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Human prosztatarak
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fokozasa szelektiv 12-lipoxigenaz-
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A prosztatardk a fejlett vildgban a leggyakrabban eldfordulo daganat a férfiakban. A sugdrkezelés a sebészet mellett a prosztata-
rék egyik kurativ kezelési médszere. Az eqyre fejlédé technika és az emelkedd sugdrdozisok ellenére a betegek mintegy 30%-dndl
kell lokdlis kidjuldssal szamolni. Az arachidonsavrdl és metabolitjairdl régdta kimutattak, hogy jelentds szerepliik van a daganatok
korélettani folyamataiban. A 12-lipoxigendz (12-LOX) enzimrél korabban mar bizonyitottak, hogy jelentdsen fokozza a prosztatarak
progressziojdt az apoptozis szabdlyozdsan €s a sejttilélés elésegitésén keresztiil. Kisérleteink sordn azt vizsgaltuk, hogy a 12-LOX
gatldsa milyen hatdssal van a prosztatardksejtek sugdrérzékenységére in vitro s in vivo. Humdn prosztatardksejteket 12-LOX-gdtlo
molekuldkkal, sugdrzdssal, valamint a 12-LOX-gdtlok és besugdrzds kombindcidjdval kezeltiik in vitro, illetve dllatkisérletes modell-
ben. A kezelések hatdsdt in vitro az apoptozis és a klonogén tulélés, illetve in vivo a beliltetett tumorok ndvekedésének vizsgalata-
vitro. A kombindlt kezelések szinergisztikusnak bizonyultak. Az dllatkisérletes modellben azt taldltuk, hogy mind a 12-LOX gatldsa,
mind a sugdrkezelés csékkenti a xenograft tumorok névekedését, de a két kezelési médszer kombindcidja szignifikdnsan nagyobb
mértékben késlelteti a daganatok ndvekedését, mint az egyediili kezelések. A kisérleteink sordn és a kordbban nyert adatok
megqydzden bizonyitiak, hogy a 12-LOX enzimnek jelentds szerepe van a prosztatardksejtek progresszicjaban €s sugdrérzékeny-
ségében. Az eredmények alapjdn kijelenthetjiik, hogy a szelektiv 12-LOX-gatlok igéretes molekuldk, melyeket érdemes tovabbfej-
leszteni, mert klinikai kGriilmények kozott is hatékony sugdrérzékenyitének bizonyulhatnak és jelentdsen javithatjdk a sugdrkezelés
eredményeit a prosztatardkos betegekben. Magyar Onkoldgia 58:211-218, 2014
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Prostate cancer is one of the leading cancer types in males in the developed world. Radiotherapy is a major method in the curative
treatment of prostate cancer however, up to 30% of the patients experience local relapse. Arachidonic acid metabolites have
been shown to have important role in cancer. 12-lipoxygenase (12-LOX) has been proven to significantly influence prostate cancer

Levelezési cim: Dr. Lovey Jozsef, Orszagos Onkoldgiai Intézet, 1122 Budapest, Rath Gyorgy utca 7-9.,
telefon: +36 1 224 8600, e-mail: lovey@oncol.hu

Kozlésre érkezett: 2014. junius 20. « Elfogadva: 2014. augusztus 12.

Magyar Onkolégia 58:211-218, 2014



212

Lovey és mtsai

progression, by apoptosis regulation and by promoting cancer cell survival. In this study we examined whether 12-LOX inhibition
may increase radiation sensitivity of prostate cancer cells in vitro and in vivo. Prostate cancer cell lines were treated with 12-
LOX inhibitors, different doses of radiation and the combination of 12-LOX inhibitors and radiation. We measured the effect of
these treatments through clonogenic survival and apoptosis in vitro and tumor growth in vivo in a tumor xenograft model. 12-LOX
inhibition and radiation both increased apoptosis and decreased clonogenic survival of prostate cancer cell lines in vitro. Combined
treatment resulted in a supra-additive effect in vitro. In vivo both 12-LOX inhibition and radiotherapy caused delay in growth of the
xenograft tumors but the combined treatment resulted in the strongest growth inhibition. The presented data prove that 12-LOX and
its metabolite 12(S)-HETE have a major role in prostate cancer cell progression and radiosensitivity. We have shown by different
methods in vitro and in vivo that inhibition of 12-LOX activity significantly sensitizes prostate cancer cells to radiation. Therefore we
can state that 12-LOX inhibitors are promising compounds to be developed to become a new class of clinical radiation sensitizers
in prostate cancer.

