergikus citotoxikus hatasa mogott all6 mechanizmus vizsgalata.
3. A Ph-Asc és a szervetlen Fenton reagens (H202 + FeSO4) hatdsanak 6sszehasonlitésa.

4. Potencidlisan oxidativ stressz altal kivaltott sejthalal indukturok (Ph-Asc, CQ, RES, RSL3

menadion) hatasmechanizmusanak vizsgalata.

Alkalmazott kisérletes modszerek
o FEletképesség mérés MTT assay-vel
e Aramlasos citometria:
o ROS szint és lipidperoxidaciéo meghatarozasa
Apoptozis markerek meghatarozasa
Sejtciklus-eloszlas meghatarozasa

Lizoszoéma-szam meghatarozasa

o O O O

FSP1 mennyiségének meghatdrozasa fluoreszcensen jelolt antitest segitségével
e FSP1 mennyiségének ¢és sejten beliili eloszlasanak mikroszkopos vizsgdlata meghatarozasa
fluoreszcensen jelolt antitest segitségével
o Kaszpaz-3/7 aktivitds meghatarozasa fluoreszcens enzimaktivitasi assay-vel
e HPLC-UV/Vis:
o Redukalt glutation szint meghatarozasa
o ATP és NAD" szintek meghatarozasa
e Fehérjeizolalas és fehérjekoncentracié mérés

e Western-blot



Eredmények és diszkusszio

A JNK-utvonal és a ferroptozis lehetséges kapcsolatanak vizsgalata

Tobb tényezo is utalt a ferroptozis és a JNK jelatviteli utvonal kozotti kapcsolatra, melyek alapjan
feltételeztiik a két folyamat kapcsolatat:

i.  mindkét folyamat szabalyozasaban szerepet jatszanak a reaktiv oxigénvegyiiletek (ROS) (H.-
M. Shen & Liu, 2006; Ueda és mtsai., 2002)
ii.  mindkettd felfiiggeszthetd lipidek peroxidacidjat gatlé anyagokkal (Shrivastava & Aggarwal,
1999; Ueda és mtsai., 2002)
iii.  mindkét utvonal elinditdsaban szerepet jatszhatnak a RAS mutaciok (McCubrey €s mtsai.,
2006)
Célunk a JNK jelatviteli titvonal és a ferroptdzis szabalyozasa kozotti kapesolat vizsgalata volt. Mivel

a ferroptozis elsd leirasa a HT-1080 sejtek alkalmazasaval tortént (Dixon és mitsai., 2012), és a
ferroptozissal kapcsolatos vizsgalatok tobbségét ezen a sejtvonalon végezték, mi is ezt a sejtvonalat
valasztottuk vizsgalatainkhoz.

A JNK gatloszerek onmagukban nem okoztak sejthalalt, de a ferroptdzis induktorokkal torténd
egylittes kezelés esetén tovabb csokkentették a sejtek életképességét, az 6nmagéban alkalmazott RSL3
vagy erastin kezeléshez képest. A ferroptdzis RSL3-mal val6 kivaltasa soran a JNK fehérje egyik 6
szubsztratja, a c-Jun fehérje foszforildlodasat tapasztaltuk. Ezek az eredmények megerdsitették a
feltételezett kapcsolatot a két titvonal kozott.

