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1. ROVIDITESJEGYZEK

ROVIDITES MAGYAR ANGOL
ATM ataxia telangectasia mutans ataxia telangectasia
mutated
ATR ataxia telangiectasia and Rad3-mal ataxia telangiectasia and
osszefiiggd Rad3-related
BCSC emldrdak dssejt breast cancer stem cell
BRCA emldérdkra hajlamosito gén breast cancer susceptibility
gene
BRCT BRCAL C-terminalis BRCAL C-terminal
BSA borju szérum albumin bovine serum albumine
CDK ciklin-fiiggé kindz cyclin-dependent kinase
CK citokeratin cytokeratin
COSMIC rdakra jellemzé szomatikus mutdciok Catalogue  of  Somatic
katalogusa Mutations in Cancer
CSC rdk dssejt cancer stem cell
ECM extracellularis matrix extracellular matrix
EGF epidermalis novekedeési faktor epidermal growth factor
EGFR epidermalis novekedési  faktor epidermal growth factor
receptor receptor
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bevezetés

Napjainkban a rak a masodik vezet6 halalozasi ok a vilagon. 2018-ban a WHO adatai
alapjan 9.6 milli6 ember halalat okozta, a vildgon tehat minden hatodik ember valamilyen
rakos megbetegedés kovetkeztében vesztette életét. Mig a tiidérak mindkét nemet egyarant
érint6 raktipus, mely 2018-ban tobb, mint 2 milli6 ember életét kovetelte, addig ndk esetében
az emlédaganat a leggyakrabban el6fordulé tipus [1].

Az emldrak incidenciaja évrdl évre novekszik, a sziirévizsgalatoknak és az uj célzott
terapidknak koszonhetden a mortalitas viszont csokken. A hormonterapia €s a célzott terapiak
alkalmazasa azokban az esetekben lehetséges, amelyekben az emlétumor valamilyen
specifikusan célozhaté markert expresszal, példaul 6sztrogén- és/vagy progeszteron receptort
vagy human epidermalis novekedési faktor receptor 2-t (HER2). A kialakulé emlédaganatok
egy része azonban a tripla-negativ emlérakok (TNBC) altipusaba tartozik, melyek nem
expresszalnak specifikus markereket, igy ezekben az esetekben csak hagyomdanyos
kemoterapia alkalmazhatd, amelyre azonban az esetek tobbségében a terapia soran
rezisztencia alakul ki. A TNBC tumorok egy részében tovabba olyan, DNS hibajavitd
mechanizmusokban szerepet jatszé gének mutacidja is kimutathatd, mint a BRCA.

A BRCAL és BRCA2 gének csiravonalbeli hibajahoz kothetd az 6roklédd emld- és
petefészek rak kialakulasa, a BRCA mutéciot hordozé néknél annak valdsziniisége, hogy 80
éves korukig emlédaganat alakuljon ki, 80%. A kialakulo BRCA1 deficiens
emlddaganatokra agressziv fenotipus €s rossz prognédzis jellemzd, kezelésiik soran
platinavegytiletekkel, illetve néhdny éve PARP inhibitorokkal sikerek érhetdek el, azonban
a gyogyulas esélyeit, a hagyomanyos kemoterapidhoz hasonldéan, rontja a terdpia soran
kialakul6 rezisztencia. A tumorsejtek citotoxikus szerekkel szembeni ellenalld képessége,
rezisztenciaja mogott kiilonb6zé molekuldris mechanizmusok allhatnak. A rezisztencia
mellett a rakkezelés masik nagy problémédja az attétek kialakulasa. A rdkos megbetegedések
miatt bekovetkezd haldlesetek ~90%-at attétek (metasztazisok) kialakulasa okozza.

Mind az attétképzésben és a drog rezisztenciaban jelentds folyamatok az epithelialis-

mesenchymalis (EMT) és a mesenchymalis-epithelialis atalakulas (MET) [2, 3]. Az EMT
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soran a sejtek elveszitik hamsejtekre jellemz6 tulajdonsagaikat, morfologiajuk, polaritasuk,
motilitdsuk is megvaltozik és mesenchymalis sejtekre jellemzd tulajdonsagokra tesznek szert
[4-6]. A tumorsejtek tehat szamos olyan molekularis valtozason mennek keresztiil, melyek
lehetové teszik tobbek kozott a folyamatos osztddast, a sejthalél elkeriilése révén a talélést,
illetve EMT-MET révén az attétképzéshez sziikséges invaziv fenotipus kialakitasat. Ezeknek
a molekuldris valtozdsoknak a megismeréséhez, a tumorsejtek egyedi jellemzdinek
felderitéséhez megfeleld in vitro modellek alkalmazédsa jelenti az elsé 1épést. A rak
komplexitasa miatt, a tumorok kialakuldsat, a tumorsejtek és a mikrokdrnyezet kapcsolatat,
illetve a tumor kezelésre adott valaszat azonban allatmodellek alkalmazasa révén tudjuk
vizsgalni.

Doktori munkdm soran célom egy olyan modellrendszer megalkotasa volt, amely
lehetdvée teszi a BRCAl-deficiens emlétumor tanulmanyozasat, a tumorok kialakulasanak és
a tumor-mikrokdrnyezet kapcsolatanak vizsgalatat, kiillonos tekintettel a terapia soran

kialakulo rezisztenciara.

10
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2.2. A rak

A daganatos megbetegedéseket sokszor tévesen a modern kor betegségének tekintjiik,
holott az elsé emlérakrol szol6 irasos emlék az okori Egyiptombol szarmazé Edwin Smith-
papirusz, amely idészamitasunk el6tt 3000-ben irddott [7]. A ma is hasznalatban 1évo
kifejezések szintén az Okorbol szdrmaznak, Hippokratész a rosszindulati daganatoknak a
karkinos elnevezést adta, mert azok morfologiaja rakra emlékeztették, késébb Galen, a
joindulata elvaltozasokra az onkos (duzzanat) szot hasznalta [8]. A rak kifejezést ma
altalanosan hasznalja a koznyelv a rosszindulata (malignus) daganatokra, orvosi értelemben
azonban csak a ham eredetii malignus daganatokat nevezziik karcindmanak. A daganatokat,
vagy masnéven tumorokat, szaknyelven neoplasidnak hivjuk, mely R.A. Willis, brit
onkologus definicidja alapjan, egy abnormalis szovetszaporulat, koordinalatlan ndvekedési
képeséggel, mely a kivaltd tényez6 megsziinése utan is tart [9].

A daganatokat korabban kizarolag genetikai betegségként hatdroztdk meg, vagyis
kialakuldsukat sorozatos mutaciok létrejottével magyaraztak. Ez az allitas napjainkban is
igaz, viszont kiegészitésre szorul, nem hagyhatok figyelmen kiviil ugyanis az epigenomban
bekovetkezé valtozasok sem. A tumor iniciacid és progresszid soran, olyan epigenetikai
folyamatok zajlanak le, mint példaul a DNS metilaltsaganak globalis csokkenése, illetve a
hiszton moddositasok (példaul acetilacidé csokkenése), amelyek egylittesen a nukleoszéma
atrendezddéshez jarulnak hozza, végso soron pedig tumor specifikus gének csendesitéséhez
vezetnek [10]. A genetikai és epigenetikai események tehat nem valaszthatok el egymastol,

amennyiben a rak kialakulasat vizsgaljuk.

A neoplasiat alkotd tumorsejtek kialakuldsa tobblépcsds folyamat, amely soran az
egészséges sejtek proliferacioja megvaltozik, ndvekedési kontrollja megszlinik, tumoros
sejtté transzformalodnak, epigenetikai, illetve genetikai valtozas kovetkeztében. A DNS-ben
torténd valtozasok (proto)onkogéneket, tumorszupresszor géneket érintenek.

A tumorsejtek tulajdonsdgait a 2000-ben megjelend, Hallmarks of Cancer cimi
publikacidjdban Douglas Hanahan és Robert Weinberg foglalta 6ssze, majd 2011-ben négy
tovabbi ,,fémjellel” bovitette a listat [11]. A tumorsejtek legfontosabb tulajdonsagai kozé

11
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tartozik, hogy képesek fenntartani novekedési és osztodasi képességiiket, megvaltozott
anyagcser¢jiik és az érképzOdés indukalasa révén tapanyagellatasukat biztositani tudjak,
immortalizalodnak, gyulladast indukalnak, elkeriilik a szervezet védekez6 mechanizmusait
az immunrendszer kijatszasa révén, sejthalal gatlasa pedig lehetdséget biztosit a mutaciok

felhalmozasahoz, mely végsésoron instabil genomhoz vezet.

2.3. Emlorak

Az emlOrak vilagszerte a leggyakoribb ndket érinté daganat tipus, nyolc ndbdl egynél
¢lete soran kifejlodik emlédaganat. Eurdpa orszagaiban, koztiik Magyarorszagon is a
leggyakrabban eléforduld raktipus nék korében [12], 2018-ban 8215 1 beteget
diagnosztizaltak emlérakkal a WHO adatai alapjan. Az emldrak incidencidja évrdl évre
novekszik, a szlirdvizsgalatoknak és az 0j célzott terapidknak koszonhetden a mortalitas
viszont csokken.

Az emldben kialakulé daganatok heterogenitasabol adéddan az egyes emlorak
tipusok progndzisa eltérd, igy kiilonbozoé kezelési stratégiak alkalmazasa sziikséges. A
kezelés hatékonysagat noveli a korai stddiumban vald felismerés, ekkor az otéves tulélés
lokalis €s regionalis tumor esetében 98.8% ¢€s 85.5% mig a késoi stadiumu, attétes emlérakok

esetében 27.4% [13, 14].

2.4. Emloradk kezelésének lehetoségei

Emldtumor felismerését kovetden, a daganat stadiumanak megallapitasa az elsd
1épés, mely a nyirokcsomok érintettsége €s a tavoli attét jelenléte vagy hianya alapjan
torténik, illetve meg kell hatdrozni az altipust szovettan €s molekularis patologia révén.
Emldkarcindma kezelésére tobbnyire a sebészi eltavolitast, a sugarterapiat, a kemoterapiat és
amennyiben lehetséges a hormon- €s/vagy célzott terapiat egyiittesen alkalmazzak [14-16].
A tumor sebészi tton torténd eltavolitasa ,,in situ” (0. stadium) tumorok esetében lehetséges,
amennyiben a daganat mérete és elhelyezkedése ezt lehetdvé teszi. A miitétet kdvetden a

beteg sugarkezelésben részesiil a helyi kitjulds megeldzése céljabol, illetve stadium és

12
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szovettani jellemzoktol fliggden gyodgyszeres utdkezelés is javasolt lehet [15, 16]. Szintén a
tumor mérete ¢s elhelyezkedése miatt sziikséges lehet neoadjuvans kemoterdpia, amelynek
célja a tumor méretének csokkentése a sebészi eltavolitds vagy az emldkonzervald sebészi
beavatkozas érdekében [15, 16]. Oroklédd emlédaganat esetében olyan magas a betegség
kigjulasanak az esélye, hogy az emld megtartasa nem javasolt, illetve az ellenoldali eml6
megeldzo eltavolitasat is el kell végezni [15].

Az egész testre hatd (szisztémds) gyogyszeres kezelés megvalasztasakor
legfontosabb szempontok a stadium, illetve szovettani és molekuléris patologia révén az

altipus megallapitasa.

