Az 5-fluorouracil (5-FU)
hatékonysaganak fokozasa

Az 5-FU és 5-etil-2'-dezoxiuridin (EUdR) kombinacio
hatasaban szerepet jatszo molekularis tényezok
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Az 5-fluorouracil (5-FU) metabolizmusanak farmakologiai modositasaval lehetdség nyilik a gyogyszer kli-
nikai hatékonysaganak fokozasara. Célkitlizés: A jelen vizsgalatok célja tanulmanyozni az 5-etil-2'-
dezoxiuridin (EUdR), egy potens 5-FU-modulator hatasat az 5-FU altal befolyasolt molekularis mechaniz-
musokra, és ezaltal tjabb adatokat szerezni a gydgyszer-kombinacié hatdsmechanizmusara vonatkozolan.
Anyagok és modszerek: A vizsgalatokat SW620 human colontumor-sejtvonalon végeztiik. A citotoxicitast
MTT-teszt, a sejtkinetikai valtozasokat FACStar flow citométer, az apoptozist a sejtszuszpenzié acridin-
orange- és ethidium-bromid-festése utan fluoreszcens mikroszkop segitségével, a DNS-fragmentaciot
RNézzal és proteinaz K-val torténé emésztés utan agarozgél-elektroforézissel és ethidium-bromid-festés
utani denzitometréalassal, a timidinbeépiilést *H-timidinnel, a p53 és PCNA fehérje expresszidjat Western
blot segitségével hataroztuk meg. Eredmények: Az 5-FU citotoxikus hatdsdt az EUdR ddzisfiiggden
potencirozta, 100 pM-os EUdR az 5-FU IC50 értékét 40%-kal csokkentette. EUdR + 5-FU kombinalt kezelés
esetén a legkifejezettebb a sejtek megnovekedett szazalékos ardnya a G2/M dtmenetben. Az EUdR fokoz-
ta a timidin beéptlését a DNS-be. A kombinalt kezelés az apoptozis kialakulasat szignifikansan fokozta. Az
EUdR a p53 fehérje 5-FU altal okozott expressziofokozodasat tovabb novelte. Kovetkeztetés: A vizsgalat
eredménye egy Uj lehet6séget jelent az 5-FU hatékonysaganak fokozasara. Az EUdR hatédsara az 5-FU éltal
okozott TS-gatlas fokozodik, melynek kovetkezménye nem elsdsorban a proliferacio gatlasa, hanem a p53-
expresszio és az apoptozis indukcidja. Magyar Onkoldgia 48:243-251, 2004

Pharmacologic modulation of 5-fluorouracil (5-FU) metabolism provides a possibility for the
enhancement of its clinical efficacy. Aim: The purpose of the present work was to study the effect of
5-ethyl-2-deoxyuridine (EUdR), a potent 5-FU modulator, on different molecular mechanisms,
influenced by 5-FU itself, and to obtain further data about the mode of action of the combination.
Materials and methods: SW620 cell line was used for the experiments. Cytotoxicity was studied by
MTT test, cell kinetic changes by FACStar flow cytometer, apoptosis by fluorescent microscope after
staining the cells with acridine orange and ethydium bromide, DNA fragmentation by PAGE
electrophoresis after RNase and proteinase-K digestion, thymidine incorporation with *H-thymidine,
p53 and PCNA protein expression by Western blotting. Results: The cytotoxicity of 5-FU was
potentiated dose dependently by EUdR. One hundred pM concentration of EUdR resulted in a 40%
decrease of the IC50 value of 5-FU. Cell cycle arrest in the G2/M transition phase was most
pronounced after combined treatment with 5-FU + EUdR. EUdR potentiated the incorporation of 3H-
thymidine into DNA. In addition to the increase of apoptosis rate, the expression of p53 protein,
caused by 5-FU was further potentiated by UdR. Conclusion: This study demonstrated a potential
novel approach to increase the efficacy of 5-FU by EUdR, which incorporated two complementary
molecular actions, the selective modulation of TS inhibition and potentiation of the p53 protein
expression, consequently leading to an increase in the apoptotic rate. Katona C, Timdr F, Oldh ], Bocsi
J, Budai B, Otvés L, Kralovdnszky J. Potentiation of S-fluorouracil efficacy. Molecular mechanisms playing a
role in the cytotoxic action of S-fluorouracil and 5-ethyl-2-deoxyuridine (EUAR) combination. Hungarian
Oncology 48:243-251, 2004
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Bevezetés