A tovéabbiakban ennek a kapcsolatnak és az RSL3 és a JNK gatloszerek szinergikus citotoxikus
hatasanak hatterét szerettiik volna felderiteni. Vizsgaltuk, hogy az RSL3 és a INK gatloszerek hatasat
milyen sejthalaltipus(ok) specifikus gatloszerével lehet felfiiggeszteni. Az apoptdzis gatldszer, Z-
VAD-FMK nem védte ki az RSL3 és JNK gatldészerek kombindciojaval kivaltott sejthalalt, és az
apoptozis markereiben (kaszpdz-3/7 aktivitds és annexin V. jelolés) sem okozott valtozast a JNK
gatlasa. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az apoptdzis nem jatszik a szinergikus citotoxicitdsban. Nem
talaltunk olyan sejthaldlformat, melynek gatlasaval kizarolag a JNK gatloszerek okozta fokozott
sejthalalt tudjuk kivédeni, csak a ferroptdzis teljes megakadalyozasaval tudtuk elérni a sejtek
¢letképességének javulasat az RSL3 és JNK-IN-8 vagy SP600125 kombinacidjaval kivaltott
sejthalalban. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a INK gatloszerek onmagukban nem képesek sejthalalt
indukélni a HT-1080 sejtvonalban és nem inditanak el mésodlagos sejthalalt, példaul apoptozist, de
felerdsitik a ferroptézis induktorok sejtolé hatasat. RSL3 kezelés hatdsara mind a ROS szint, mind
lipidperoxidacio szignifikdnsan megemelkedett, de ezt az emelkedett a lipidperoxidacid és ROS szintet

a JNK gatloszerek nem befolyasoltak, tehat nem a fokozott ROS termelés all a szinergia hatterében.



Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a JNK utvonalnak egy a ferroptdzis elleni védelmi mechanizmusban
lehet szerepe. A ferroptézis ellen két f6 védelmi Gtvonalat ismeriink, melyek gatldsara megnovekszik
a sejtek érzékenysége a ferroptdzisra. A ferroptdzis kutatasanak kezdetétdl jol ismert, hogy a GSH
kimeriilés és a GPX4 enzim gatlasa kozponti szerepet jatszik a ferroptdzis indukalasaban (Dixon és
mtsai., 2012). Ezen kiviil a ferroptozis elleni védelemben szerepe van az FSP1-nek, ami valdjaban egy
sejtmembranhoz kotott oxidoreduktdz enzim, ami az ubikinon, mas éven Q10 koenzim (Q10, CoQ10)
regeneralasat katalizdlja NAD(P)H felhasznalasaval. A Q10 egy lipfil antioxidans, igy a
sejtmembranhoz kotott FSP1 segitségével lokalisan, a sejtmembrannal gatolja a lipidperoxidaciot.
(Doll és mtsai., 2019). Az FSP1 farmakoldgiai gatlasa, az iFSP1 specifikus gatloszerrel szinergikus
citotoxicitast mutatott a ferroptozis induktorokkal (RSL3, FIN56, erastin) és a JNK gatloszerekhez
hasonléan az iFSP1 sem befolyasolta a ROS szintet és a lipidperoxidaciot RSL3 kezelés mellett. A
JNK ¢s az FSP1 fehérjék gatlasa bar tobb szempontbdl hasonldénak bizonyult, eredményeink alapjan a
JNK gatldsa nem volt hatassal az FSP1-CoQ10-NAD(P)H utvonalra. A JNK gétloszerek nem
befolyasoltak az FSP1 mennyiségét vagy a sejten beliili elhelyezkedését. Ezutan vizsgaltuk a JNK
utvonal ¢€s a ferroptozis elleni védelemben kozponti szerepli antioxidans, a GSH kapcsolatat. A BSO
(buthionine sulfoximine) kezelésa GSH szintézisét gatolja, ennek megfelelden teljesen lecsokkentette
a sejtek GSH tartalmat, de az életképességet onmagaban nem befolyasolta. A JNK gatloszerek a BSO
kezelés utan alkalmazva jelentdsen csokkentették a sejtek ¢letképességét, annak ellenére, hogy a két
szer kiilon-kiilon nem okoz sejthalalt. Mindezek alapjan a GSH kozponti szerepet jatszhat a JNK
gatloszerek ferroptozist fokozo hatdsaban, ennek megerdsitéséhez azonban tovabbi kisérletek

sziikségesek.