2.5. Emlorak altipusai

A kiindulasi szovet alapjan, a kialakul6 rosszindulati daganat leggyakrabban duktélis
vagy lobularis karcindma. A duktélis karcinoma a mirigyek kivezetécsovének hamjabol, a
lobularis karcindma az emlémirigyek allomanyabol alakul ki. Attol fliggden, hogy a daganat
a kiindulasi szoveten beliil marad vagy a kérnyezd szovetekre is atterjed, megkiilonboztetiink
»iN situ”, nem-invaziv és invaziv tipusokat. Az emldrakok 72.5 %-a az Gigynevezett invaziv
duktalis karcinoma (IDC) méashogy nem osztdlyozhat6é (angolul ,,not otherwise specified”
(NOS) vagy ,,no special type” (NST)) tipusaba tartozik [13, 14].

A molekularis jellemzdk vizsgalatakor a hormonreceptorok (ER — 6sztrogén receptor,
PR- progeszteron receptor) és az epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2) jelenlétét,
illetve hianyat vizsgaljak, figyelembe véve a Ki67 proliferacios markert is. Az imént felsorolt
markerek éallapota alapjan a kovetkezd altipusokat kiilonboztetjiik meg: Luminaris A-szerli
(ER-pozitiv, HER2-negativ, Ki67 alacsony, PR magas), Luminalis B-szerlit HER2-negativ
(ER-pozitiv, HER2-negativ és/vagy Ki67 magas vagy PR alacsony), Luminalis B-szer
HERZ2-pozitiv (ER-pozitiv, HER2-pozitiv, Ki67 barmilyen, PR barmilyen), HER2-pozitiv-
szerli nem luminalis (HER2-pozitiv, ER- és PR-negativ) illetve bazalis-szeri (tripla-negativ
emldrak (TNBC): ER- és PR-negativ, HER2-negativ) [14, 16, 17]. A receptorok allapota
alapjan, az emldrak altipusok prognézisat és szisztémas kezelési lehetségeit az 1. tablazat

foglalja ossze.
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1. tablazat Emlérak altipusok eldfordulasa, prognozisa és kezelési lehetdségei [14].

HR*, HER2 HER2* (HR* vagy HR") | Tripla-negativ
Eléfordulasi 70 15-20 15
gyakorisag (%)
Prognozis
Lstadium >99 >94 >85
(5 éves tuléles)
Metasztatikus 4-5 év 5¢év 10-13 honap
(datlag teljes
tulélés)
Szisztémads kezelés | o Endokrin e Kemoterapia plusz Kemoterapia
terapia célzott HER2 terapia
o Kemoterapia | e Endokrin terapia (ha
(néhany HR" is)
beteg
esetében)

2.5.1. Novekedeési faktor receptorok és hormonreceptorok jelentosége emlorakok esetében

A novekedési faktor receptorok és a hormonreceptorok (HR) fontos szerepet
jatszanak a sejtek osztodasaban, novekedésében. Normal sejtek esetében a sejtosztdodas
szigoruan szabdlyozott folyamat, a sejtek ciklusba lépéséhez nélkiilozhetetlen a mitogén
hatést biztositd novekedési faktorok jelenléte, melyek jelatviteli titvonalak kozvetitésével
aktivaljak a ciklus beinditdsdhoz sziikséges géneket (szérumfiiggdség). A sejttipusok
tobbsége tovabba csak akkor képes osztodni, ha a sejthartya integrin molekulai
kozvetitésével kapcsolatot tudnak kialakitani az extracellularis matrix (ECM) megfeleld
komponenseivel (laminin, fibronektin). A fokalis adhézids kinaz (FAK) részt vesz az
integrin-medialt jelatviteli Gtvonalakban, de citokinek és novekedési faktorok is

crer

aktivalhatjak, 1igy overexpresszioja rakos sejtek taléléséhez, proliferacidjdhoz ¢és
a tumorsejtek szamos kiilonb6zd Utvonalon keresztill képesek fenntartani osztddasi
képességiiket: novekedési faktorokat termelnek (autokrin), a kornyezd stromasejtek
novekedési faktor termelését indukaljdk (parakrin), termelt novekedési faktorokra valnak

hiperérzékenny¢ a novekedési faktor receptorok szamanak ndvelésével, vagy a receptorok
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szerkezetében végbemend valtozdsok révén a ligandum jelenlététdl fiiggetleniil
aktivalodnak.

A novekedési faktor receptorok kozé tartozik, az ErbB receptor csalad, melynek
sz¢les korben tanulmanyozott tagja az epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2 vagy
ErbB2). A HER2 allapota emldrak esetében diagnosztikai jelentéséggel bir. Ezek, a tirozin-
kinaz aktivitassal rendelkezd transzmembran receptorok aktivalodasuk soran, a ligandum
kotést kovetden dimerizalodnak, melyet autofoszforilacié kovet, majd a foszforilaloédott
tirozinokat citoplazmatikus fehérjék ismerik fel, melyek olyan tutvonalakat aktivalnak,
HER2 esetében a leggyakrabban aktivalodo utvonalak a mitogén aktivalt protein kindz
(MAPK) tutvonal, a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K)/Akt és a protein-kinaz C (PKC)
utvonalak. Emlérédk esetében a HER2 gén amplifikécioja és/vagy fehérje thltermelddése
gyorsan novekedd, agressziv, attétképzésre hajlamos tumort eredményez. Az invaziv
emldrakok 15-20%-a HER2", melyek jellemz&en agressziv, rossz progndzisu tipusok [19].
Osztrogén és a progeszteron [17]. Az 6sztrogént megkotni képes ER fokozott expresszidja a
kialakulo emlédaganatok ~70%-ban kimutathato [17, 20], amely a HER2-h6z hasonloan
diagnosztikai szempontbdl is jelentOs, illetve a kezelési stratégia megvalasztisahoz is
tampontot nytjt. Az szteroid hormonreceptorok (ER, PR), intracellularis receptorok, melyek
inaktiv allapotban hdsokk fehérjékhez kotddnek, melyrdl a ligandum bekotését kovetden
konformaciovaltozas kovetkeztében képesek levalni, dimerizadlodni és a sejtmagba
transzlokalodni, ahol aztdn kozvetleniil vagy kozvetetten képes a célgénre hatni a célgén
Element) kotve vagy transzkripcios faktorokon keresztiil. Az ER receptornak két altipusat
ismerjiik, ERa és ERp, emlddaganatok esetében az ERP kevésbé karakterizalt. Az ERa
hatasat ciklin D1, Myc, Bcl-2 és VEGF szabalyozasan keresztiil fejti ki, jelentGs szerepet

jatszva ezzel a sejtciklus, a sejt talélése €s az érképzddés stimulalasaban [21].
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2.5.1.1. Hormon- és célzott terapia

HR™ és/vagy HER2" emlédaganatok esetében, vagyis amennyiben a tumorsejtek

valamilyen specifikus markert expresszalnak, lehetdség van a célzott terapiara.
A hormon- vagy endokrin terapia sikerességét bizonyitja, hogy az 1. stadiumt hormon-fiiggd
daganatok endokrin terapiaval torténd kezelése a betegek 5 éves tulélését 99%-a novelte [14].
ER-pozitiv mellrak kezelésére alkalmazhatd endokrin terdpia harom csoportjat
kiilonboztetjiik meg, ezek a szelektiv-Osztrogén receptor modositok (SERM), szelektiv-
Osztrogénreceptor downregulator (SERD) illetve aromatazgatlok. A leggyakrabban
alkalmazott SERM a tamoxifen, elorehaladott metasztatikus emlérak, in situ duktalis
karcindma esetében, valamint megel6z0 terapiaként is alkalmazzak sikeresen.

Annak ellenére, hogy a HER2-t expresszalo tumorok gyorsan ndvekedd, kedvezdtlen
prognozist tumoroknak szamitanak, a célzott terapia révén, anti-HER2 ellenanyagok
(trastuzumab, pertuzumab) ¢és kis molekulasulyl tirozin-kinaz inhibitorok (lapatinib,
neratinib) korai stadiumban vald alkalmazasa 90% folé emelte az Otéves talélést [14].
Magyarorszagon 2013 6ta a trastuzumab neoadjuvéns terdpia forméjaban is elérheto.
Metasztatikus emldrak esetén a betegeket antraciklin- és/vagy taxan alapu
(paclitaxel/docetaxel) kemoterdpiat kapnak trastuzumabbal kombinicidban. De novo
kialakulo trastuzumab rezisztencia esetén, a T-DM1 hatasosabb kezel6anyag, mely egy
monoklondlis antitest (trastuzumab) ¢és kis molekulatomegli vegylilet (citotoxikus
maytanzinoid szarmazék) kombinacioja [22, 23], azonban jelenleg Magyarorszagon nem
érhetd el tdmogatott formaban, helyette a lapatinib és kapecitabin kombindlt terapiat

alkalmaznak, amellyel szintén ndvelhetd a betegek teljes tilélése.

2.5.2. Tripla-negativ emlérdik

A tripla-negativ emlétumorok elnevezése, a tumorok immunhisztokémiai
jellemz6ibdl szarmazik, a hormonreceptorok (ER, PR) és a HER2 hianyara utal. A TNBC
nem egy betegség, hanem egy immunhisztokémiai allapot, kiilonb6z6 tumorokra jellemzo,
melyek bioldgiailag heterogének és a kemoterapiara adott valaszukban is eltérdek, igy

kezelésiik rendkiviil nagy kihivast jelent az orvostudomany szamara. A tripla-negativ
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eml6tumorokat sokszor tévesen a bazalis-szerli emlétumorokkal azonositjak, holott
molekularis elemzések alapjan igazolt, hogy ugyan a TNBC-k nagyrésze, 71-91%-a
rendelkezik bazalis-szerii fenotipussal, de nem minden TNBC bazalis-szerii [24]. A bazalis-
szerll elnevezés arra utal, hogy ezek a tumorok gén expresszidjukat tekintve megegyeznek a
normdl emldszovet bazalis/mioepithelialis sejtjeivel, vagyis bazalis citokeratinokat
expresszalnak (CK5/6, CK14, CK17), caveolinokat (caveolin 1 és 2), ciklin-D1-t, vimentint
és P-cadherint viszont negativak a hormonreceptorokra és HER2-re [25]. Tovabba a bazalis-
szerti eml6tumorok 65-80%-a hordoz valamilyen TP53-t érint6 mutaciot (mig a luminaris
tipusok 26%-ban, HER2-pozitiv szerii nem luminaris emlétumor tipus 50%-ban talalhato

meg a mutacio) [26, 27].

2.5.2.1. Tripla-negativ emlérdik kezelése

A tripla negativ emldérakkal diagnosztizalt betegek esetében (6sszes emlorak 15-20%-
a) [14], célzott rakellenes szerek nem alkalmazhatok [28-30]. A rosszindulatti daganatok
esetében jellemzd a magas osztdddsi rata, a kemoterapids szerek pedig ezekre a gyorsan
osztodo sejtekre hatnak. Az emldérdk kezelésére ma mar szamos, kiilonbozd szerkezetil,
hatasmechanizmust  vegyiilet all rendelkezésiinkre, a leggyakrabban alkalmazott
kemoterapids szerek az antraciklinek (doxorubicin, epirubicin) és a taxanok (paklitaxel,
docetaxel), illetve ezek kombinacidi tovabbi vegyiiletekkel, mint példaul az 5-fluorouracillal,
ciklofoszfamiddal, gemcitabinnel [14]. Neoadjuvans kemoterapia részeként, taxan és
antraciklin kezeléssel a TNBC betegek 30-50%-a esetében sikeriil teljes remissziot elérni
[31, 32].