A fluoropirimidinek alkalmazasa a szolid tumo-
lénosen az 4j oralis készitmények (UFT, capeci-
tabine) bevezetése 6ta. Azok a klinikai eredmé-
nyek, amelyek szerint az 5-fluorouracil (5-FU)
kezelés alkalmazasaval egyes esetekben még az
elérehaladott stadiumud daganatos megbetegedé-
sek (vastagbél-, fej-nyaki daganatok, emlérak) is
eredményesen kezelhet6k, tartés betegségmen-
tes allapot vagy a betegség stabilizacidja érhetd
el, azonnal nyilvanvaléva teszik azt a kérdést,
hogy vajon mas esetekben ugyanilyen lokaliza-
ci6ju daganatok miért nem, vagy csak idélegesen
reagalnak az 5-FU-kezelésre, és milyen modsze-
rek, eljarasok segitségével lehet a gyogyszeres
kezelés hatékonysagat fokozni.

A klasszikus modszerek - dozisintenzitas fo-
kozdsa (9), 4j, hatékonyabb adagoldasi modok
(19), kronomodulalt adagolas (8), prodrugok se-
gitségével torténd célba juttatds (27), tumorok
egyéni érzékenységének prediktalasa farmakoge-
netikai moédszerekkel (1) - mellett az 5-FU kiilon-
boéz6 farmakobiokémiai modulatorokkal térténd
kombinalasa a hatékonysag fokozasanak egy szé-
les korben alkalmazott modszere (28). A daganat-
ellenes gyogyszerek biokémiai modulacidja
olyan farmakolégiai modositast jelent a gyogy-
szer metabolizmusaban, transzportjaban, target-
hez valé kotédésének intenzitasaban, amelynek
eredményeképpen fokozdodik a gyogyszer hatasa
és/vagy csokkennek a toxikus mellékhatésai, va-
gyis javul a gyogyszer terapias indexe. A bioké-
miai modulatorok 6nmagukban daganatellenes
hatassal nem rendelkezé vegytiletek vagy daga-
natellenes hatéanyagok olyan dézisai, amelyek-
nek nincs tumorgatlé hatasa.

Az 5-FU intracellularis metabolizmusa igen
komplex, ezért elvileg sok ponton nyilik lehetd-
ség a beavatkozasra. A modositas legfontosabb
célpontjai az 5-FU aktivalasaban és hatasmecha-
nizmusaban szerepet jatszo reakcibutak, melyek
kozil a kovetkezok emelhetdk ki:

* TS-gatlassal kapcsolatos mechanizmusok, a
ternier komplex stabilitasainak novelése
folatokkal (26);

* Dihidrofolat-reduktaz gatlasa methotrexattal,
kovetkezményes  foszforibozil-pirofoszfat-
szintemelkedés és az 5-FU nukleotidok foko-
zott képzbdése és beépiilése az RNS-be (24);

* anukleozid- és timidinsalvage gatlasa dipyri-
damollal (25);

» katabolizmus gétlasa (uracil; klér-2,4-dihidro-
xipiridin, CDHP; 3-ciano-2,6-dihidroxi-piridin,
CNDP; etiniluracil) (4, 12, 23).

A szamos, eddig megismert modulator ellenére
az 5-FU terapias hatékonysaga kozel sem tekint-
het6 optimalisnak, ezért az 4j tipusi modositd
vegytletek vizsgalata jelentésnek tarthat6. A ko-
zelmiltban jelent meg példaul Bellibas és mtsai
kozleménye, akik az oralisan adagolhat6 5-FU
prodrug, a capecitabine hatékonysagat oly mo-
don kivanjak fokozni, hogy a vegyiilethez hason-
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16 uton aktivdlédé DPD-inhibitor prodrugot (Ro
09-4889) terveztek, amelynek metabolikus 4tala-
kulasa pontosan megegyezik a capecitabine-éval,
és az intratumoralisan keletkez6 viniluracil gatol-
ja a capecitabine-b6l intratumoralisan keletkezd
5-FU lebontasat (3).

Régota ismert, hogy az 5-0s poziciéban szubsz-
titudlt pirimidinek a nukleotidmetabolizmust be-
folyasoljak. Az alkil-dezoxiuridineket mint timi-
dinanalogokat szintetizaltédk, azonban a timidintél
csoportot alkilcsoport helyettesiti. Az MTA Koz-
ponti Kémiai Kutatéintézetében egy sorozat 5-
alkil-2'-dezoxiuridint szintetizaltak, melynek elsé
tagja az 5-etil-2-dezoxiuridin (EUdR) (22).