Potencialis rakterapias szerek hataismechanizmusanak vizsgalata

A gyogyszerfejlesztés id0- és erdforras-igényes folyamat, ezért kiilonboz6 stratégidk alakultak ki a
koltségek csokkentésére. Egy ilyen stratégia mar jovahagyott gyogyszer 0 kezelés céljabol vald
alkalmazasa. Egy masik lehetdség gyogyszerek kombinaldsa, ami ndvelheti a hatékonysagot, tobb
utvonalat is elindithat a sejtekben és csokkentheti a gyogyszerrezisztencia kialakuldsa miatti talélést,
ezaltal lehetdvé téve az alacsonyabb dozisokat.

Kutat6csoportunk korabban egy matematikai modellt épitett a KRAS-muténs tumorok metabolizmusat
leir6 és szabalyozd halozatrdl (Kapuy €s mtsai., 2021). A modell alapjan a Ph-Asc és a CQ kombinalt
kezelés KRAS-mutans tumoros megbetegedések esetén egy potencidlis terapids megkozelités lehet, a
Warburg-eftektus, a KRAS utvonal és az autofagia egyiittes gatlasan keresztiil. Irodalmi adatok alapjan
a Ph-Asc GLUT1 expresszio-csokkenést idéz el6 (Aguilera és mtsai., 2016), a CQ pedig gatolja az
autofagiat (Cai és mtsai., 2018).



A Ph-Asc és CQ kombinalt kezelés valoban szinergikus citotoxikus hatast eredményezett, azonban
tovabbi kisérletek alapjan megallapitottuk, a Ph-Asc nem a KRAS utvonal vagy a GLUT1 expresszi
befolyasolasan keresztiil fejti ki hatasat (Makk-Merczel és mtsai., 2024).

A tovabbiakban vizsgaltuk a CQ hatasmechanizmusat. Kisérleteinkben megerdsitettiik a CQ autofagia
gatld hatasat, azonban a szinergikus citotoxikus hatdsat az autofagia-gétlo hatdsatol fiiggetlennek
talaltuk. A tovdbbiakban t6bb potencialis tumorellenes 4gens hatdsmechanizmusat is
Osszehasonlitottuk. A RES szignifikansan csokkentette az életképességet a MIA PaCa-2 sejtekben, €s
CQ-nal, illetve a Ph-Asc-tal kombinalva is szinergikus citotoxikus hatast mutatott. Mind a Ph-Asc-16l
(Szarka és mtsai., 2021), a CQ-r6l (Besaratinia és mtsai., 2021) és a RES-r6l (Woods & Turchi, 2013)
leirtdk, hogy DNS-kéarosodast okoznak. Ezeket az eredményeket mi is megerdsitettiik és vizsgaltuk
még az RSL3, a menadion ¢s a H2O2 hatésait is. A vizsgalt potencialis tumorellenes szerek mind DNS-
karosodast okoztak, ami egy kozos pont a hatdsmechanizmusukban, akar a Ph-Asc, CQ ¢és RES
szinergikus citotoxicitasanak hatterében is allhat a DNS-kérositd hatasuk.

A poly(ADP-rib6z) polimeraz 1 (PARP1) enyhe vagy mérsékelt szinti DNS-karosodasra aktivalodva
elésegiti a DNS hibajavité mechanizmusok elindulasat és a sejtek talélését, de sulyos DNS-karosodas
kovetkeztében a PARP1 mitkddése kozben felhasznalt NAD™ és ATP azok kimeriiléséhez vezethet, és
sejthalalt idézhet eld (Buranasudja és mtsai., 2019; Luo & Kraus, 2012). Buranasudja és munkatarsai
MIA PaCa-2 sejtvonal estén azt talaltdk, hogy a Ph-Asc DNS-kéarosodast okoz, ami a PARP1
aktivalodasahoz vezet és az intenziv NAD" és ATP felhasznalas kovetkeztében azok kimeriilését
eredményezi. Azonban, ugy taldltdk, hogy ez a bioenergetikai valtozas a Ph-Asc toxicitdsanak
masodlagos tényezdje, és a DNS-kéarosodas a sejthalal elsddleges oka (Buranasudja ¢és mtsai., 2019).
Megerdsitettilk Buranasudja és munkatarsai eredményeit, valamit kimutattuk, hogy a Ph-Asc
kezeléssel ellentétben CQ és RES kezelések hatdsara DNS-karosodas jelenléte ellenére nem talaltunk
a PARP talzott aktivitisara utal6 NAD" vagy ATP csokkenést, ami a Ph-Asc-tol eltérd
hatdsmechanizmusra utal.