2.5.3. BRCA1-hez kétheto oroklodo emlo- és petefészekrak

A tripla-negativ eml6rakok alcsoportjat képezik a BRCA génmutaciét hordozod
tumorok. A BRCAL, illetve BRCA2 gének csiravonal mutacidja nagy valdsziniséggel
oroklédd emld- és petefészekrak kialakulasat eredményezi. Az Osszes kialakuld daganat
mindegy 5-10%-a familiaris [33], ezek legtobbszor csaladi halmozodast mutatnak és a

sporadikus daganatokhoz képest fiatalabb korban alakulnak ki, a leggyakoribb familiéris
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daganattipusok az emlitett 6roklédé emlo- és petefészekrak és a Lynch-szindroma (6rokolt
nonpolyposis vastagbélrak) [34], ritka, de tobbszordés daganatokra prediszponald betegség a
Li-Fraumeni-szindroma, melyet a TP53 gén csiravonalbeli mutacidja okoz [35].

A BRCAL gént (breast cancer susceptibility gene 1) Mary-Claire King fedezte fel, az
6rokl6do emlo- és petefészekrakkal valod dsszefiiggést 1994-ben publikaltak [36]. A BRCA1
¢s BRCA2 gének autoszomadlis domindns 6roklddést mutatnak, vagyis az utddoknak 50%
es¢lye lesz a mutacio hordozéasara, és mivel a hibas gént nem csak anyai, de apai agon is
orokolhetik, anélkiil hordozhatjak azt, hogy korabban anyai dgon kialakult volna eml6- vagy
petefészek rak a csaladban [34]. A BRCA1l génhibat hordozok esetében, annak a
valoszintisége, hogy 80 éves korukig emlérak alakuljon ki 60-80%, petefészek rak
kialakulasara pedig ~40% az esély [37], illetve nagyobb a kockazata egyéb daganat tipusok
kialakulasanak is, mint a vastagbélrak, hasnyalmirigy rak [38] és a gyomorrak [39]. Mivel a
BRCAL gén homozig6ta delécidja mar embiondlis korban letalis, human betegek esetében a
mutaciok csak az egyik allélt érintik [40]. A daganatképz6dés soran azonban a vad tipusu
allél sériil, igy emld- és petefészekrak alakul ki. Arra egyeldre nincs magyarazat, hogy miért
ezeket a szerveket érinti a betegség, egyes elméletek szerint a pubertaskori talzott dsztrogén
termel6dés hatasara fokozott sejtosztdodas biztosithat lehetéséget a  mutaciok
felszaporodasara [41]. A BRCAL gén szomatikus mutacidja ritka, de a sporadikus TNBC
betegek esetében 40% a BRCAL mutéciot hordozok aranya [42]. A mutacidkon tdl, a
sporadikus TNBC 30%-ban a BRCA1 funkcio valtozasa mutathat6 ki, a BRCA1 mRNS vagy
diszfunkcio, amely a BRCA1 mutaciét hordozo sejtekéhez hasonld fenotipust eredményez
sporadikus tumorok esetében, az ugynevezett ,,BRCAness” jelensége. A BRCA mutéciot

hordoz6 daganatok 90%-a TNBC koz¢ tartozik.

2.5.3.1. A BRCAI legfontosabb funkcioi

Kettds szalu DNS torés vagy a replikdcios villa blokkja esetén a hiba felismerését
szenzor fehérjek végzik, melyek mediatorokon keresztil a DNS hibajavitasat, vagy

apoptozist indukalnak. Legfontosabb medidtorok kozé tartozik a BRCA1. A BRCAI1-
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ABRAXAS-RAP80 komplex a DNS kérosodas helyén az ubikvitinilalt hisztonokhoz
kapcsolodni, melynek feltétele, a H2AX, mediator of DNA damage checkpoint protein 1 és
a RING finger protein 8 fehérjék foszforilacidja [43]. A BRCA1 ubikvitinalja a CtIP fehérjét,
majd az MRN komplexszel egyiittmiikodve CtIP medialta szalvisszafejtés révén aktivalja a
HR-t [44].

A BRCALI fehérje feladatai kozé tartozik a sejtciklus ellendrzépontjainak megfeleld
miikddése. A DNS kérosodast kovetden, a BRCA1-BARDI heterodimer sziikséges ahhoz,
hogy a sejtciklus G1/S fazisban torténd felfiiggesztése megtorténjen (ATM foszforilacioja
aktivalja a p53-t, ami a p21 - CDK inhibitor - expresszidjat serkenti) [45], részt vesz tovabba
a G2/M fazis szabalyozasaban a CHK 1 kinaz aktivalasa révén [46].

BRCALI feladata a kettds szala DNS torések kijavitdsa homoldg rekombinacio (HR)
révén, a sejtciklus megallitasa, kdzvetetten apoptdzis indukalasa €és a kromatin atrendezddés

révén a transzkripcio befolyasolasa, a genom integritasanak fenntartasa (1. dbra).

DNS karosodas

DNS hibajavitas

Kromatin atrendezédés

E3 ubikvitin ligaz aktivitds —

Sejtciklus szabalyozas, apoptozis proteaszémalis lebontds

1. abra A BRCA1 f6bb funkcidinak dttekintése. A BRCAI részt vesz a DNS hibajavitasban,
E3 ubikvitin ligaz aktivitasa révén a proteaszomdlis lebontasban, szerepe van a sejtciklus
szabalyozasaban, az apoptozisban és kozvetett modon szabalyozza a transzkripciot, kromatin
dtrendezddés révén. (Sharma, B. és munkatdrsai, 2018, nyomdn) [47].
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2.5.3.2. Hibajavitas, instabil genom, a sejtciklus szabdalyozasa

DNS hibajavité mechanizmusaiban szerepet jatszé gének, mint az imént bemutatott
BRCAL gén, mutacidja révén a genom instabilla valasa az egyik legfontosabb esemény [17].
A genomi instabilitds a mutaciok felhalmozddasanak kovetkezménye. A daganatok
kialakuldsédhoz kozvetleniil hozzajarulé mutdciokat driver mutdcidnak nevezziik, az érintett
géneket pedig driver géneknek. A driver mutaciok révén a tumorsejtek szelekcids elonyre
tesznek szert, mely lehet az osztddasi képesség fenntartasa, vagy a tulélés az apoptotikus
jelek elkeriilése révén. Emlorak esetében a leggyakoribb driver mutéaciok a kovetkezok:
TP53, PIK3CA, MAP3K1, GATA3, CDH1, BRCA1, PTEN, PIK3R1, AKT1, ¢és RB [48].
Azokat a mutacidkat, melyek nem nyujtanak szelekcids elényt a daganatsejtek szdmara,
jarulékos (passanger) mutacidknak nevezziik, ezek altalaban nagy szdmban fordulnak el6 a
tumorsejtekben. A DNS hibajavitdé mechanizmusaiban szerepet jatszo fehérjék génjeit érintd
mutédciok hozzajarulnak a genom integritdsanak felbomldsahoz. DNS karosodas esetén a
sejtben valasz Utvonalak aktivalddnak, melyek a kdvetkezdk: bazisexcizios repair, mismatch
repair, nukleotid excizidos repair (NER), homoldg rekombinacio (HR), nem-homolog
végegyesités (NHEJ) [49]. A dupla szali DNS torések esetén nem all rendelkezésre egy
templatként szolgalo szal, aminek alapjan elvégezhetd a korrekcid. A két szali DNS torések
javitasa leghatékonyabban a HR révén torténik, mely sordan a DNS adott szakaszan 1évo torés
kijavitasahoz a testvérkromatida szolgal templatként, igy ez a mechanizmus hibamentes
reparaciot tesz lehetévé [49]. Azokban a sejtekben, amelyekben a HR nem mikddik
megfeleléen, példaul BRCA gének deficiencidja miatt, a NHEJ utvonalon keresztiil torténik
a javitas. A NHEJ sorén a tort végek templat nélkiil keriilnek osszeillesztésre, éppen ezért ez
az utvonal kevésbé pontos, hibakra hajlamos, ami Gjabb mutaciok kialakuldsat okozhatja
[49]. Amennyiben a hibajavitas nem lehetséges, apoptozis indukalodik. A sejtciklus szigora
szabalyozasaért, a hibajavitas vagy az apoptozis indukaldsaért tobbek kozott a p53 fehérje
felel. A BRCAl-mutaciot hordozo tumorokban legtobbszor a pS3 mutaciodja is kimutathato

[50, 51], feltételezhetd, hogy a p53 inaktivacidja hozzajarul a karcinogenezishez.
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2.5.3.3. P53 szerepe

A TP53 gén a p53 tumorszuppresszor fehérjét kodolja, mely a sejtciklus szigoru
szabalyozasaban vesz részt, gatolja a korlatlan novekedést és osztodast, jelatviteli itvonalait
érintd valtozasok tehat folyamatos proliferacidhoz vezethetnek.

Normal koriilmények kozott a pS3 szintje alacsony a sejtben, koszonhetden a p53
proteaszomalis lebontasanak, melyet az MDM2 RING-finger tipust E3 ubikvitin protein
ligaz kozvetit [52]. DNS sériilése esetén a p53 aktivalodik poszttranszlaciés modositasok
révén ¢€s a sejtmagban akkumulélodik, transzaktivacio révén pedig olyan cél géneket aktival,
melyek a sejtciklus megallitdsdhoz, hibajavitdshoz (p21 aktivalas révén) és/vagy

apoptozishoz vezetnek [53, 54]. (2. dbra).

lonizalod sugarzas,
kémiai anyagok

¢ APOPTOZIS
- @~
Ketids szalit DNS 1orés

|

—« -~ @7

UV-sugarzas, SlfJ'l‘ClKLUS
replikacids blokk FELFUGGESZTESE,
HIBAJAVITAS

2. abra A p53 aktivalasa és funkcioi. Kettos szalu DNS torés, illetve replikacios blokk esetén
az ATR és ATM kinaz aktivalodnak. Az ATM yH2AX hiszton foszforilacioja mellet a CHK?2
kinazt aktivalja. ATR, ATM és CHK2 a p53 N-termindlisanak foszforilacioja réven p53
MDM2-r6l valo levalasat idezi elo, igy p53 felszabadul, a karosodas meértéketol fiiggoen a
sejtciklus felfiiggesztését, a hibajavitast vagy apoptozist indukal. (Weber, A. M. és
munkatarsai, 2014, nyoman)[55]
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2.5.3.4. BRCAI mutdciot hordozo betegek terapids lehetoségei
A BRCA1 mutacié kovetkeztében kialakulé emlddaganatok leggyakrabban tripla-

negativ emlérakok kozé sorolhatok, vagyis nem expresszalnak se hormonreceptorokat, se
novekedési faktor receptort, molekuldris markereik alapjan a bazalis-szeri emlérakok
csoportjaba tartoznak, agressziv, rossz progndzisu tumorok [25]. BRCAL mutaciot hordozo
TNBC betegek esetében a taxanokra, melyek a mikrotubulus gatlasan keresztiil indukaljak a
sejthalalt, rezisztencia alakul ki [56-58], mely 0sszefiiggésbe hozhaté a BRCAI
proapoptotikus funkcidjaval, vagyis annak hianyaban nem aktivalodik a mitotikus orso
ellenérz6 pont a sejtciklus soran, igy nem all le a sejtosztodas [57]. Esetiikben tehat a taxan
alapu kemoterdpia nem alkalmazhato. A BRCA1 hibat hordozé sejtekre jellemzd, sériilt
hibajavitdo mechanizmusok révén a kettds szalu torések nem javitodnak ki, igy alkalmazhatok
olyan vegyiiletek, amelyek a DNS szalai kdzott hoznak 1étre keresztkotéseket, ilyenek a
platinavegyiiletek. A platinavegyiiletek neoadjuvans kemoterdpia részeként alkalmazva
hatasosnak bizonyult hibas BRCAl-gyel rendelkez6 TNBC betegek esetében [59, 60]
ciszplatin monoterapiaval 60% feletti teljes patologiai remissziot sikertil elérni [61].