Az 5-FU + EUdR kombinéci6 az 5-FU-nal ha-
tékonyabb tumorgatlast eredményezett in vivo
human colorectalis tumor xenograftokon (15) va-
lamint Colon-26, Colon-38 kisérletes tumorokon
(16). Az EUdR névelte az 5-FU citotoxikus hatdsat
in vitro COLO-1 és SW620 human colontumor-
sejtvonalakon (14).

Az EUdR a timidinhez hasonlé mértékben
transzportalodik a sejtbe és inkorporalodik a
DNS-be. A kombinaci6 hatdsmechanizmusanak
tisztazasara iranyuld korabbi vizsgalatok eredmé-
nyei szerint az EUdR els6 1épésben foszforilalo-
dik, a monofoszfat-szarmazék gatolja a timidilat-
szintazt (TS), és ezaltal fokozza az 5-FU haté-
konysagat. Sejtmentes rendszerben a foszforilalt
szarmazék a DNS-polimerdz-reakciot is gatolja
(11). Az EUdR a pirimidin-nukleozidfoszforilaz
altal gyorsan metabolizalodik 5-etiluracilla
(EUra), mely a katabolikus enzim, a dihidropiri-
midin-dehidrogendz (DPD) potens inhibitora,
melynek gatlasa fokozza az aktivalé enzimek sza-
mara rendelkezésre allé 5-FU mennyiségét (14).

Jelenlegi vizsgédlataink célkitizése tanulma-
nyozni az EUdR hatasat az 5-FU altal befolyasolt
molekularis mechanizmusokra, igy a sejtkineti-
kai valtozasokra, 3H-timidin-inkorporaciora, a
p53 és PCNA protein expresszidjara, a DNS-frag-
mentaciora és apoptozis kialakuldsara SW620 hu-
man colontumor-sejtvonalon, és ezaltal tjabb
adatokat szerezni hatékony gyogyszer-kombina-
ci6 molekularis mechanizmusara vonatkozolag.

Vizsgalati anyagok és modszerek

A vizsgadlt sejtvonal €s fenntartdsa

Vizsgélatainkat az ATCC-b6l szarmazé SW620
(CCL227) humén colontumor-sejtvonalon végez-
tik, melyet rutinszertien monolayerként 5%
fotalis borjusavot tartalmazé DMEM mediumban,
37°C-on, 5% CO,-vel ataramoltatott termosztat-
ban tartottunk fenn.

Modszerek

Kemoszenzitivitdsi teszt. Az exponencialisan sza-
porod6 sejtkultirdb6l 96 lyuku mikrotitracios
plate-re helyeztiink lyukanként 5x10° sejtet. Ez-
utan tortént az EUdR-kezelés 30 percen at, majd
az 5-FU hozzdadasa kovetkezett. (A hatéanyagok
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koncentraciéjat az abraalairasban tiintettik fel.)
4 ora eltelte utan tapfolyadékcsere tortént, majd
a sejteket tovabbi 116 6raig inkubaltuk. A citoto-
xicitas mértékének meghatarozasa MTT kolori-
metrias teszt (18) segitségével tortént. A sejtpusz-
tulas mértékét a kezeletlen kontroll szazalékaban
adtuk meg.

Sejtciklus-paraméterek meghatdrozdsa. A 24 lyuka
plate-en tenyésztett és kezelt mintdkbol késziilt
sejtszuszpenziot metanollal fixaltuk. RNazzal tor-
téné emésztés utan a DNS-t propidium-jodiddal
megfestettiitk. A fluoreszcencia mérése FACStar
flow citométerrel (Becton Dickinson Immunocy-
tometry Systems, San Jose, CA) tortént (17). Min-
tanként 50 000 sejtet vizsgaltunk 200-500 sejt/s
sebességgel. A kiilonboz6 fazisu sejtek aranyat a
Rabinovitch Multicycle software alkalmazasaval
értékeltiik.

Timidinbeépiilés vizsgdlata. Az exponencialisan
szaporodo sejttenyészethdl szarmazo sejtek keze-
1ése 6 lyuku plate-en tortént. A kezelési id6 letel-
te utan 1 pCi/ml 5-metil-*H-timidint adtunk a
mintakhoz, és 3 6ran at inkubaltuk. A sejtek ssze-
gyljtése és kétszeri mosdsa utan a sejtiiledék
tobbszori hideg, majd forré perklorsavas extraha-
lasa kovetkezett, majd mindkét frakciohoz hozza-
adtuk a szcintillaciés koktélt. A radioaktivitas
mérése Beckmann folyadékszcintillaciés spektro-
méteren, a DNS-koncentraci6 meghatarozasa
spektrofotométerrel 260 nm-en tortént. Az ered-
ményeket dpm/OD,-ban adtuk meg.