DNS-karosodast gyakran kovet a sejtciklus ledllasa, igy megvizsgaltuk a sejtciklus fazisai kozotti
eloszlasban bekodvetkezo valtozasokat Ph-Asc, H202, RES, CQ, menadion és RSL3 kezelések hatasara.
Bar a Ph-Asc citotoxikus hatasat elsdsorban a H202 generald képességének tulajdonitjak, a két
vegyiiletet sejtciklusra gyakorolt hatdsuk tekintetében eltérének bizonyult. Mig a Ph-Asc kezelésnek
alig vagy egyaltalan nem volt hatdsa a sejtciklusra, addig a H20:2 kezelés koncentraciofiiggd modon
jelentds sejtciklus-ledllast okozott. Ezen kiviil a CQ, a RES, a menadion és az RSL3 is okozott
sejtciklus-ledllast, de eltérd fazisban ragadtak meg a sejtek, ami a kezeldszerek részben eltérd

hatasmechanizmusara utal.



Az oxidativ stressz gyakran jelentds karokat okoz a makromolekuldkban, beleértve a nukleinsavakat
is, ezaltal gyakori oka a DNS-karosodasnak. A Ph-Asc, H202, menadion és RSL3 esetén kifejezetten
az oxidativ karosodasnak tulajdonitjak a toxikus hatasukat, a CQ és a RES esetén is talalunk az
irodalomban oxidativ stresszre valo utalast (Gregorio €s mtsai., 2021; Rodriguez-Enriquez ¢s mtsai.,
2019), azonban ezek estében nem egyértelmil, hogy az oxidativ stressz all-e a citotoxicitasuk
hatterében.

A kisérleteink soran a CQ kezelés nem okozott oxidativ stresszt a Mia PaCa-2 sejtekben, a sejten beliili
ROS szintet és a lipidperoxidaciot sem befolyésolta, valamint a CQ citotoxikus hatdsa nem volt
kivédhetd az antioxidans, N-acetil-ciszteinnel (NAC) torténd egyiittes kezeléssel. Ezek alapjan a ROS
képzddés nem jatszik kulcsszerepet a CQ altal indukalt sejthalalban. A RES kezelés ugyan megndvelte
a sejten beliili ROS szintet, de nem okozott lipidperoxidaciot, és a citotoxikus hatdsa nem volt
kivédhetd NAC-nel torténd egyiittes kezeléssel, ami arra utal, hogy a ROS képzddés, bar jelen van,
nem jatszik kulcsszerepet a RES altal indukalt sejthalalban. A Ph-Asc, a H2O2 és a menadion kezelések
mind novelték a sejtekben a ROS szintet és a lipidperoxidaciot is. A H202 kezelés koncentraciotol
fliggetlennek bizonyul6 és alacsonyabb foku lipidperoxidaciot indukalt, mint a Ph-Asc. Ez egy tjabb
kiilonbség a Ph-Asc és a H2O2 hatdsmechanizmusaban. A kiillonbség magyardzata lehet, hogy a Ph-
Asc a Fenton-reakci6 folyamatos fenntartasaval egy kisebb, de egyenletesebb oxidativ stresszt okoz,
mint a H2O2, ami hirtelen, nagy mennyiségti ROS képzddést produkal. A megndvekedett ROS szint és
a lipidperoxidaci6 a ferroptdzis klasszikus jellemzdi, kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a
ferroptdzis nem jatszik szerepet a Ph-Asc altal indukalt sejthaldlban (Lérincz és mtsai., 2019). Jelen
kisérleteink alapjan ugy talaltuk, hogy a ferroptézis a H2O2 és a menadion okozta sejthalalban sem
jatszik szerepet. A Ph-Asc, H202 vagy menadion altal indukalt sejthalalt nem fliggesztették fel a
specifikus ferroptozist gatld szerek, mint a liproxstatin-1 vagy ferrostatin-1, de a sejthalal kivédhetd
volt NAC egyiittes adagolasaval. Ez megerdsiti, hogy a ROS képzddés kulcsszerepet jatszik a Ph-Asc,
H20: és menadion okozta sejthaldlfolyamatok mechanizmuséban, de nem ferroptozisrél van sz6. Ugy
talaltuk, hogy a MIA PaCa-2 sejtvonal ferroptozis rezisztens, igy az ismerten ferroptozis érzékeny HT-
1080 sejtvonalon is megerdsitettilk, hogy a menadion nem indukal ferroptézist. A ferroptdzisra
jellemz6é megnovekedett ROS szint és a lipidperoxidacio jelen van, de a specidlis ferroptdzis