A BRCA fehérjékkel ellentétben a PARP enzimek az egyszalu DNS-torések javitasat
végzik a bazisexcizids repair mechanizmus aktivalasa révén. PARP inhibitorokkal kezelve a
BRCA1 mutéciot hordoz6 tumorsejteket, szintetikus letalitas idézhetd eld, mely a tumorsejtek
pusztulasahoz vezet. 2018 6ta a BRCALl mutaciot hordozd daganatos betegek PARP
inhibitorokkal (olaparib, talazoparib) vald kezelésére is lehetdség nyilt az els6vonala

szisztémas kezelést kovetden [62-65].

2.6. Rezisztencia

A rakellenes szerek klinikumban torténd alkalmazisa jelentésen javitotta a
betegségmentes tulélést és a betegek életmindségét, azonban a kezdeti kedvezd hatast sok
esetben visszaesés és a betegség kiujulasa koveti, melynek oka a kialakul6 drog rezisztencia.
Tobb raktipus esetében, mint a veserak, a hepatocellularis karcinoma és a rosszindulatl
melandma, a rezisztencia mar a kezelést megeldzden jelen van, ekkor tigynevezett intrinsic

vagy elsédleges rezisztenciardl beszélink [66]. A terapias kezelés hatasara kialakuld
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rezisztencia szerzett rezisztencia (acquired resistance). A rezisztencia kialakulasanak
hatterében szdmos kiilonb6zé mechanizmus allhat, csokkenhet a kemoterapias szer vagy
drog felvételének a hatékonysaga vagy megemelkedhet a sejtek efflux tevékenysége, ezaltal
csokken az aktiv hatoanyag sejten beliili koncentracioja, aktivalodhat a méregtelenitd
rendszer, beindulhatnak DNS javité mechanizmusok illetve a drog altal indukalt apoptotikus
sejthalal is kikertilhetdvé valhat [67].

A tumorsejtek drogszenzitivitdsanak kis mértékii valtozasa is rezisztencia
kialakulasat eredményezheti, ugyanakkor a kemoterapia soran alkalmazott rakellenes szerek
dozisanak emelése sok esetben a stulyos mellékhatdsok miatt nem lehetséges. A
mellékhatasok csokkentése és a hatékonysag novelése azonban nem csak uj gydgyszerek
fejlesztése révén érhetd el, hanem a klinikumban mar alkalmazott vegyiiletek
,becsomagolasa”, formulacidja is lehetdvé teszi ezt. A liposzomalis formulacid segitségével
a kialakuld6 mellékhatasok mértéke €s mennyisége csokkenthetd, jobb farmakokinetikai
hatasok érheték el [68]. Azonban az intravénas beadast kdvetden a liposzomakat a
mononuklearis fagocita-rendszer felismeri, a liposzoma felszinéhez kotott molekulak (pl.:
polietilén-glikol (PEG)) révén azonban tn. lopakodo liposzomak hozhatok 1étre, melyek a
keringési idejiik megnyujtasaval jelentésen megndvelik a terapia eredményességét [69]. A
doxorubicin egy széleskorben alkalmazott kemoterapias szer, szamos raktipus esetében
alkalmazhat6d, azonban stlyos, limitalé mellékhatasai vannak. A doxorubicin formulalt
valtozata a pegilalt liposzomalis doxorubicin (PLD vagy Doxil®/Caelyx®) kiilonb6z6
tumortipusoknal hatékonynak bizonyult [70], jelenleg petefészek daganatok kezelésére
hasznaljak, rezisztencidra kutatasban azonban nem vizsgaltak.

A hormonterapia ¢€s a célzott terapia sikere annak kdszonhetd, hogy a tumorsejtekre
specifikusak, illetve az egészséges szovetek szamara is kevésbé karos anyagokat
tartalmaznak, azonban a rezisztencia kialakulasa még ezekben az esetekben is problémat
jelent. Tamoxifen kezelés hatasara az emlékarcinomak 20-30%-ban kialakul a rezisztencia
[71], a kialakuld rezisztenciat okozhatja tobbek kozott az ER jelatviteli utvonalaban
bekovetkezd valtozdsok, ER novekedési faktor receptor kozotti ,,crosstalk”, ER

downregulacioja, PI3/AKT/mTOR tutvonal aktivacidja [72].
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Trastuzumab rezisztencia kialakuldsanak hatterében is tobb kiillonb6z6 mechanizmus
allhat, példaul mutacio kovetkeztében a HER2 tirozin-kinaz doménban, a HER2 csonkolt
izoformaja jon létre (p9SHER2) melyet nem ismer fel az antitest, ugyanakkor a receptor
dimerizaciora képes, igy tovabbra is képes a foszforilaciés kaszkad beinditasara [73].
Apoptotikus utvonalak valtozasa szintén rezisztencidhoz vezethet, genom és fehérje szinti
vizsgalatok soran kimutattak, hogy trastuzumab rezisztens sejtekben a TRAIL receptorrdl
indul6 utvonal gatlas alatt all [74]. Tovabbi mechanizmusok lehetnek a génamplifikacio, a
ErbB receptor csalad masik tagjanak emelkedett expresszidja (HER3), alternativ utvonalak
aktivalddasa is.

A terapia rezisztencia kutatasa sordn ugyanakkor egyre nagyobb figyelmet kap a
tumor Gssejtek vizsgalata, az epithelialis-mesenchymalis atalakulas, illetve a tumoron beliili
heterogenitds és a mikrokodrnyezet szerepe is. In vitro rendszereken és betegmintdkon végzett
vizsgélatok alapjan, leginkdbb terapiara adott vélasz révén kialakult génexpresszids
mintazatok elemzésével, a terapia soran kialakuld rezisztencia és az EMT 0Osszefiiggését
sikeriilt igazolni [75]. Az ennek hatterében meghtiz6d6 mechanizmust szamos 6sszefoglalo
kozlemény targyalja [75-77], melyek lényege, hogy az ,,EMT sejtek” a legtobb rakellenes
gyogyszer altal kivaltott apoptozist el tudjak keriilni, képesek a drogok toxikus hatésat
semlegesiteni, illetve olyan molekuldkat expresszalnak, amelyek lehetévé teszik az

immunrendszer tamadasanak elkertilését [3].

2.6.1. Epithelialis-mesenchymalis dtalakulds (EMT)

Cellularis plaszticitas példaja az EMT folyamata, mely sordan az epithelialis sejtek
polaritasa megvaltozik, elveszitik kapcsolatukat a bazalis membrannal és a szomszédos
sejtekkel, sejtvazuk atszervezddik, melynek kovetkeztében mesenchymalis sejtekre jellemz6
tulajdonsagokra tesznek szert, mint a migraci6 képessége (3. dbra). Mesenchymalis-
epithelialis atalakulds az EMT forditottja. MET sordan a mesenchymalis sejtek hamsejtekre
jellemz6 tulajdonsagokra tesznek szert, melynek az egyedfejlodés mellett az attétképzésben,

a mikrometasztdzisok kialakuldsakor van szerepe.
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3. abra Az EMT dsszefoglalo illusztracioja. Az epithelialis (kék) és mesenchymalis (piros)
sejtek fobb jellemzoi és az EMT sordn bekovetkezé morfologiai és molekularis valtozdsok
bemutatdasa. ZO - zonula occludens (szoros kapcsolat), ZA — zonula adherens (adherens
kapcsolat), GJ — gap junction (rés kapcsolat), D — dezmoszoma, HD — hemidezmoszoma.
(Lamouille, S. és munkatarsai, 2014 nyoman) [78].

Els6ként Elizabeth D. Hay irta le az EMT folyamatat [79, 80] csirkeembrid
morfogenezisének vizsgalata soran. Az EMT legfontosabb eseményei az epithelialis sejtek
polaritdsanak valtozasa, a sejtkapcsolatok (zonula occludens, zonula adherens, desmosoma,
nexus, hemidesmosoma) felbomlasa és a citoszkeleton atrendezédése [4, 6, 78] . A sejtek
polaritasanak kialakitdsdban harom komplex jatszik szerepet, a PAR komplex az apikalis
polaritas kialakitasaért felel [81], apikalis lokalizaciojat a CRB komplex segiti el6, mig a
SCRIB komplex a hamsejtek bazolaterdlis részén helyezkedik el, a bazalis membran
identitasat hatarozza meg [82, 83].

A sejtek aktin citoszkeletaris rendszere dinamikus struktira, amelyre jellemzé a
folyamatosan atrendezddés. Az egyedi sejtek mozgasdhoz is az aktin halozat dinamikus
szervezOddésére van sziikség, mely révén lamellipodium, filopodium és az invadopodium jon
létre [84, 85]. A RhoGTPazok (Rho family small guanosine triphosphatases) fontos szerepet

jatszanak az invazo és a migracié folyamataiban, vagyis az EMT-ben is: RhoA aktin stressz
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szalak formalodasat indukalja, szabalyozza a citoszkeletaris valtozasokat, melyek a sejt-Sejt,
sejt-matrix kapcsolatokra hatnak, a Racl a lammelipodium kialakulasaban és a membran
fodrok kialakulasaban vesznek részt, Cdc42 a filopodium formaldédasban jatszik szerepet [84,
85].

A malignus transzformacio és az attétképzes egyik legfontosabb 1€pése a sejtkapcsold
struktarak felbomldsa. A hamsejtek alaphartydhoz rogzitése a hemidezmoszémak révén
torténik, mig a sejt-sejt kapcsolatokat szamos sejtkapcsold struktira biztositja. A zonula
occludenst (tight juction, szoros kapcsolat) a sejtek apikalis részén korbefutd képlet,
funkcidja a hamsejtek mechanikai Gsszetartéasa, illetve barrier, gatolja az intercellularis térben
torténd anyag kicseréldédést [86]. A zonula adherens vagy adherens kapcsolat szintén a
hamsejt apikalis részén, dvszerlien korbefuto struktira, amit a cadherin molekulék alkotnak.
Intracellularis résziik a-, B- és y-cateninen, vinculinon, a-actininen, esetenként placoglobinon
keresztiil a sejt aktin vazahoz rogziil. Az adhézids 6v nem csak a sejtek statikus rogzitését,
hanem a hozza kapcsolodd aktin vaz elemeinek 6sszehuzodasa a sejtalak megvaltozasat is
szolgalja [87]. Az adhézios Gvet alkotd cadherin molekulak részt vesznek a dezmoszomak
kialakitasaban is (intermedier filamentumokhoz (citokeratinok) kapcsolodnak) [88], fontos
szerepet jatszanak tehat a sejtkapcsolo struktirak kialakitdsaban €és azok felbomlasaban is.