Apoptozis kimutatdsa. A 24 lyuka plate-en tenyész-
tett sejteket az inkubalasi és kezelési id6 eltelte
utan EDTA-val mobilizaltuk, majd a sejtszusz-
penziét acridin-orange és ethidium-bromid keve-
rékével megfestettiik. A targylemezre felvitt sejte-
ket fluoreszcens mikroszkop segitségével értékel-
tiik, mintanként legalabb 500 sejtet leszamolva al-
lapitottuk meg az apoptotikus sejtek aranyat.

DNS-fragmentdcio vizsgdlata. A 24 lyukud plate-en
tenyésztett és kezelt sejtmintakat RNazzal és
proteinaz K-val torténd, 37°C-on 1 éran at tart6
emésztésnek vetettiik ald. Az emésztés utan a
65°C-ra melegitett mintakat 1,5%-os agardz gélen
2-3 o6réan 4t futtattuk. Az ethidium-bromidos fes-
tés utan a gél értékelése Eagle-Eye 1T denzitomé-
ter (Stratagene) segitségével tortént (10).

pS3 és PCNA fehérjék kimutatdsa. A 24 lyuku plate-
en tenyésztett és kezelt sejtmintakbol sejtszamo-
last, lizalast és centrifugdlast (11 000 g, 4°C-on 30
perc) kovetden a feliiluszot elvalasztottuk az iile-
déktdl. A feliiluszobdl BioRad DC protein teszttel
fehérjemeghatarozast végeztiink, majd a mintakat
lizispufferrel 10 pg/pl koncentraciora higitottuk.
A mintakbol 100 pg fehérjét vittiink fel a 10%-os
poliakrilamid gélre, majd 200 V fesziiltségen 30
percig futtattunk. A blottolds (100 V/250 mA) 1
oran at tartott. A vizsgalt proteinek immunolégiai
kimutatasahoz Vectastain ABC kitet (monoklona-
lis ellenanyag: egér anti-human p53, Dako M7001
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és PCNA, Dako M0879 - biotinilalt anti-egér IgG
- peroxid-konjugalt biotin-avidin komplex - per-
oxidaz-DAB reakci6)  hasznaltunk. A
denzitometrias kiértékelés Eagle-Eye I késziilék-
kel, az adatfeldolgozas a Scan Analitics/One-D
program segitségével tortént. A kapott értékeket
integralt OD/10° sejt-ben adtuk meg.

Statisztikai értékelés. A csoportok kozotti szignifi-
kancia szamitdsait ANOVA és Tukey poszt-teszt
segitségével Graph Pad Prism szamit6gépes prog-
rammal végeztik.

Eredmények

Az EUAR hatdsa az 5-FU citotoxicitdsdra

Az EUdR killonb6zé koncentraciéinak (1-100
pM) hatdsat az 5-FU citotoxicitdsara az 1. dbra
szemlélteti. Az 5-FU citotoxikus hatdsat az EUdR
dozisfiiggden potencirozta, a dozis-hatasgorbe el-
tolodott, jelezvén, hogy ugyanolyan mértékd
sejtpusztulas kisebb 5-FU-koncentraci6 hatasara
jon létre. A modulaciés faktor (IC., 5-FU/IC,,
EUdR +5-FU) értékei az alkalmazott EUdR-kon-
centraciok mellett a kovetkezék voltak: 1 pM=
1,49; 10 pM=2,27; 100 pM=2,50. Vagyis a 100
pM-os EUdR-koncentracio mellett az 5-FU IC,,
értéke 40%-kal csokkent, ami 2 5x-es hatasfoko-
zodast jelent.

Sejtkinetikai paraméterek vdltozdsa 5-FU,
EUdR és kombindcidjuk hatdsdra

Az 5-FU a sejtciklus S fazisaban fejti ki hatasat.
Vizsgaltuk, hogy az 5-FU, az EUdR és kombinaci-
6juk milyen valtozasokat okoz a sejtciklus fazisa-
iban. Az 5-FU-kezelés hatdsara 48 6ra mulva az S

1. dbra.