gatloszerek nem védték ki a menadion altal indukalt sejthalalt a HT-1080 sejtvonalon sem.



Tézisek

1.

Leirtuk, hogy a JNK fehérje farmakologiai gatlasa felerdsiti a ferroptozis induktorok

citotoxikus hatdsat, ami a két atvonal kapcsolatara utal (Varga és mtsai., 2022).

Megfigyeltiik, hogy a farmakologiai aszkorbat és a klorokin szinergikus citotoxicitést fejtenek
ki, MIA PaCa-2 sejtvonalon, amely citotoxicitas hatterében nem a klorokin autofagia-gatld

hatasa all (Makk-Merczel és mtsai., 2024).

Kimutattuk, hogy a farmakoldgiai aszkorbat, a klorokin, a resveratrol, a menadion és az RSL3
DNS-karosodast okoz, amely igen valosziniileg a szinergikus citotoxicitasuk alapja. RSL3
esetében korabbi irodalmi adat nem taldlhaté a DNS-kérositd hatasarol (Varga, Szentirmai és

Szarka, 2025).

Leirtuk, a MIA PaCa-2 sejtvonal ferroptozis rezisztencidjat, amely hatterében - a ferroptozisra
érzékeny HT-1080 sejtvonallal szemben tapasztalhatd - magasabb GPX4 és alacsonyabb
ACSLA4 expresszios szintje allhat. (Varga, Szentirmai és Szarka, 2025).

Alkalmazasi lehetoségek

A redox statusz nem megfeleld szabalyozasa és a programozott sejthaldlfolyamatok, mint példaul a

ferroptozis szamos betegségben jatszhatnak szerepet, valamint az oxidativ stressz felgyorsitja a

szervezet Oregedési folyamatait is (Han és mtsai., 2020; Pizzino és mtsai., 2017). A prooxidans

anyagok potencialisan terapids célokra is alkalmasak lehetnek, ezeket vizsgéljak és esetenként

ténylegesen alkalmazzdk daganatos megbetegedések elleni terapids szerekként. (Pizzino és mtsai.,

2017). Az adott betegségtdl fiiggden a redox homeosztazis szabalyozasanak, az oxidativ stressz

kialakulasanak vagy a sejthaldlfolyamat lefolyasanak pontos ismerete hozzajarulhat a betegség

részletesebb leirasahoz és potencialis terapias megkozelitések kialakitasahoz is. Kutatasaink segitik az

oxidativ stressz és az oxidativ alapti programozott sejthaldlforma, a ferroptdzis mechanizmusanak ¢és

szabalyozasanak pontosabb megértését.
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