Lovey J, Nie D, Tévari J, Kenessey |, Kandouz M, Timar J, Kasler M, Honn KV. Selective 12-lipoxygenase inhibition potentiates the

effect of radiation on human prostate cancer cells in vitro and in vivo. Hungarian Oncology 58:211-218, 2014
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BEVEZETES

Az arachidonsav metabolizmuséban részt vevé kulcsenzi-
mek, a ciklooxigendz (COX) és lipoxigenaz (LOX) szdmos
olyan bioaktiv lipidet hoznak létre, melyeknek fontos sze-
repe van a sejtek tulélésében, a sejtciklus szabalyozasaban,
a sejtek invazidjaban és az angiogenetikus fenotipus kiala-
kitasaban (1-4). Szdmos tanulmany foglalkozott a prosz-
tatardksejtekben taldlhaté arachidonsavat metabolizald
enzimek aktivitasaval és azok daganatokra jellegzetes val-
tozasaival. Ezek alapjan bizonyitottnak téinik, hogy a prosz-
tatakarcinéma-sejtekben a COX-2, a tromboxdnszintdz
(TXS), a p12-LOX és a 15-LOX1 upregulalédik, mig a 15-
LOX2 downregulalédik. Ennek hatdsara a metabolitok jel-
legzetes mintdzata jon létre. Igy a sejtekben nagyobb meny-
nyiségben talalhaté PGE2, TX, 12(S)-HETE és 13(S)-HODE
(1). A 12-LOX-expressziot az ssejtekre jellemzd tulajdon-
sagnak is tartjak, mivel mindkét izomerje, a vérlemezke- és
a leukocitatipus, alaphelyzetben is expresszalédik a csont-
vel6i progenitorsejtekben (5).

Korabbi kutatasi eredmények azt mutattdk, hogy a 12-
LOX terméke, a 12(S)-HETE a daganatsejtekben aktival-
ja az antiapoptotikus, sejtmotilitdsi és angiogenetikus
mechanizmusokat (6-8). A 12(S)-HETE a génexpressziot is
befolyasolja, pl. a VEGF expressziojat (8). A 12-LOX over-
expresszidja egyenes Osszefliggést mutat a prosztatarak
grade-jével és a stadiummal (9). ElGsegiti a daganatnoveke-
dést az angiogenezis fokozdsa éltal (10). A 12-LOX enzim
szelektiv gatlasa apoptdzist indukalt és a daganatsejtek
metasztatikus képességét csokkentette emberi prosztata-
rak-sejtvonalban (11).

A szilirés és a korai felismerés hatasara egyre tobb beteget
diagnosztizdlnak korai, lokalizalt prosztatarakkal. A prosz-

tatardk kurativ kezelése sebészi és sugarterapias lehet (12).
Az utdébbiidében a betegek preferencidja és a viszonylag ala-
csonyabb morbiditasi rata mellett elért hasonlé gyogyula-
si eredmények miatt a radikalis sugarterapia alkalmazasa
mind kiils6, mind bels6 kezelés formdjaban (brachyterapia)
egyre novekvd tendenciat mutat (13). A prosztatarakok
sugarérzékenysége kiilonboz6, a sugarérzékenység foko-
zasanak kifejezett klinikai jelentdsége lehet (14). Tekintve
a 12-LOX szerepét a kiilonb6z6 daganatféleségek progresz-
szidjaban (1), feltételeztiik, hogy a 12-LOX altal létrehozott
bioaktiv lipidek az ionizald sugirzas sejtpusztité hatasat
jelent6sen befolyasolni tudjak, a 12-LOX gatlasaval esetleg
a sugdarzas hatdsat fokozni lehet.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtvonalak. A PC-3, DU-145 és LNCaP human prosztata-
rdksejteket (ATCC, Manassas, VA) 10% fotalis borjusavot
tartalmazé RPMI1640, vagy DMEM médiumban (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) tartottuk fenn, 37 °C-on, 5%
CO,-tartalom mellett.