EUdR, 5-FU és kombi-
ndcidgjuk citotoxicitdsd-
nak vizsgalata SW620
sejtvonalon a tdpfolya-
dék hatoanyag-koncent-
rdciojanak fiiggvénye-
ben. A sejtek kontroll-
hoz viszonyitott %-0s
tulélését MTT-teszttel
vizsgdltuk. Az EUdR-
kezelés 30 percig, az
5-FU-kezelés 4 ordn dt
tartott. A kombindcio
esetében az EUAR
addsa megelozte az

fazisu sejtek aranya megnétt a populacion beldl, 5-FU kezelést.
ezzel parhuzamosan a G1 fazisu sejtek aranya (Négy ismételt kisérlet
csokkent. Az EUdR-kezelés onmagaban nem oko- dtlagértéke.)
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2. dbra.
Sejtciklusvdltozdsok
5-FU- és EUdR-kezelés

utdan SW620 sejtvonalon.

Hatéanyag-koncentrd-
¢io: S-FU: 250 M,
EUdR: 100 uM (hdrom
ismételt kiscrlet
atlagértékei)

zott szembetling valtozast. A sejtek megnoveke-
dett szazalékos aranya a G2/M atmenetben az
EUdR +5-FU kombinalt kezelés esetén a legkife-
jezettebb (2. dbra).

Timidin-inkorpordcio modosuldsa

5-FU + EUdR-kezelés hatdsdra

Az 5-FU+EUdR kombinacié hatasmechanizmu-
sanak vizsgalata soran meghataroztuk a timidin-
inkorporaci6 mértékét. A timidinbeéptilés a DNS-
be az 5-FU-kezelést kovetéen szignifikansan meg-
emelkedik, az 5-FU TS-t gatlo hatasanak kovet-
keztében. Az EUdR és 5-FU kombin4ci6 esetén ez
a hatas fokozottan érvényestl, elsGsorban a sej-
tek aktiv nukleotidszintézissel jaré fazisaban, a
kezelés utdn 24 6raval (1. tdbldzat).

Az 5-FU dltal indukdlt sejthaldl modosuldsa
EUdR-kezelés hatdsdra

Az apoptotikus sejteket acridin-orange- és ethidi-
um-bromid-festés utan a 3. dbra szemlélteti. Vizs-
galtuk, hogy az 5-FU citotoxikus hatasa megnyilva-

Kezelés
kezdetétdl
eltelt id6

24 6ra

r¢re
- 0006

Kontroll

a1

EUdR EUdR+5-FU

[ B com

1. tabldzat. SH-timidin-beépiilés vizsgalata SW-620 sejtekbe 5-FU, EUAR és
kombindcicjukkal tortént kezelés utdn

Nukleotid-pool DNS

com/OD,,, cpom/OD,q,
24h
Kontroll 154330 + 110852 33000 + 4065
EUdR 97154 + 28610 67619 + 96282
5-FU 139942 + 76633 141093 + 23284
EUdR+5-FU 105096 + 26517 202694 + 34833b«¢
72 h
Kontroll 46031 + 4384 38680 + 7287
EUdR 52592 + 17983 48726 + 10016
5-FU 89996 + 35502 114642 + 15439°
EUdR+5-FU 79609 + 23149 140338 + 40408

3 p< 0,05 vs. kontroll
b p< 0,01 vs. kontroll
€ p<0,05 vs. FU kezelt

*Kezelés: 100 uM EUdR (30 percig), majd ezt kdvetéen 250 pM 5-FU (4 éran at)
Harom ismételt mérés atlag + szoras értékei
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3. dbra. Apoptotikus sejtek acridin-orange- €s
etidium-bromid-festéssel (a,b,c,d). Ugyanaz a
sejtcsoport az emlitett festéssel (d) és tripankék
hozzdaddsdaval (c). Az €16 sejtek zoldes szinben
fluoreszkdlnak az acridin-orange hatdsdra, mig az
elpusztult sejtek narancsszintiek az ethidium-bromid
hatdsdra. A nyilak az apoptotikus testeket jelzik.
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nul-e az apoptozis létrejottében, ill. az EUdR éaltal
okozott hatasfokozodas esetén az apoptézisarany
modosul-e. Az SW620 sejtvonalon a citotoxicitasi
tesztekben 100 pM EUdR okozta az 5-FU-szenziti-
vitas legnagyobb mértékd névekedését, igy jelen
kisérleteinkben 100 pM EUdR- és az IC, -nek meg-
felel6 250 pM-5-FU kezelést alkalmaztuk. Az egyik
esetben a sejteket folyamatos EUdR + 5-FU-expozi-
ciénak vetettiik ald, a kezelés utan tapfolyadék-
csere nem tortént Az apoptozisarany meghataro-
zasa a kezelés kezdetétdl szamitott 6, 24 és 48 éra
elteltével tortént (4.A. dbra).