A Klasszikus cadherinek k6zé tartozd E-cadherin szerepét karcindmakban igazoltak
[89, 90], ahogy azt is, hogy az E-cadherin expresszid csokkenése és az attétképzés
Osszefiiggésbe hozhat6 [91, 92]. A ,,cadherin-switch” kifejezés arra a valtasra utal, amely
EMT soran kovetkezik be a sejtekben, mikoris az E-cadherin expresszi6 csokkenését az N-
cadherin upregulacioja koveti [93, 94]. Az E-cadherin transzkripcid szintli szabalyozasa
szamos transzkripcids faktor altal szabalyozott, a leginkdbb tanulmanyozott a SNAILI1, a
SNAIL2 (SLUG), a ZEB1 (8EF1), ZEB2 (Sipl), and TWIST [4, 6, 78]. Ezeknek a
represszoroknak az expresszioja szdmos jelatviteli utvonalon keresztiil megtorténhet: TGF,
MAPK, Wnt, Notch, JAK/STAT [4, 6, 78].

Az E-cadherin funkcidjanak sériilése a sejtkapcsolatok meggyengiiléséhez vezet,
melynek kovetkeztében B-catenin szabadul fel, addig kotott formajabol, és a sejtmagban

olyan transzkripcios faktorokat aktival, amelyek a Wnt jelatviteli itvonalon keresztiil a sejtek

crer
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faktorokrol induld utvonalak eredménye lehet, mely egyidében a matrix metalloproteazok

A 1990-es évek elején kidertilt, hogy az E-cadherin expresszio csokkenése révén, az
EMT 06sszefliggésbe hozhaté az attétképzéssel [96] majd kevesebb, mint 10 évvel késébb ezt
megerdsitette, hogy sikertilt kimutatni karcinéma sejtekben SNAIL hataséara torténé EMT-t
[97]. Mara szamos publikacio tamasztja ezt ala [93, 98, 99]. Lokalis invazio soran EMT révén
a tumorsejtek képessé valnak arra, hogy a tumorfészekbdl kivaljanak, sejtadhézio csokkenése
révén, a bazalis membrant atlépve, a stroma folyamatos bontasaval migraljanak a nyirokerek,
kapillarisok felé, amelyekbe bejutva aztan tavoli szervekhez, szovetekhez képesek eljutni
(metasztazis). A metasztazis létrehozasanak képessége az, amely a tumorokat igazan
halalossa teszi, mi sem bizonyitja ezt jobban, mint a tény, hogy a rakos megbetegedések altali

halalesetek 90%-at az attétek kialakulasa okozza [100, 101].

2.6.1.2. Az EMT atmeneti dllapota

Mig az EMT-vel foglalkozé korai tanulmanyok epithelialis és mesenchymalis
végallapotokat kiilonboztettek meg, az elmult években napvildgot latott modern elképzelés
szerint, 1étezik egy ugynevezett &tmeneti vagy hibrid allapot (E/M). Az E/M hibrid sejtek
egyszerre rendelkeznek hamsejtekre jellemz6 markerekkel, mint az E-cadherin, ugyanakkor
a sejtkapcsolataik mar fellazultak, igy motilitasuk és invazios képességiik megemelkedett [6,
102], vagyis olyan sejtek, amelyek kollektiv migraciora képesek, Ossejt-jellemzokkel
rendelkeznek, hibrid &llapotnak koszonhetden konnyebben alkalmazkodnak a valtozo
kornyezethez, ezaltal pedig nem csak az attétképzésben, de a rezisztencidban is jelentds
szerepiik lehet [103]. Tobb kiilonb6zo raktipus esetében, sikeriilt kimutatni a hibrid allapot
jelenlétét, emldrak esetében hibrid allapot markereként azonositottak az integrin-4 fehérjét,
amelynek szintje TNBC sejtvonalakon kemoterdpidaval torténd kezelést kovetden
megemelkedett és agressziv fenotipussal tarsult [104]. Szintén a hibrid allapotot igazolja az
E-cadherin és a vimentin ko-expresszidja, melyet emlorak esetében Osszefiiggésbe tudtak

hozni megemelkedett migracids €s invazios képeséggel, valamint agressziv fenotipussal
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[105]. Az E/M hibrid allapot vizsgalata és megértése tehat sziikségessé valik a rezisztenciaval

szembeni harchan.

2.6.2. A tumor mikrokérnyezete

A tumor mikrokornyezetének jelentés szerepe van a tumor progresszidban,
invazidban ¢és az attétképzésben is, az utdbbi tiz évben megjelend tanulmanyok pedig
bebizonyitottak, hogy a kezelés eredményességét is befolyasolja [106-108]. A tumor
mikrokornyezetét vagy mas néven stromajat heterogén sejtpopulacio alkotja, fibroblasztok
¢s mas mesenchymalis sejtek (kornyezo szovetekbol, csontveldbol) mellett immunsejtek, és
endothel sejtek vesznek részt a kialakitdsaban (4. dbra). A tumor és a stroma kapcsolata
kolesonods, a tumorsejtek szdmos olyan faktort termelnek (PDGF, TGF-B1, bFGF, CTGF,
VEGF) melyek hatasara a fibroblasztok tumor-asszocialt fibrobalsztokként segitik a
termelése révén [109, 110]. Emellett a tumorsejtek immunsejteket gyijtenek maguk koré
citokinek, kemokinek révén, melyek az immunrendszer kikeriilésében segitik a

tumorsejteket.
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4. dbra A tumor mikrokiornyezetének sematikus abrazolasa. MSC — mesenchymalis Ossejt,
ECM — extracellularis matrix, GF — névekedési faktor, MMP — matrix metalloproteaz, PDGF
— podocita novekedési faktor, VEGF — vaszkularis endotél ndvekedési faktor, IL-interleukin,
EMT- epithelialis-mesenchymalis dtalakulas. (Son, B. és munkatdrsai, 2017. nyomdn) [109].

A tumor mikrokdrnyezetének jelentés szerepe van az attétképzésben. Stephan Paget
nevehez flizédik a ,,seed and soil” hipotézist, mely szerint az attét kialakulasdnak helye nem
random, azaz a kiilonb6z6 sejtek (seed) kiilonbozd affinitdssal adnak attétet a kiillonb6zo
célszervekben (soil) [111]. Az elméletet éveken at tévesnek gondoltak, mondvan csupan
anatomiai alapon megmagyarazhat6 az attétek kialakulasanak helye. Végiil Hart és Filder
igazolta Paget elméletét [112]. Az Ggynevezett premetasztatikus niche-t ugy lehet definialni,
mint egy, a tumorsejteket tamogato és befogado kdrnyezetet [113]. A premetasztatikus niche
kialakitasa soran a tumorsejtek mieloid sejteket gylijtenek maguk koré, kemokinek révén,
melyek segitik a primer tumorsejteket az immunrendszer kikeriilésében, illetve a célszervben
a masodlagos tumor kialakitasat is tamogatjak [114, 115]. Az attétképzés helyének
elokészitésében a stroma sejtek atprogramozasa is jelentds folyamat, mely sordn tobbek

kozott a fibroblasztok matrix metalloproteaz (MMP) expresszidja megemelkedik [116].
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A rezisztencia kialakuldsdnak hatterében szdmos mechanizmus allhat, jelentOs
szerepet jatszhatnak a tumor és a tumor mikrokdrnyezet kolcsonhatasai, illetve az olyan
komplex folyamatok, mint az EMT, tovabba az attétképzés és a rezisztencia kapcsolata is
iIsmert. A kezelés soran fellépd terapia rezisztencia mellett, a sikeres kezelés esélyeit rontja,
amennyiben megfeleld target hidnyaban célzott terdpia nem alkalmazhatd, ilyen a BRCA1-
hidnyos tripla-negativ emlétumorok esete. A BRCAl-negativ emlétumorok kezelése soran
kialakulé  rezisztencia tovabbi  tanulmadnyozdsdhoz  sziikség van  megfeleld

modellrendszerekre.

2.7. Preklinikai modellek a rakkutatasban

A tumorsejtek egyedi jellemzdinek felderitéséhez az elsé 1épést még mindig az in
vitro modellek alkalmazasa jelenti, hiszen ezek lehetdséget biztositanak az olyan Osszetett
folyamatok 1épésrél-lépésre torténé megértésére, mint az epithelialis-mesenchymalis
atalakulds, amely, ahogy lathattuk, nem csak az attétképzésben, de a terdpia sikerteleségéhez
vezetd rezisztencidban is szerepet jatszhat. A rdk azonban Gsszetett betegség, ahhoz, hogy
teljes képet kaphassunk rola, illetve megfeleld terapids szereket tudjunk fejleszteni, a
tumorsejtek egyedi tulajdonsagain til vizsgalnunk kell a tumor egészét, a tumor és a
mikrokdrnyezet kapcsolatdt, az immunrendszer reakcidit melyre az allatmodellek

biztositanak megfeleld platformot.

Az éllatmodellek koziil a rakkutatds leggyakrabban transzplantaciés modelleket
alkalmaz, megkiilonboztetiink szingenikus, allograft, xenograft modelleket. Szingenikus
transzplantaciés modell esetében a graftot, vagyis az atiiltetni kivant tumordarabot vagy
tumorsejteket, azzal megegyezd genetikai hatter(i, beltenyésztett allatba (hostba) iiltetik
vissza. A modell hatranya a genetikai komplexitas hianya. Allograft esetében a graft és a host
ugyanabbdl a fajbol szarmazik, de genetikailag nem identikusak. Xenograft modellekben a
graft és a host kiilonboz6 fajbol szarmazik, igy a graftot immunhianyos egérbe tiltetik vissza

elkeriilve ezzel az immunreakciot. Az immunrendszer hidnya mellett a xenograft modellek
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hatranya tovabba, hogy a tumorsejtek tenyésztése soran elveszik a primer tumor
heterogenitasa. A xenograftok egy tjabb valtozata a patient-derived xenograft (PDX), ez
esetben a human betegbdl szarmazd tumordarab a kisérleti allatba keriil betiltetésre, az in
vitro sejttenyésztési szakasz kihagyasaval, majd a kialakuldé tumor allatrél allatra tovabb
olthat6. A PDX modell nagy elénye, hogy megérzi az eredeti tumor felépitését,
heterogenitasat, hisztopatologiai tulajdonsagait, ugyanakkor esetleges 1 kezeléanyagok
tesztelése soran a tumor reakcidja azonnal kovethetd (bor ala iiltetett tumor esetében
egyszerlien mérhetd), lehetévé téve a személyre szabott terapiat [117]. Emlétumorok
esetében PDX modellek hasznalata révén sikeriilt bizonyitani példdul a PARP inhibitorok
kedvez6 hatasat TNBC-ben [118, 119].

A kisérleti allatok megvalasztdsakor leggyakrabban kisemlds fajok keriilnek
kivélasztasra. Az egyik leggyakrabban alkalmazott kisérleti allat a mai napig a laboratdriumi

egér. A preklinikai egérmodellek altalanos jellemzését az 2. tablazat foglalja dssze.