Invitro kezelések. A kezelések el6tta prosztataraksejteket
10 cm atmér6jii tenyésztdedénybe helyeztiik és 12 6rat hagy-
tunk a letapadasra. A sejteket sugdrzassal, 12-LOX-gatlo
baicaleinnel (Biomol, Plymouth, PA) (15), vagy N-benzil-
N-hidroxi-5-fenilpentamiddal (BMD122, Biomide Corp.,
Grosse Pointe Farms, MI) (11), 5-LOX-gatl6é Rev-5901-gyel
(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI), illetve a sugarzas és
a fenti gatldszerek kombindcidival kezeltiik. A specifikus
hatas bizonyitasara a kisérleteket 12(S)-, 5(S)- és 15(S)-
HETE visszaadasaval is elvégeztiik. A sugarkezelést Cs-137
gamma irradidtorral végeztilk, 85 cGy/perc ddzisteljesit-
ménnyel. Az egyediili kezeléseket a BMD122 és Rev-5901
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esetén 10-50 uM koncentraciéval, a baicalein esetében
pedig 3-15 uM koncentracidval végeztiik. A sugarkezelés
dozisat 25-500 cGy kozott valtoztattuk. A kombinalt keze-
léseknél 25 uM koncentraciot alkalmaztunk a BMD122-nél
és Rev 5901-nél és 7,5 M-t a baicalein esetében, 1 6raval
a besugarzas el6tt. A kombinalt kezelésnél az el6bb emlitett
sugardozisokat alkalmaztuk. A visszaadasos kisérleteknél
100 ng/ml 5(S)-, 12(S)-, illetve 15(S)-HETE-t adtunk a sej-
tekhez, kozvetlen a LOX-gatlok alkalmazasa el6tt.

Klonogén tiilélés vizsgdlata. A prosztatakarcindma-sej-
teket 6 lyuku tenyésztéedénybe helyeztiik, és szérum jelen-
létében 24 6rat hagytunk a letapadasra. A sejteket ezt kove-
téen az el6bb leirt protokollok szerint kezeltiik. A sejteket 14
napig inkubéltuk (kivétel a gyorsan n6vé LNCaP sejteket,
melyeket csak 7 napig), 37 °C fokon, 10% FBS-t tartalmazd
médiumban. Ezt kovetSen a sejteket 4 szazalékos pufferolt
formaldehiddel fixaltuk és kristadlyibolyaval festettitk meg.
A legalabb 50 sejtet tartalmazé koléniakat szamoltuk dssze,
és a tulélé frakciot a kezeletlen kontrollra normalizaltuk.

Apoptozis vizsgdlata. Az apoptdzist TUNEL modszer-
rel mértitk (Roche Diagnostics GmbH, Indianapolis, IN).
A sejteket 10 cm-es Petri-csészékbe helyeztiik, és a korab-
biakban leirt protokollok szerint kezeltiik. A sejteket a teljes
kisérlet ideje alatt szérum jelenlétében tartottuk. A keze-
lések utan 13 draval a sejteket tripszin-EDTA segitségével
felszedtiik, PBS-sel mostuk, és jéghideg etanollal fixdltuk
1 éran at. A permeabilizaciot jéghideg 0,15% Triton-X100
és 0,1% natrium-citrat segitségével végeztiik, 3 percen ke-
resztill. A sejteket ismételten PBS-sel mostuk, és hozza-
adtuk a TUNEL munkaoldatot. A sejteket 1 6raig 37 °C
fokon inkubaltuk, majd reszuszpendaltuk PBS-ben. Az
apoptotikus frakciot 1ézer-flow-citometridval mértiik.

Western-blot. A sejteket aleirt protokoll szerint kezeltiik.
48 oraval a kezelés utan teljessejt-lizatumokat készitettiink.
20 pg fehérjét futtattunk eldre gyartott SDS-poliakrilamid
gélen, majd a fehérjéket nitrocelulloz membranra transz-
feraltuk. Otszdzalékos tejport tartalmazé 0,1 M Tris puf-
fer-0,9% NaCl és TBS-0,1% Tween keverékben inkubéltuk
a membrdant 1 6ran at. A blottokat éjszakdn at 4 °C fokon
tartottuk BCL-2, Bax és survivin elleni, 1:1000 higitasa pri-
mer antitestekkel (R&D Systems, Minneapolis, MN). A fe-
hérjesavokat szemikvantitativ modszerrel, denzitometriaval
is értékeltiik.