Hat, ill. 24 o6ra elteltével az apoptotikus sejtek
aranya 6-8% volt a populacion beliil, és nem volt
lényeges kiillonbség a csak 5-FU-val, ill. az
5-FU+EUdR kombinaciéval kezelt mintak ko-
z0tt. A kezelés kezdetétdl szamitott 48 6ra mulva
az 5-FU-val kezelt mintdban az apopt6zis aranya
szignifikdnsan emelkedett, 20% koril volt
(p<0,001 vs. kontroll), mig az EUdR hozzdadasa
az aranyt 70-80%-ra novelte (p<0,001 vs. kont-
roll és p< 0,001 vs. 5-FU-kezelt) (4.A. dbra). A ki-
sérlet soran 72, ill. 96 6ra mulva is meghataroz-
tuk az apoptézisaranyt a sejtpopulacion beliil. 72
ora elteltével az arany nem véltozott 1ényegesen,
azonban 96 6ra mulva az apoptdzisban 1évé sej-
tek ardnyanak nagymértéki csokkenése mellett
a nekrozisos sejtek aranya lényegesen megnott.

Hasonl6 feltételek mellett, de a kezelési id6t
4 ¢rara modositva is elvégeztiik a kisérletet. Az
apoptozisarany meghatarozasa a kezelés kezdete
utan 24, ill. 48 6raval tortént (4.B. dbra). Az 5-FU-,
illetve a kombinalt kezelés hatasara szignifikan-
san megnovekedett apoptozisaranyt lehetett
megfigyelni mind 24, mind 48 ora elteltével. Az
5-FU altal indukalt apoptozis mértéke ez esetben
is novekedett a kombinalt kezelés hatasara, azon-
ban a névekedés mértéke nem volt szignifikans.
A folyamatos 5-FU- és EUdR-expozici6 soran jo-
val nagyobb mértékd volt az EUdR potenciald ha-
tasa (4.A. dbra).

Az apoptozis létrejottében egyik koézponti
mozzanat a DNS feltoredezése. Vizsgaltuk, hogy
az 5-FU- és EUdR-kezelés utan kimutathaté-e
DNS-fragmentaci6. A DNS fragmentédlodasa fo-
lyamatos hatéanyag-expozicio esetén a kezelés
kezdete utan 48 oraval jott 1étre, melyet az EUAR
hozzaadasa az 5-FU-kezeléshez nem befolyasolt
lényegesen (5. dbra).

pS53 és PCNA fehérje expresszidjanak
vdltozdsa 5-FU- és EUdR-kezelés hatdsdra
SW620 sejtvonalon

A kombinalt kezelés soran megfigyelt, emelke-
dett apoptoézisarannyal kapcsolatosan vizsgaltuk
a p53-expresszio valtozasat. Ezen kiviil meghata-
roztuk a PCNA protein expresszidjanak mértékét
az EUdR- és 5-FU-kezelés utan (6. dbra). Az 5-FU-
kezelés utan mért, kissé emelkedett p53-ex-
presszi6 az EUdR hatasara tovabb nétt, és ez a
véltozas a kezelés utan 48 ora elteltével kifejezet-
tebb volt (7.A. dbra). A PCNA-expresszi6 a keze-
1ést kovetéen 24 oraval az 5-FU+EUdR kombi-
naci6 esetén megnétt, 48 ora elteltével az
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4. dbra. Az apoptozisardany vdltozdsa 5-FU- és EUdR-kezelést kdvetden SW620
sejtvonalon. A = folyamatos kezelés, B= 4 ords kezelés. Az apoptotikus és
nekrotikus sejtek szdamoldsa Biirker-kamrdban tértént. (Hdarom kezelés utdn
szamolt dtlag + standard devidcio értékei)
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5. dbra. DNS-fragmentdcio vizsgdlata 5-FU-

és EUdR-kezelés sordn SW620 sejtvonalon.

1: Kontroll, 2: 100 yM EUdR, 3: 250 yM 5-FU, 4:
100 uM EUdR + 250 uM 5-FU folyamatos kezelés
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expresszio mértéke nem kiilonbozott az 5-FU-val,
ill. az 5-FU + EUdR kombinacioval kezelt mintak-
ban (7.B. dbra).