2. tablazat Preklinikai dllatmodellek a rakkutatdsban [120-122].
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2.7.1. Genetikailag modositott egérmodellek (GEMM)

A genetikailag modositott allatok révén lehetdségilink nyilt a gének miikodésének
megértésére. Napjainkban a human betegségek modellezésére széles korben alkalmazott
genetikailag modositott egérmodellekben a tumor kialakulasa az elsé 1épésektdl, a tumor
progresszion at kovethetd, vizsgalhatok tovabba a tumor-stroma kolcsonhatasok az allat
immunrendszerének barmilyen szintli modositasa nélkill, vagyis immunvalasz
tanulmanyozasara is lehetdségiink nyilik, amellett, hogy a tumor mikroevolacidjarol is
kozelebbi képet kaphatunk [120, 122]. A GEMM-ben a human tumorokat molekularis és
hisztopatologiai tulajdonsagaikban is megismétld tumorok fejlodnek, melyek haszndlataval,
a tumorellenes szerek tesztelése soran, nem csak a tumorsejtekre de a tumor
mikrokdrnyezetére €s az egész szervezetre gyakorolt hatdsainak megismeréséhez kozelebb
juthatunk, ezaltal javitva a klinikai vizsgéalatokban is jol teljesitd potencidlis antitumor
vegyliletek aranyan.

A génkiiitott vagy knockout (KO) allatok 1étrehozasa lehetové tette ez egyes gének
arnyaltabb képet kaphatunk. Azoknak a géneknek a tanulmanyozasat, amelyek kilitése a
fejlédés korai stadiumaban letalis, a feltételes vagy kondicionalis génkiiités teszi lehetdve,
mely révén egy adott gént id6 — vagy szdvetspecifikusan tudunk kiiitni. A kondicionalis
kititéshez a Cre-lox rendszert alkalmazhatjuk, mely a Cre rekombinaz enzim helyspecifikus,
ugynevezett loxP helyeken torténd hasitdsdn alapul. Szovetspecifikus génhidnnyal
rendelkezé egerek létrehozdsdhoz, a Cre rekombinazt szdvetspecifikusan expresszalo

egereket és a DNS megfeleld helyein loxP szekvencidkat hordozo egereket kereszteziink.

2.7.1.1. BRCAI vizsgalatara alkalmas egérmodell
Korabban lathattuk a BRCAT jelentdségét a sejt normal mitkodésének megdrzésében,
a BRCAL génben torténd valtozas rossz prognozist daganatok kialakuldsdhoz vezet, melyek
ellen nincs igazén hatékony kezelési eljaras, ezért tovabbra is sziikség van a BRCA1 gén

vizsgalatara.
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A Brcal emld fejlédésében és a tumorképzddésben betoltott szerepének a
vizsgalatara mar tobb mint 20 tavoli mutacid vizsgalata lehetséges genetikailag modositott
egerek révén [123]. Mivel a BRCAL csiravonalbeli hianya az embriogenezis soran letalisnak
bizonyult, heterozigota formaban pedig nem okozza tumorok kialakulasat, igy a Brcal
GEMM létrehozésahoz kondicionalis génkiiités bizonyult megfeleld eszkoznek, mely a Cre
rekombindz citokeratin 14 (CK14), B-laktoglobulin, MMTV-LTR vagy WAP altal iranyitott
expresszidja révén valt lehetségessé [124-126]. A Brcal hidnya hamszovetben ugyan
emlétumorok kialakulasdhoz vezet, viszont hosszi 1d6t vesz igénybe ¢és a tumor
kialakulasanak gyakorisaga is alacsony [127, 128]. A p53 gént érinté tovabbi delécidja
azonban jelentdsen megnovelte az emlétumor incidenciajat ezekben az allatokban [127-130].

Liu et al. 2007-ben 1étrehozott egy olyan egérmodellt, melyben a Brcal és p53 gének
kondicionalis kititése révén a human BRCA1-hez kotheté emlddaganatokkal megegyezd
tulajdonsagokkal rendelkezé tumorok alakulnak ki [124]. A Brcal gén specifikus
helyek keriiltek, majd ezeket az allatokat Kl4cre;p53™F allatokkal keresztezték, igy az
utédokban, epithelialis sejtekre specifikusan p53 és Brcal gének delécidja megtorténik, a
Cre rekombinaz citokeratin 14 (K14cre) szovetspecifikus aktivacidja révén. Hisztopatologiai
tulajdonsagaik alapjan a kialakulé tumorok 91%-a karcinoma (IDC-NOS), 6%-a
adenomioepithelioma (luminaris és mioepithelialis sejtek), 3%-a karcinoszarkoma (CKS8-
pozitiv epithelialis és CK8-negativ, vimentin-pozitiv mesechymalis sejtek) [124]. A
karcinoszarkéma (vagy metaplasztikus karcinoma) sejtek EMT-fenotipust mutatnak, vagyis
a sejtek epithelialis-mesenchymalis atalakulas révén invaziv fenotipusra tesznek szert, mely
eredménye egy rendkiviil agressziv, terapia rezisztens emlétumor tipus [131, 132].

A kialakulé Brcal”; p537 tumorok tehat mind molekularis, mind hisztopatologiai
tulajdonsagaikban megegyeznek a human BRCAl-hez kotheté emlddaganatokkal, bazalis
markereket expresszalnak, mint a citokeratin 5 (CKS), és 14 (CK14), illetve tripla negativak,
tehat nem expresszalnak hormonreceptorokat sem HER2-t, valamint instabil genommal
rendelkeznek [124].
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Ez az allatmodell a human BRCA1-hez kothetd 6roklodé emlorak klinikailag relevans
modellje, alkalmas a kiilonb6zé tumorellenes kezeldanyagok hatdsanak vizsgalatara. A
tumor kialakuldsa atlagosan 213 nap alatt torténik meg, a tumorok atoltasa révén ez az ido
jelentdsen csokkenthetd. Az atiiltetést kovetden létrejovo tumorok az eredeti tumorral
megegyez0 szovettani képet és molekularis mintdzatot mutatnak, valamint a drog
érzékenységiik is az eredeti tumoréval megegyezd [124, 133]. A Brcal”"; p53” tumorok
illetve docetaxel kezelésre a tumorok kezdetben reagadlnak, késébb azonban rezisztensé
valnak, mig ciszplatin kezelés hatasara nem alakul ki rezisztencia [133]. A doxorubicin
hatasara kialakulo rezisztencia mogott a P-glikoprotein (Pgp) expresszido emelkedésé all
[133], melyet kutatocsoportunk is igazolt, az Abcbla és Abcblb gének mRNS
expressziojanak doxorubicin rezisztens tumorokban torténd szignifikans emelkedése révén

[134] (5. dbra).
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5. dbra Brcal’"; p537 egér emlédaganatok doxorubicinra rezisztenssé vilnak, a fokozott
Pgp-expresszio kovetkeztében. A) A reprezentativ gorbe a tumor térfogat valtozasat mutatja
az ido fiiggvényében, a doxorubicin kezelések (5 mg/kg iv. doxorubicin) idopontjat a fekete
nyilak jelolik. B) Az Abcbla das Abcblb gének (egérben a Pgp-t két gén kodolja) mMRNS-
szintjének valtozasa a Breal™;p537 tumorok doxorubicin kezelése elétt és utan. Kontrollként
feltiintettiik az FVB egerek csontveldjebdl izolalt sejtek (FVB CSV) Abcbla-b mRNS-szintjeit
is. [134]
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Ugyan a PARP inhibitorok a BRCA1 mutaciét hordozé tumorok kezelésében nagy
elérelépést jelentettek, a Kl4cre;Brcal™;p537F egérmodellen végzett kisérletei soran
Rottenberg ¢s munkatarsai olaparibbal (PARP inhibitor) torténd kezelés hatdsara kialakulo
rezisztenciarol szamolt be [135], olaparib és ciszplatin vagy carboplatin kombinaciojaval
azonban novelheté volt a talélés [135]. A modell hianyossidga azonban, hogy mig a
klinikumban ciszplatin kezelés hatasara rezisztencia alakul ki, addig ezen a modellen mas
csoport altal végzett korabbi kisérletek soran nem sikertilt rezisztenciat kialakitani [135].

A Kl4cre;Brcal™F;p537F egérmodell alkalmas tehat a potencialis Uj terapias
anyagok (akdr kombindcioik) tesztelésére, alkalmazdsa révén megjosolhatd a betegek
kezelésének kimenetele, az adott kezel6anyag hatékonysaga, illetve a kialakuld rezisztencia

mogott 1éve mechanizmusok megértéséhez is kozelebb juthatunk.

Ahogy minden modellnek, a GEM-nek is rendelkezik limitaciokkal, mint a klonalis
heterogenitas csokkenése [136, 137], emellett a fajok kozotti kiilonbségek sem hagyhatoak
figyelmen kiviil, illetve a GEMM Iétrehozasa draga és idéigényes. A GEMM-ben kialakulo
tumorok genetikai modositasara azonban koltséghatékony lehetdségkeént kindlkozik, a
1étrejové tumorokbol sejtvonal létrehozasa, és a sejtvonal modositasa. A Brcal”; p53”
tumorok részletesebb tanulméanyozdsdhoz és esetleges modositasahoz tehat érdemes

sejtvonalakat is bevonni a kutatasba.

2.7.2. In vitro modellek

Az in vitro tumormodellek a rakkutatas leggyakrabban hasznalt eszkozei, lehetdvé
teszik a tumorsejtek molekularis mechanizmusainak felderitését, mely elengedhetetlen a
heterogén tumorszovet esetében. Ez a heterogenitds megjelenik a kialakulé tumorok
kiilonbozéségében  (intertumordlis  heterogenitas), illetve intratumoralisan is. Az
intratumoralis heterogenitas kovetkeztében a tumorokat felépitd tumorsejtek morfoldgidja,
gén expresszids mintazata, anyagcseréje, motilitasa, proliferacidja és a metasztatikus

potencialja is eltéré lehet [138, 139]. A tumorsejtek heterogenitasa lehetdvé teszi a valtozo
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mikrokdrnyezeti koriilményekhez vald alkalmazkodast, ez pedig jelentésen csokkenti a
terapia sikerességét. A heterogén sejtekbdl felépiild tumor tanulmanyozasara, a sejt-sejt
kapcsolatok, a kiilonb6z6 sejttipusok kolcsonhatdsanak megismerése, valamint a sejtek
egyedi jellemzdinek vizsgalata, jol definialt, kontrollalt kornyezetben, sejttenyészetek
alkalmazasa révén van lehetdségiink.

A tumorsejtek jellemzésének fontos Iépése tovabba a genomi mutaciok
feltérképezése melyre teljes genom szekvenalas révén nyilik lehetdségiink. Vizsgalhatjuk a
spontan kialakulé és a valamilyen kornyezeti hatasra, példaul kezelés kovetkeztében
kialakuld6 mutaciokat is. Mutacid analizis soran vizsgalhatunk SNV-ket (single nucleotide
variant), a megvaltozott bazisok kornyezetét is figyelembe véve triplet spektrumot, mely
informdéciot biztosit a bazisszubsztiticid eldtti és utani bazisokrdl, illetve a teljes mutacios
spektrumot, az inzerciokat, a deléciokat, kromoszomalis atrendezOdéseket. A tumoros
mintakban a mar emlitett heterogenitds megneheziti a szekvenalasi eredmények kezelését,
ezért izogenikus sejtvonalak hasznalata javasolt.