In vivo tumornivekedés. A kisérletekhez SCID egere-
ket hasznaltunk, amelyekbe 10° PC-3 sejtet injektaltunk
szubkutan. A daganatokat engedtik 5 mm datméréjire
noéni. A 12-LOX-gatlo BMD122-t intraperitonealisan alkal-
maztuk (100 mg/kg/nap) 4 napon keresztiil. A sugarkezelés
rontgenterapias késziilékkel (100 kV, 15 mA) a 16. napon
tortént 5 Gy dozissal. A daganatok novekedését 2 héten ke-
resztiil kovettitk. A daganatok mindkét atmérdjét mértiik

12-LOX-gatlas prosztatarakban 2 1 3

1. dbra. A prosztatardksejtek érzékenysége besugdrzdsra
és 12-LOX-gétlé kezelésre. Klonogén tulélési vizsgédlat PC-3,
LNCaP és DU-145 humdn prosztatarak-sejtvonalakon, melye-
ket kiilonb6z6 koncentraciéju BMD122 (a), baicalein (b) 12-LOX-
gétldkkal kezeltlink 1 6réig, illetve kiilonb6z6 doézisl sugar-
zasban részesitettik (c). Minden pont hdromszoros mérési
eredményeket jelent (SD<10%)
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hdromnaponként. A kisérleteket a 28. napon terminaltuk
Nembutal-tuladagolassal.

Statisztikai elemzés. A szinergizmus vizsgalatdhoz
kombinaciés indexet (CI) szamoltunk a Calcusyn (Biosoft)
program segitségével. A szamolas Chou-Talalay-osszefiig-
gésen alapul, amely a median hatas elvét alkalmazza (16).
A klonogén tulélés gorbéinek elemzését Graphpad szoft-
verrel végeztiik (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
A szoftver a gorbék dolésszogét és tavolsagat hasonlitja Osz-
sze; amennyiben ezek koziil egy is szignifikansan kilonbo-
zik, akkor a két gorbe statisztikailag kiilonb6zének bizonyul.
A 6sszehasonlitashoz elvi, szamitott addicids gorbét készitet-
tiink a tulélési gorbék kombinalasaval. Igy, ha a kombindlt
hatas az elvi addicids gorbe felett vagy az alatt helyezkedik el,
akkor a hatds szupra- (szinergisztikus) vagy szubadditiv. Az
egyéb adatok kozlésénél a standard deviaciot (SD) adtuk meg.

EREDMENYEK

A 12-LOX-gatlas és sugdrzds hatdsa a prosztatardksejtek
klonogén tulélésére

A PC-3, DUI145 (hormonrezisztens) és LNCaP (hormon-
érzékeny) human prosztataraksejtek kezelése kiilonboz
koncentraciéju 12-LOX-gatléval (baicalein vagy BMD122,
La,b dbra) vagy sugarkezeléssel (1.c dbra) a dozistol fiiggd-
en a sejtek klonogén talélésének csokkenéséhez vezetett.
A 12-LOX-gatlasra legkevésbé érzékeny sejtvonal a DU-145
volt, mig a sugarkezelésre a harom kiil6nb6z6 sejtvonal
egyforma érzékenységet mutatott, bar a PC-3 kis ddzisok
esetén viszonylag rezisztensnek bizonyult. A kombindcids
kezelések sordn a sejteket 0-500 cGy sugardodzissal, illet-
ve 25 uM BMDI122-vel kezeltiikk. A szinergizmust a mar
emlitetteknek megfeleléen a Chou-Talalay-6sszefiiggés
alapjan vizsgaltuk. A PC-3 sejtvonalon a kombinalt keze-
lés szinergisztikusnak mutatkozott. Az LNCaP sejteknél
ugyanez a szinergisztikus hatas a magasabb sugardézisnal

1. tablazat. A 12-LOX-gatlas és besugarzas szinergizmusanak
vizsgdlata a kombinaciés index (Cl) alapjan. Az 1 alatti ClI
szinergizmust (szupraadditiv hatést) jelez

_ PC3 LNCaP DU-145
Sugarzés
dozisa (cGy) 25uM 7,'5 pM 25 M 7,.5 pN! 25uM
BMD122 | baicalein | BMD122 | baicalein | BMD122
25 0,87 0,35 123 1,10 112
50 0,66 0,57 0,89 1,01 1,05
100 0,64 013 0,76 0,87 1,36
200 0,61 0,10 0,56 0,69 1,54
500 0,50 on 0,62 0,58 1,23