Megbeszélés

Az 5-FU bonyolult metabolizmusa szdmos ponton
nyujt lehetdséget a beavatkozasra, melyek koziil
a katabolizmusért felelés DPD gatlasa az egyik
leggyakrabban alkalmazott modszer. Az elmult
években a DPD, mint az 5-FU-katabolizmus
kulcsenzime, az érdekldés elGterébe kertlt. Sza-
mos adat sz6l a stlyos 5-FU-toxicitast szenvedett
betegek atlagosnal joval alacsonyabb DPD-aktivi-
tasarol, valamint a DPD-aktivitds és az 5-FU-
clearance kozotti kapcsolatrol (7, 13). Egyes szer-
z6k sejtvonalakon ill. fej-nyaki tumoros betege-
ken az 5-FU-szenzitivitas és a DPD-aktivitas ko-
zott figyeltek meg korrelaciot (2, 6). Szamos, az
5-FU hatasat moduldlé DPD-inhibitor all kifej-
lesztés alatt - melyek kozott az etiniluracil tiint a
legigéretesebbnek -, azonban a fazis I és korai fa-
zis I tanulmanyok szerint, mint a DPD irreverzi-
bilis inhibitora, a toxicitast jelentésen megemeli,
ezért alkalmazéasaval szignifikans terdpiasindex-
novekedés nem érheté el (20). A kézelmiltban
egy DPD-inhibitor prodrugot (Ro 09-4889) tervez-
tek, amelynek segitségével gatolni kivanjak az
oralisan adagolhat6 5-FU-szarmazékbdl, a capeci-
tabine-bol intratumoralisan keletkez6 5-FU kata-
bolizmusat (3).

Korabbi in vivo tanulmanyok szerint az EUdR-
kezelés megnovelte az 5-FU citotoxikus hatdsat
(15, 16), majd ezt a jelenséget in vitro alacsony és
magas DPD-aktivitasu sejtvonalakon is igazoltuk
(14). Az EUdR-b6l keletkez6 metabolit, az etilura-
cil szamottevé csokkenést okozott a két magas
DPD-aktivitasi sejtvonal (CAL33 és CALS5I)
DPD-aktivitisaban, azonban az 5-FU hatasanak
modositasa kozulitk csak az egyik sejtvonalon
(CALS1) volt megfigyelhetd, vagyis az 5-FU-szen-
zitivitashan nem, vagy nem kizarélag a DPD-akti-
vitas jatszik szerepet. Ezt tamasztja ala, hogy az
EUdR egy alacsony DPD-aktivitast sejtvonalon is
(SW620) igen hatékonyan fokozta az 5-FU citoto-
xikus hatasat. Ebbdl kovetkezden, a DPD gétlasan
dinmetabolizmus egyéb jellemz6i és mas fakto-
rok is befolyasoljak. Célunk volt tehat adatokat
gytjteni azzal kapcsolatban, hogy a DPD-gatlason
kiviill milyen molekularis mechanizmusok jatsz-
hatnak szerepet az 5-FU citotoxikus hatdsanak
potencidlasaban.

Meghataroztuk a sejtkinetikai paraméterek
valtozasait a kombinaci6 hatasara. A sejtek meg-
novekedett szazalékos aranya a G2/M ellen6rzé
ponton az EUdR + 5-FU kombinalt kezelés utan
volt a legkifejezettebb, ami a kombinalt kezelés
intenzivebb DNS-karosité hatdsara utal. A DNS-
karosodas olyan sejtvalaszt indukal, amelynek
kovetkezménye a karosodas kijavitasa, vagy a
programozott sejthaldl folyamatanak beinditdsa.
Ut6bbi esetben DNS-karosodast felismerd protei-
nek (ATM, ATR, Rad17-RFC komplex, stb.) a jel-
atviteli utak kozvetitésével (Chkl, Chk2, Ser/Thr
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6. dbra. 5-FU- és EUdR-kezelés PCNA- és pS3-expressziora gyakorolt

hatdsa SW620 sejtvonalon.

1: Kontroll, 2: 100 uM EUdR, 3: 250 uM 5-FU, 4: 100 yM EUAR + 250 uM S-FU.
Western technika, mintdnként 100 ug fehérje

24 h 48 h
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7. dbra. (A) p53 és (B) PCNA expresszidjdnak vdltozdsa 5-FU-, EUAR- és
kombindcidjukkal tovtént kezelést kovetden SW620 sejtvonalon. (Kezelési
menetrend leirdsa: ldsd 1. dbra. Hdrom kezelést kévetd Western blot vizsgdlat
denzitometrids kiértékelésének dtlag és standard devidcio értéke.)
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kinazok, Cdc25 foszfatazok) aktivaljak a p53-at,
inaktivaljék a ciklindependens kindzokat és ezal-
tal gatoljak a sejtciklust (21).