Tovabba a sejtvonalak genetikai modositasa is lehetséges, amely koltséghatékony és
viszonylag egyszerli megoldast kinal a kialakuld, valamilyen genetikai mddositdson mar
atesett tumorok tovabbi modositdsara, hiszen nincs sziikség ) GEMM létrehozasara.
gyors ¢s hatékony megoldas a lentivirdlis transzdukcid, amely a tranziens transzfekcio
egyszerli hasznalatat és sebességét egyesiti a stabil expresszidjaval. A fluoreszcens
fehérjével torténd jelolés lehetdvé teszi a sejtek kovetését in vivo [140], ezaltal
megfigyelheté a tumor progressziodja [141], angiogenezis [142], az attétképzés, illetve a

tumor-mikrokornyezet kolcsonhatasok [143, 144] is vizsgalhatova valnak.
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkam céljaul egy olyan modellrendszer kidolgozasat tiiztikk ki, amely
lehetvé teszi a BRCA1-hez kothetd 6roklodo emlddaganatok tanulmanyozasat. A kisérletek
alapjaul szolgald egérmodellben [124] Brcal és p53 gének kondicionalis delécidja révén
spontan modon emlédaganatok alakulnak ki, amelyek a human BRCA1-hez kéthetd 6rokl6do
emlddaganatokkal, molekularis és hisztologiai tulajdonsagaik tekintetében is szamos
hasonlosagot mutatnak. Célunk 0j terapidk hatdsanak vizsgalata, a kialakuld rezisztencia
mechanizmusanak tanulmanyozasa ¢és olyan modellek 1étrehozasa volt, melyek lehetévé

teszik a rezisztencia vizsgalatat. Ezeket a kovetkezé pontokban fogalmaztuk meg:

1. Pegilalt liposzomalis doxorubicin (PLD) hatasanak vizsgalata Brcal™; p537 egér
emlétumor modellen.

2. Brcal™; p537 egér emlStumor sejtvonal létrehozasa és karakterizalasa.

3. Ciszplatin rezisztencia molekularis hatterének vizsgalata Brcal”; p537 egér
emlétumor sejtvonalon.

4. Brcal-deficiens tumorsejtek cellularis plaszticitasanak vizsgalata.

5. Brcal” p53” tumorok genetikai modositasa lentiviralis transzdukci6 révén.
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4. MODSZEREK

crer

Az epithelialis-mesenchymalis  atalakulas terminoldgiajanak  helyesirasaval
kapcsolatban sok a bizonytalansag. Dolgozatomat a Magyar Orvosi Nyelv cimii folyoiratban
megjelent ajanlast vettem alapul [145], mely a kovetkezéket mondja: ,,Magyar nyelvii
tudomanyos kozleményben epithelialis — mesenchymalis atalakulas formajaban irjak. A
tranzicio jovevenyszo, jelentése dtmenet, atalakulas vagy kicserélodés. A szakkifejezés a
hamszovetnek mesenchymalis szovetté valasara utal. A kétféle szévet kozotti viszonyt
(atalakulas) nagykotojellel fejezziik ki. A mesenchyma sajatos alapszévet, magyar neve

1

nincs.’

4.1. Allatkisérletek

Az allatkisérletek elvégzése az Orszagos Allategészségiigyi Intézet és a Magyar Tudomanyos
Akadémia Természettudomanyi Kutatokozpont Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével
(01/2574-6/2015) valamint az Eurdpai Uni6 allatkisérletes el6irasainak betartasaval tortént.
A Kkisérletek az Orszagos Onkologiai Intézet Kisérletes Farmakologiai Osztalyanak

allathazaban torténtek.

Kisérleteinkhez genetikailag modositott FVB egértorzsbdl szarmazo Brcal™; p53™"
tumorokat [124] hasznaltunk, melyek Dr. Sven Rottenberg (University of Bern) jovoltabol
allnak rendelkezésiinkre. A tumor darabokat altatas alatt (20 mg/kg zolazepam, 12.5 mg/kg
xylazine, 3 mg/kg butorphanol, 20 mg/kg tiletamine) ortotopikusan 6-8 hetes néstény FVB
egerek tejlécébe iiltettiikk be. A tumor méretét hetente haromszor ellendriztiik, a szélességét
¢s hosszusagat toloméro segitségével hataroztuk meg, majd a kovetkezd formula segitségével
szamoltuk ki a térfogatokat: térfogat = hossziisag x (szélesség?/2). Az allatok allapotat
minden nap ellendriztiik. Amikor a tumor mérete elérte a ~200 mm?3-t, a tumorokat
eltavolitottuk vagy az allatokat maximalisan toleralhaté dézisu (MTD) droggal (doxorubicin
(DOX) 5 mg/kg, pegilalt liposzémalis doxorubicin (PLD) 8 mg/kg, ciszplatin (CP) 6 mg/kg)
kezeltiik, intravénasan, a farki vénan keresztiil. A kezeléseket 10 (DOX, PLD) vagy 14 (CP)
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naponta ismételtiikk, amennyiben a tumor térfogata nem csokkent 50%-kal a kezdeti
allapothoz képest. Amennyiben a kezelésre adott véalasz tobb volt, mint 50%, akkor a
kovetkezO dozist csak akkor kaptak az egerek, ha a tumor Gjra elérte az eredeti méretét.
Amikor a tumorok elérték a 2000 mm® méretet, az allatokat nyaki diszlokacioval
eutandziaban részesitettiik, a tumorokat eltavolitottuk. A tumorsejtek beiiltetése soran 1.5 x
100 sejtet (CST vagy CST-mCherry) injektaltunk 6-8 hetes néstény GFP-t expresszalé FVB
(FVB.Cg-Tg(CAG-EGFP)B5Nagy/J ) egerek emlészovetébe. A tumorméretek valtozasanak

bemutatasdhoz az adatok atlagat + SEM éabrazoltuk.

4.2. Primer tumorsejtek izolaldsa, fenntartds

A tumorokat 70%-os alkohollal, majd PBS-sel atmostuk, 5 mm-es darabokra vagtuk, majd
200 pl/ml kollagendzt és 0,6 pl/ml diszpdzt tartalmaz6 emészté médiummal (DMEM) 37°C-
on, 1,5-2 oran keresztiil folyamatos vortexelés mellett (15 percenként 1 perc) emésztettiik,
az emésztés végén a sejtszuszpenzidt 40 pm-es szlrdn atszirtiik, majd centrifugalassal
iilepitettiik. A sejteket primer kulturdnak kedvezd tapban (DMEM/F12 +10% FBS + 5%
160szérum + Smmol/L glutaminnal és 50 egység/mL penicillin/sztreptomicin (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO, mellett. A le nem
tapadé sejteket két naponta médium cserével tavolitottuk el. A konfluens primer tenyészet
sejtjeit PBS-sel atmostuk, 0,1% tripszinnel 10-15 percig inkubaltuk 37°C-on, majd a sejteket
tenyésztd edénybe lltettiik. Az atoltast kdvetden a médiumbol a 16szérum megvonésaval a
tumorsejtek novekedésének kedveztiink, igy a kultira ~3 hét alatt kitisztult, homogén

tumorsejt tenyészetté valt, a szubkultivalas a korabban leirt modon folytatodott.

4.3. Egéer mesenchymalis Ossejtek izolalasa, fenntartasa

Az egér mesenchymalis Ossejtek izolalasat Dr. Kudlik Gyongyi (TTK, Enzimologiai Intézet)
és Dr. Uher Ferenc (Dél-pesti Centrumkorhaz, Orszagos Hematologiai és Infektologiai
Intézet) segitségével a Peister A. et al altal leirt modszer alapjan végeztiik [146]. Roviden,

egerek combcsontjabol komplett médiummal (DMEM/F12 +10% FBS + 5% 16szérum +
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Smmol/L glutaminnal és 50 egység/mL penicillin/sztreptomicin (Thermo Fisher Scientific)
kimostuk a csontvelSt. A sejteket ezutan kétszer megmostuk HBSS-ben, egy 25 cm?-es
flaskaba oltottuk 2-5 x 108 sejtdenzitassal. A sejteket 37°C-on, 5% CO2 mellett tenyésztettiik
3 napig, majd médiumcserével eltavolitottuk a le nem tapadd sejteket. A konfluens

tenyészetet PBS-es mosast kovetden 5 perc tripszines EDTA-s inkubaléssal passzaltuk.

4.4. Genotipizalas

A Kl4cre;Brcal™;p537F  egértorzsben talalhatd  szovet-specifikus Brcal —delécid
jelenlétének ellendrzéséhez a deléciora specifikus primereket terveztiink a [124] alapjan. A
delécio-specifikus primerek mellett hasznaltunk ép egér Brcal-et felismerd primereket is,
igy egy forward (P1, 5°-TAT CAC CAC TGA ATC TCT ACC G-3’), egy normal Brcal-et
felismerd reverse (P2, 5°- GAC CTC AAA CTC TGA GAT CCA C-3’), valamint egy Brcal
delécio-specifikus reverse (P4, 5°-TCC ATA GCA TCT CCT TCT AAA C-3’) primerrel
dolgoztunk. Az izolalt DNS templatokat a P1-P2, illetve P1-P4 primer parok felhasznalasaval
PCR reakcidval sokszoroztuk. Mivel a Brcal-deletalt mintak esetében képzddd végtermék
joval nagyobb (594bp), mint a normal, nem sériilt Brcal-gyel rendelkez6 mintak esetén
(390bp), hiszen a normal Brcal-et felismerd primer (P2) a deleltalodott szakasz teriiletén
talalhatd, ezért ezeket 1%-o0s agar6z gélen megfuttatva ellendrizhetd, hogy az adott sejtek a

betiltetett tumorbol vagy a vadtipusu gazdaallatbdl szarmaznak-e.

4.5. Az MSC-k és a tumorsejtek differencialtatasa, sejtfelszini marker mintdzat vizsgalata

Egér mesenchymalis Ossejtek és tumorsejtek differencialtatisat és a sejtfelszini marker
mintdzat vizsgalatat Dr. Kudlik Gyongyi (TTK, Enzimologiai Intézet) és Dr. Uher Ferenc
(Dél-pesti Centrumkorhaz, Orszagos Hematologiai és Infektologiai Intézet) végezték. Csont-
iranyu differencialtatashoz a sejteket B-glicerofoszfat (10 mM), dexametazon (10% M) és
aszkorbinsav (50 pg/ml) tartalma (minden Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
DMEM médiumban (kiegészitve 10 % FBS, 5 % loszérum, 2 mM L-glutaminnal, 50

egység/ml penicillinnel és 50 pg/ml sztreptomicinnel (minden Thermo Fisher Scientific)
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inkubaltuk 2 hétig. 14 nap utdn a sejteket 8%-0s PFA-val fixaltuk, majd a csont-iranya
differencidlodas soran a sejtek altal termelt, majd lerakddott extracelluldris kalciumot
alizarinvords (Sigma-Aldrich) festékkel mutattuk ki. A zsir-iranyu differencialtatishoz az
elébb leirt kiegészitett DMEM médiumhoz dexametazont (107 M) és izobutil-1-
metilxanthint (0,5 mM) (Sigma-Aldrich) adtunk, a sejteket 7 napig inkubaltuk, majd 8%-0s
PFA-val (Sigma-Aldrich) fixaltuk 6ket. A zsirsejt differenciaciot jelzo lipidcseppeket Oil
Red O (Sigma-Aldrich) festéssel tettiik lathatova metilénkék (Sigma-Aldrich) hattérfestés
mellett. A kontroll, nem differencialtatott sejteket 8%-0s PFA-val fixaltuk, majd Giemsa
festékkel (Sigma-Aldrich) (a gyari festék 10%-os desztillalt vizes oldata) tettiik lathatova. A
differencialtatott sejtekrol késziilt digitalis felvételek elkészitéséhez Nikon Coolpix 4500
kamerat (Nikon GmbH, Diisseldorf, Germany) hasznaltunk Olympus CK2 inverz
mikroszkophoz (Olympus, Tokio, Japan). kapcsolva, 10x objektiv hasznalata mellett.