2. abra. Szinergisztikus hatéds koldniaképzd vizsgalatban a su-
garzads és 12-LOX-géatlé baicalein egylttes alkalmazésaval
LNCaP (a) és PC-3 (b) prosztatardksejteken
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(100 cGy felett) volt észlelhets. A PC-3 és LNCaP sejtekkel
ellentétben a DU-145 sejtekben a kombinalt kezelés csak
egyszerl additiv hatast eredményezett (1. tabldzat). Végez-
tiink kombinacids kisérleteket a masik 12-LOX-gatldval,
a baicaleinnel is, az eredmények a BMD122-h6z hasonléak
voltak. A kombindlt kezelés szupraadditiv volt az LNCaP és
a PC-3 sejtek esetében, tehat mind hormonérzékeny, mind
hormonrezisztens sejtvonalakon (2. dbra).

A 12-LOX-gatlds nem sugdrérzékenyiti az egészséges
prosztatahamsejteket és bérfibroblasztokat
Annak vizsgalatara, hogy a 12-LOX-gatlas a normalis sejte-

ket is érzékenyiti-e a besugarzasra, egészséges emberi prosz-
tatahdmsejteket és human bérfibroblasztsejteket (Clonetics,
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San Diego CA) kezeltiink 7,5 uM baicaleinnel és 800 cGy
sugarzassal. Sem a 12-LOX-gatlas, sem a sugdrkezelés nem
fokozta az apoptozist az egészséges sejtekben (az adatokat
nem mutatjuk). Az, hogy az egészséges sejtekben a 12-LOX-
gatlds nem erdsitette a sugarkezelés hatasat, annak tulajdo-
nithato, hogy e sejtekben a 12-LOX kevéssé vagy egyaltalan
nem expresszalodik (9).

A 12-LOX-gdtlds sugdrérzékenyité hatdsa az enzim
egyediili metabolitjdn, a 12(S)-HETE molekuldn
keresztiil jon létre

Annak bizonyitasdra, hogy a sugarérzékenyité hatast
a 12(S)-HETE, a 12-LOX egyetlen arachidonsav-meta-
bolitja hozza létre, PC-3 sejteket a korabbiaknak megfele-
16 protokoll szerint BMD122 inhibitorral, sugarkezeléssel
és ezek kombinacidival kezeltiik, de a klonogén tulélési
kisérleteket ugy is elvégeztiik, hogy a sejtekhez 100 ng/ml
12(S)-HETE-t adtunk 1 6réaval a kezelések el6tt. A 12(S)-
HETE visszaaddsa felfiiggesztette a BMD122 gatlé ha-
tasat, de nem volt hatassal a sugarkezelésre. Ugyanigy
felfiggesztette a BMDI122 sugarérzékenyitd hatdsat is (3.
dbra). Annak érdekében, hogy egyértelmten tisztazzuk,
hogy ezekért a hatasokért kizardlag a 12-LOX ttvonal
felelds, a kisérletet elvégeztiik egy 5-LOX-gatld szerrel,
a Rev-5901-gyel is, és ahogy a 12-LOX esetében, itt is
végeztiink méréseket 5-HETE és 15-HETE visszaaddsa-
val is. Az 5-LOX-gatl6 alkalmazasa soran nem talaltunk
semmilyen szignifikdns hatast a sejtek tulélésére és az 5-
és 15-HETE visszaadasanak sem volt hatdsa (az adatokat
nem mutatjuk). Tovabb vizsgdlandé a 12-LOX szerepét, a
12-LOX-overexpressziot mutato transzfektalt PC-3 (nL8)
és vektor kontroll (neoS) sejtvonalakat hasznalva is el-
végeztitk a kisérleteket (17). A 12-LOX-overexpressziot
mutato sejtek jelentOs rezisztencidt mutattak a vektor
kontrollokhoz képest (nem mutatott adatok).

A 12-LOX-gatlok és a sugdrkezelés hatdsa
az apoptozisra

Mivel a 12-LOX szerepet jatszik a prosztataraksejtek apop-
tozisanak szabalyozasaban (6, 18, 19), a 12-LOX-gatlds és
sugarkezelés apoptozisindukcids hatasat vizsgaltuk PC-3
sejteken, TUNEL-assay és flow-citometria segitségével. Két
Gy dozisu sugarkezelés mérsékelt, de szignifikans apop-
tozisindukciot okozott (8%), 25 uM BMDI122 ennek mint-
egy a kétszeresét (15%), mig a két kezelés kombindcidja
eredményezte a maximalis hatdst, 25% apoptozisindukciot
(4. dbra).