Az 5-FU- ill. EUdR-kezelés p53-expressziora
kifejtett hatasat vizsgalva, a kombinalt kezelés
esetén fokozott expressziot észleltiink, mely a ke-
zelés kezdete utan 48 o6raval kifejezettebb volt,
amikor is az apoptozisrataban is emelkedést ta-
pasztaltunk, amely szintén a kombinaci6 eseté-
ben volt a legmagasabb. A kemoszenzitivitasi
tesztek soran 4 o6ra volt a hatdéanyag-expozicio
id6tartama. Az apoptozisaranyt mind 4 oras,
mind folyamatos kezelés soran meghataroztuk.
Az utébbi esetében az EUdR-kezelés az 5-FU altal
okozott apoptdzis ardnyat sokszorosara novelte,
mely 48-72 6ra elteltével volt a legnagyobb mér-
tékd, 96 ill. 120 6ra mulva helyét atvette a valo-
szintleg tapanyag-elégtelenségh6l adodo nekro-
zis. Az apoptozisarany a folyamatos kezelés utan,
szemben a 4 o6ras kezeléssel, szignifikdnsan ma-
gasabb volt, amely 0sszhangban van egy kozolt
metaanalizis eredményével, amely szerint szigni-
fikansan magasabb valaszadasi aranyt és teljes
talélést irtak le az 5-FU folyamatos infiiziés ada-
golasa esetén a bolus kezeléshez viszonyitva (19).
Az apoptotikus folyamat soran elsé 1épésben a
DNS feltoredezik, fragmentalodik. Az el6z6 ered-
ményekkel dsszhangban, a kezelés kezdete utan
48 ora elteltével az 5-FU-kezelés hatasara 1étrejott
a DNS fragmentaci6ja, melyet az EUdR hozzaada-
sa nem befolyasolt 1ényegsen.

A ®H-timidin-inkorporaci6 a kezelés kezdete
utan 24 o6raval az EUdR-rel kezelt mintakban kis-
mértékben, az 5-FU és kilonosen az EUdR + 5-FU
kombinacié hatasara jelentésen megnovekedett.
A timidinkinaz a kering6 timidin-poolt hasznosit-
ja a salvage anyagcsere sordn, igy a 3H-timidin-
beéptilés a timidinkindz aktivitasatdl fiigg. Az
EUdR-b6! és 5-FU-bol az anabolizmus soran nuk-
leotidok (EdUMP és FAUMP) keletkeznek, me-
lyeknek egyik f6 hatasa a TS gatlsa, igy a *H-ti-
midin-beéptilés fokozodasa a TS-gatlas novekedé-
sére utal. Az EudR-kezelés utan kismértékben, az
5-FU, és kulonosen az EUdR+ 5-FU kombinacié
hatasara jelentésen megnovekedett *H-timidin-
inkorporacié fokozott TS-gatlast jelez.

A sejtek az 5-FU-bazisu terapiara TS-tulterme-
léssel (overexpresszio) valaszolhatnak, mely a re-
zisztencia egyik fontos mechanizmusa, azonban
a TS, a de novo timidinszintézisen kivil, mint
mRNS-kot6 fehérje, fontos regulacios szerepet is
betolt a proliferaciéban. Kotédve a sajat mRNS-
éhez szabalyozza énmaga bioszintézisét, ezenki-
viil kotédik a c-myc és a p53 mRNS-hez, és ezek
vén gétolja (5). A TS sejtregulacios szerepének
tisztazasa 1j lehetGségeket nydjt a TS-re hat6
citosztatikumok alkalmazasa terén, valamint a
poszttranszlaciés regulaci6 részletes megismeré-
se 1j molekularis targetet jelenthet.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az ala-
csony DPD-aktivitasu sejtvonalon megfigyelt
5-FU-hatas modulaci6ja arra utal, hogy a DPD-gat-
lastol eltéré tényezok is szerepet jatszanak az
EUdR hatasmechanizmusaban. Az 5-FU hatasara
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létrejove, fokozott timidin-inkorporacio altal jel-
zett TS-gatlas EUdR jelenlétében nagyobb mérté-
ki, igy a p53-mRNS TS éltal okozott transzlacios
gatlasa nem megy végbe, és a fokozott p53-ex-
presszio apoptozist indukal. Az EUdR hatasara az
5-FU altal okozott TS-gatlds - mind direkt (radioak-
tiv enzimmeghatdrozas), mind indirekt (timidin-
inkorporacio) médszerrel kimutatva - fokozodik,
melynek kovetkezménye nem elsGsorban a pro-
liferacio gatlasa, hanem az apoptozis indukcidja.
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