Annak bizonyitasara, hogy az apoptézisindukci6 kizaro-
lag a 12-LOX-gatlasnak koszonhet6, a kisérleteket 12-HETE
visszaadasaval itt is elvégeztitk (100 ng/ml 30 perccel a keze-
lések el6tt). A 12-HETE hozzdadasa 15-r61 10%-ra csokken-

12-LOX-gatlas prosztatarakban 2 1 5

3. dbra. A 12-LOX-gétlok sugarérzékenyité hatdsdnak vissza-
forditdsa 12(S)-HETE-el6kezeléssel. 100 ng/ml 12(S)-HETE-
el6kezelés hatdsa a PC-3 sejtek klonogén talélésére. a)
BMD122 kezelés, b) sugdrzés, c) kombinacids kezelés

A
s —01
E
= 03+
S 05
= 07 7
=
0,9 -
T T T T 1
0 10 20 30 40 50
BMD122-koncentrdcié
B BMD122-kezelés A BMD122-kezelés 12-HETE-elGkezeléssel
A gorbeanalizis szignifikdns kiilonbséget mutat p<0,001
b 00
E
s 057
S 10
=
=15 T T 1
0 200 400 600
Sugdrzds dézisa (cGy)
W Sugdrkezelés A Sugdrkezelés + 12-HETE-el6kezelés
A gorbeanalizis nem mutat szignifikans kiilonbséget p=0,1537
c 05
é 05 7
s ]
% =15 7 .
< 5
L= u
=35 T T 1
0 200 400 600
Sugdrzds dézisa (cGy)
W Sugdrkezelés + 25 uM BMD 122 A Sugdrkezelés + 25 uM BMD + 12-HETE-el6kezelés
A gorbeanalizis szignifikéns kiilonbséget mutat p=0,0009

Magyar Onkolégia 58:211-218, 2014



216

Lovey és mtsai

4. abra. A sugarzas és a 12-LOX-gatlas hatdsa az apoptdzisra
PC-3 sejtekben. A sejteket BMD122-vel, sugérzéassal, illetve
a ketté kombinéacidjdval kezeltiik. 24 éra elteltével az apoptdzist
TUNEL-reakciéval mértiik (4tlag+SD, n=5)

30

—=— 12-HETE nélkiil
—=— 1)-HETE-el6kezeléssel

Apoptézisardny (dtlag & SD)

tette a BMDI122, és 25%-rdl 16,5%-ra a kombinalt kezelés
hatésat (4. dbra).

A 12-LOX-gatlds és sugarkezelés sszefiiggésének tovab-
bi tanulmanyozdsara megvizsgaltuk a kezelések hatasat az
apoptozisszabalyozasban részt vevo fehérjék expresszidjara.
12-LOX-géatlas és a kombinalt kezelések kovetkeztében
a Bcl-2 szintje szignifikdnsan csokkent, mig az apoptozist
el6segitd Bax szintje nem véltozott lényegesen. E mellett
a survivin, egy apoptodzisinhibitor fehérje szintje nem val-
tozott a sugarkezelés hatasdra, de szignifikdnsan csokkent
a BMDI122, vagy a kombinalt BMD122 és sugarkezelés utan
(az adatokat nem mutatjuk).

A 12-LOX-gdtlds és sugdrkezelés hatdsa in vivo

Végiil, a 12-LOX-gatlas sugarérzékenyité hatasanak bizo-
nyitasara in vivo prosztatardk-xenografton végeztiink ki-
sérleteket. PC-3 sejteket (10°) SCID egerek bore ala tltet-
tiink be, majd engedtiink néni 100 mm?® méretig (16 nap).
Ezt kovetéen az egereket a 12-LOX-gatlo BMDI22-vel ke-
zeltiik intraperitonealisan (100 mg/kg) 4 napon keresztiil,
vagy a 16. napon az egereket besugaraztuk, vagy a két ke-
zelés kombindaciojat alkalmaztuk. A kisérletet a 28. napon
terminaltuk. Az adatok azt mutatjak, hogy a BMDI122-
kezelés egyediil nem befolyasolta a szubkutan PC-3 tu-
morok novekedését, mig 5 Gy egyediili dozis szignifikans
novekedéslassulast okozott a 21. és 25. napok kozott. A leg-
kifejezettebb hatds a kombindlt kezelések eredményeként

jott létre a 25. napon (5. dbra). Az adatok tehat azt mutatjak,
hogy a 12-LOX-gatlas in vivo is hatékony sugarérzékenyitd
hatassal bir.

MEGBESZELES

A prosztatardk a fejlett vilagban a leggyakrabban el6fordu-
16 daganat a férfiaknal. Az alapvetd kezelése a mtét vagy
a sugarkezelés, hormonkezeléssel vagy anélkiil. A kurativ
sugarkezelés utan azonban mintegy 30%-ban helyi kitjulas
jelentkezik, ami felveti, hogy a prosztatardkok sugdrérzé-
kenységét fokozni sziikséges (20, 21).

Az eikozanoidok, az arachidonsav metabolitjai, hatékony
lipidmediatorokként szerepelnek szamos bioldgiai folya-
matban, példdul a gyulladasban (22) vagy a daganatok ko-
ros folyamataiban (23-25). T6bb kutatas bizonyitotta, hogy
a 12-LOX és metabolitja, a 12(S)-HETE szamos teriileten
részt vesz a bioldgiai miikodések szabalyozasaban, mint pl.
sejtek tulélése, matrixadhézid (26, 27), motilitas (7), vagy az
extracellularis matrix bontdsaban részt vevé enzimek elva-
lasztasa (24). Ennek megfeleléen szamos daganatféleségben,
ahol a 12-LOX aktivitasa magas, részt vesz a daganat prog-
resszidjaban és attétképzésében (24, 28, 29). Munkacsopor-
tunk és masok is kimutattak, hogy a 12-LOX fontos szerepet

5. abra. 12-LOX-géatlé (BMD122) hatdsa a sugarzas daganatelle-
nes hatdsara PC-3 prosztatardkra in vivo xenograft modellben.
108 PC-3 sejtet liltettlink szubkutdn SCID egerekbe. A dagana-
tokat a 16. napon sugaraztuk be 5 Gy dézissal, vagy az ege-
reket ip. 100 mg/kg dézisi BMD122-vel kezeltik 4 napon ét,
illetve a két kezelés kombinacidjat alkalmaztuk. A daganatok
atmérdjét a 25. napon mértiik. A box plot a tumortérfogat atla-
gat £ SD/SE mutatja (n=5)
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tolt be a sejtciklus-szabdlyozasban. Korabbi munkdinkban
felderitettiik azokat a mechanizmusokat, amelyek segitsé-
gével a 12-LOX befolydsolja a sejtciklust. Kimutattuk, hogy
a 12-LOX gatlasa a GO-G1 fazisban a sejtciklus leallitdsa-
hoz vezet, és kovetkezményesen Bcl-2- és kaszpazfiiggd
apoptozist indukal (18). A sejtciklus és az apoptozis nagyon
fontos a kiilonbo6z6 kezelések, igy a sugarterdpia hatékony-
saga szempontjabol is (30-34). Mivel a sugarkezelésnek
kiemelked$ szerepe van a prosztatarak terdpidjaban, kii-
lonleges jelentéséggel birhat a prosztatardk sugarérzé-
kenységének novelése. A prosztatarak sugarérzékenysége
a sejtek apoptotikus képességétdl és a hypoxiatol fiigg leg-
inkabb. Kordbban kimutattak, hogy az antiapoptotikus
fehérjék (Bcl-2 és Bcl-XL, Bcl-2/BAX arany), a clusterin és
a kaszpaz-1 expresszidja Osszefiiggést mutat a sugarérzé-
kenységgel (35-37), és a Bcl-2-gatlok sugarérzékenyit6 ha-
tassal birnak (38).

A fenti eredményekre épitve azt feltételeztiik, hogy a 12-
LOX gatlasaval hatékonyan el lehet segiteni a sugdrzds
okozta sejtpusztitast. Ebben a preklinikai tanulmanyban
kimutattuk, hogy a 12-LOX szelektiv gatlasa kiillonb6z6 in-
hibitorok segitségével elGsegitette a sugarzas daganatpusz-
tité hatdsat. Mindharom prosztatarak-sejtvonalrél korab-
ban kimutattak, hogy kiilonb6z6 mértékben expresszaljak
a 12-LOX és 15LO1 enzimeket (38), melyek 12-HETE-t
hoznak létre (39). Az altalunk hasznalt sejtvonalak kozott
kiillonbség mutatkozott: mig a PC-3 és LNCaP sejtvona-
lakon a 12-LOX gétlasa szupraadditiv hatdst ért el, addig
a DU-145 vonalon csupan additivat. Erdekes, hogy mind
a hormonérzékeny, mind a hormonrezisztens sejtvonala-
kon sikeriilt sugarérzékenyitést elérni. A hormonérzékeny-
ség komoly jelent6séggel bir a prosztatarakok kezelésében,
a hormonrezisztens daganatoknak rosszabb a prognozisa
(40). A magas kockazatu lokalis prosztatarakok esetében
pedig a kurativ sugarkezelés el6tt a jelenlegi kezelési pro-
tokollok szerint 3 hénap megel6z6 hormonkezelést sziik-
séges folytatni, hogy a prosztatardksejteket érzékenyitsék
a sugdrzasra (41). A 12(S)-HETE visszaadasa felfiiggesztette
a 12-LOX-gatlas hatdsat, amikor egyediil vagy sugarkezelés-
sel egyiitt alkalmaztuk. Ezzel meggy6zden bizonyitottuk,
hogy a sugarérzékenyitd hatas a 12-LOX gatlasa ttjan jon
létre. Ezt tovabb erésiti, hogy 12-LOX-transzfektalt PC-3
sejtvonalat alkalmazva a transzfektalt sejtek szignifikansan
ellenallébbnak bizonyultak a sugdrzassal szemben. Leg-
végiil, tumorxenograft modellen is sikeriilt megerdsiteni,
hogy a 12-LOX gatlasa hatékonyan noveli a sugarkezelés
altal kivaltott valaszt prosztatarakban in vivo.

Jelen eredményeink klinikai jelent8ségét alatamasztjak
korabbi munkaink, melyek szerint a 12-LOX-expresszid
a prosztatardkok stadiumaval és differencialatlansagaval
egyenes Osszefliggést mutat (9, 28, 42). Az dltalunk vizsgalt

12-LOX-gatlas prosztatarakban

betegek 38%-aban taldltunk emelkedett 12-LOX-expressziot
a normalis szoveteikhez képest. Az emelkedett 12-LOX-
expresszié kimutatdsa fontos lehet a prosztatarakban szen-
vedd, sugarkezelésben részesiild betegek esetében, f6leg, ha
a 12-LOX-gatloval ezt a negativ hatast ki lehet kiiszobolni.

Kordbban in vitro kimutattuk, hogy alacsony dézisu
gamma-sugarzds serkenti a 12-LOX aktivitdsat és a 12(S)-
HETE szintézisét (42). B16 melanémasejtekben 0,5 Gy be-
sugarzas mar 5 perccel a kezelés utan szignifikansan emelte
a 12(S)-HETE szintjét. Az emelkedett 12(S)-HETE a B16
sejtek fokozott adhézidjat eredményezte a fibronektinhez
és fokozta a sejtek metasztazisképz6 hajlamat in vivo (42).
Ezek az adatok azt sugalljak, hogy olyan alacsony dézisu
sugarkezelés, mely 6sszevethetd a kiils6 sugarkezelés soran
adott egy frakci6 dozisaval, a 12-LOX aktivitdsanak gyors
noévekedéséhez vezethet (43). Ez a szamos adat felhivja a fi-
gyelmet a 12-LOX metabolikus aktivitasinak jelentdségére
a sejtek sugarérzékenységében.

A 12-LOX sugarérzékenyitd hatasat szabalyozé mecha-
nizmusok a Bcl-2/Bax apoptotikus utvonalon zajlanak. Egy
korabbi kozlés szerint a Bcl-2/Bax arany klinikai koriilmé-
nyek kozott prediktivnek bizonyult a prosztatarak sugarér-
zékenységére (35). Ezt mi is igy talaltuk, tovabba eredmé-
nyeink a survivin lehetséges szerepére hivjak fel a figyelmet.

Adataink alapjan a 12-LOX gatldsa igéretes mddszernek
ttnik a prosztatarak sugarérzékenyitésében. A tovabbiakban
fontos lenne klinikai kériilmények kozott is megvizsgalni
a szelektiv 12-LOX-gatlok sugarérzékenyit6 képességét.
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