A tumorsejtek és az MSC-k sejtfelszini marker mintdzatanak vizsgalatdhoz 5 x 10° sejtet
jeloltiink fluoreszceinizotiocianattal (FITC) konjugalt anti-CD90.1, CD24, F4/80 és CD146
valamint fikoeritrinnel (PE) konjugalt anti-CD44, CD73, Flkl és Sca-1 monoklonalis
ellenanyagokkal fél oraig, 4°C-on ¢és sotétben. A felsorolt ellenanyagok mind patkanyban
termeltetett, BD Pharmingen altal gyartott immunoglobulinok. A jeldlést kovetden a mintak
fluoreszcencia intenzitasait FACSCalibur aramlasi citométerrel (Becton Dickinson) mértiik.

Az adatok kiértékelését CellQuestTM (Becton Dickinson) szoftverrel végeztiik.

4.6. Emlotumor sejtvonalak

A CST sejtvonal tenyésztéséhez DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) +10%
FBS +5mmol/L glutamin ¢és 50 egység/mL penicillin/sztreptomicin (Sigma-Aldrich)
tapfolyadékot hasznaltunk. A 4T1 sejtvonal Dr. Csiszar Agnes (Institute of Cancer
Reasearch, Medical University of Vienna) szives felajanlasa révén allt rendelkezésiinkre. A
human emld daganat sejtvonal panel (MCF7, MDA-MB-231) az NCI DTP kollekci¢jabol
szarmazik. A 4T1 és a human emldérak sejtvonalak tenyésztéséhez RPMI tapoldatot (Thermo

Fisher Scientific) hasznaltunk 10% FBS-sel, 5Smmol/L glutaminnal és 50 egység/mL
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penicillin/sztreptomicinnel kiegészitve (Thermo Fisher Scientific). Minden sejtvonal
fenntartasa 37°C-on, 5% CO2 mellett tortént.

4.7. Novekedes és motililitas vizsgalatok

A kétszerezddési id0 (doubling time (Tqg) meghatarozasdhoz a kovetkezd formulat
hasznaltuk: Td = In2/K, ahol a K a ndvekedési rata, melyet a kovetkezd egyenletbdl

szamolunk ki: Nt = Ng x eX*t

, ahol N a sejtszam t idében, No a sejtszam 0 idépillanatban. A
sejteket minden nap megszamoltuk 4 napon keresztiil, a mérésekhez minden esetben TC-10-
es automata sejtszamold késziiléket (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA)
hasznaltunk. A ndvekedési rata meghatdrozasahoz 24-lyuka lemezen 2 x 10* sejt/lyuk
denzitasban kiiiltettiik a sejteket és automata video mikroszkop segitségével 12 6ranként, 3
napon keresztiil képeket készitettiink a sejtekrél. A motilitasi vizsgdlatokhoz a sejteket 6-
lyuka lemezre iiltettiik ki 1 x 10° sejt/lyuk denzitasban, majd 24 ora elteltével 200 pl-es
pipettaheggyel ,,sebet” karcoltunk a konfluens egysejtrétegbe. A sebgyogyulasi képesség
vizsgalatahoz ezutan 6 Oranként 48 oOrdn keresztiil készitettiink képeket a “sebrél”. A
novekedési gorbe és a motilitasi esszé soran a képeket a JuLI Stage Real-Time Cell History
Recorder (NanoEnTek, Seoul, Korea) termosztitba helyezhetd automata video
mikroszkoppal készitettiik vilagos latotér (bright field) és 4x/0.16 U Plan S-Apo objektiv

hasznalataval. A sebzarodas kvantifikalasahoz az Imagel] szoftver MRI Wound Healing

eszkozt (Volker Baecker, Montpellier RIO Imaging, Montpellier, France) hasznaltuk.

4.8. RNS izolalas és RT-PCR

A 3 x 10° lecentrifugalt sejtet 600pul TRIzol™ reagenssel (Life Technologies, Carlshad,
California, USA) felszuszpendaltunk, majd az RNS izolalashoz Direct-zol® MiniPrep kittet
(Zymo Research) hasznaltunk a gyart6 altal megadott modon. A cDNS datirast Promega
Reverz Transcription System segitségével végeztiik, 500ng RNS-t irtunk at cDNS-sé. A
Real-Time PCR vizsgalatokhoz endogén kontrollként GAPDH TagMan® probat (Thermo

Fisher Scientific) hasznaltunk. Az E-cadherin, vimentin, citokeratin 8 és citokeratin 14 gének
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mRNS expresszidjat a megfeleld6 TagMan® primerekkel kvantifikaltuk. Az RT-PCR
analizist StepOne™ Real-Time PCR késziiléken végeztiik (Life Technologies), az mMRNS
expresszid valtozasat pedig a 2%t modszerrel szamitottuk. A relativ mRNS szint

valtozasokat 3 fliggetlen kisérlet atlagaként abrazoltuk = SEM (standard error of mean).

4.9. Immuncitokemia

A vizsgalni kivant sejteket 8 x 10* sejt/lyuk stirtiségben 8-lyuktl kamrara iiltettiik, majd 24
ora elteltével sejteket PBS-sel mostuk és 4%-0s PFA-val fixaltuk. A blokkolas egy ¢éjszakan
at tortént 0,5%-0s BSA-s PBS-sel melyet 0,1% TritonX-100 és 5% kecskeszérummal
egészitettiink ki. A sejteket az elsédleges antitestekkel (3. tdbldzat) 1:100-1:500 higitasban,
24 6ran keresztiil 4 °C-on inkubaltuk. A méasodlagos ellenanyagokat (Alexa Flour 488, Alexa
Fluor 546, Alexa Fluor 555) 1:250 higitasban hasznaltuk, 2-3 oOrdn keresztiil,
szobahdmérsékleten. A sejtmagot DAPI-val (Life Technologies) jeloltiik. A 1épések kozotti
mosas DPBS-sel (PBS + 0,9 mM Ca?* + 0,5 mM Mg?*, pH 7.2) végeztiik. A detektilashoz
ZEISS LSM-710 (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszképot hasznaltunk, 40%/1.4 plan-akromat olajimmerzids objektivvel. A képek
feldolgozasa ZEN szofteverrel (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) tortént. A
YH2AX fokuszok szdmolasdhoz az Image] FindFoci plugint hasznaltuk.

3. tablazat A munka sordan hasznalt ellenanyagok osszefoglalo tablazata.

Antitest Katalogusszam Gyarté
anti-E-cadherin ab11512 Abcam (Cambridge, UK)
anti-vimentin (V9) 5c-6260 Sa”tacruzégz')'as’ Texas,
anti-citokeratin 8 ab53280 Abcam (Cambridge, UK)
anti-citokeratin 14 ab7800 Abcam (Cambridge, UK)
anti-phospho-Histone ab11174 Abcam (Cambridge, UK)

H2A.X (Ser139)
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4.10. Szekretalt faktorok vizsgalata

A szekretalt faktorok mennyiségi meghatarozasahoz a Mouse Inflammatory Cytokines
Multi-Analyte ELISA kitet (Qiagen, Hilden, Germany) hasznaltuk a gyartéi protokoll
szerint. Roviden, a vizsgalt sejtek négy napos feliiluszoibol 50ul-t kevertiink 6ssze 50ul
Assay pufferrel, majd szobahdmérsékleten 2 oOrdig inkubaltuk a keveréket egy ELISA
mikrolemezen. Az inkubdlds végén az oldatot leszivtuk, majd 350ul mosofolyadékkal
kétszer atmostuk a mikrolemezt. A mintak jelolését az antitestekkel szobahdmérsékleten 1
oran keresztiil végeztiik, mostuk, majd tovabbi 30 percen keresztiil 100 pl Avidin-HRP
oldattal inkubaltuk. Ujabb mosast kovetden a 100ul el8hivo, majd 100pl leallitd oldat
hozzaadasa utan a mikrolemezt 450nm-es abszorbancia-hullamhosszon olvastuk le. A kit a
kovetkez6 citokinek mérésére alkalmas: IL1A, IL1B, IL2, IL4, IL6, IL10, IL12, IL17A,
IFNy, TNFa, G-CSF és GM-CSF. A Szekretalt faktorok mérését Dr. Kudlik Gyongyi (TTK,

Enzimoldgiai Intézet) végezte.

4.11. Teljes genom szekvendlds és adatelemzés

A teljes genom szekvenalds adatelemzését Dr. Sziits David és Poti Adam (TTK,
Enzimologiai Intézet) végezték, a CST egysejt klonok szekvenalasa a Novogene (Beijing,
Kina) altal tortént. A nyers szekvencia leolvasasok mindségi ellendrzése Fast QC [147]
szoftverrel tortént, az adatok nyirasat, vagyis a rossz mindségii leolvasasokat illetve az
[llumina adapterszekvenciak eltavolitasat a Trimmomatic szoftverrel végeztik [148]. A
szekvencia illesztés a GRCm38.p6 referencia genomra BWA programmal tortént [149]. A
mutaciok azonositasdhoz a GATK szoftvercsomagba tart6z6 HaplotypeCaller-t hasznaltuk,
tovabbi annotalashoz a dbSNP adatbazist (egér dbSNP142) alkalmaztuk. SNV-k (single
nucleotide variants) sziirését minimum 10x lefedettség mellett végeztik ¢s COSMIC
adatbazis alapjan csoportositottuk. A homozigdta és heterozigota muticiok meghatarozasat,
a 30 COSMIC v2 mutécios mintdzatokra ujraillesztve, deconstructSigs R szoftvercsomaggal
végeztiikk [150] alapbeallitaisok mellett. A kopiaszam valtozasok becslése (16 kb méretii

,bin”-ekre osztva) goleft indexcov szofteverrel tortént [151], ploiditas predikcioja
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szakaszonként konstans illesztéssel tortént rpart R csomagot hasznalataval [152]. A
K14cre;Brcal™ ;p53FF egér [124] tumorokhoz tartozo kopiaszam profilokat a GEO (Gene
Expression Omnibus) adatbazisbol toltottik le (GSE122076); ploiditasi szint predikcidja az
aCGH (microarray-based comparative genomic hybridization) adatok szakaszonként
konstans illesztésével tortént, a ploiditasi szintek minden proba esetében kiilon lettek
atlagolva. A projekt soran elemzett teljes genom szekvencia elérheté az Europai Nukleotid

Archivumaban (European Nucleotide Archive). Hozzaférési szam: PRJEB36418.

4.12. Citotoxicitasi tesztek és felhasznalt vegyiiletek

A sejtek viabilitasat PrestoBlue® reagenssel (Life Technologies) mértik a gyarto altal
megadott protokoll szerint. Roviden, a sejteket 96-lyukt mikrolemezeken tenyésztettiik,
majd a letapadast kovetd 24 oran beliil a sejteket kezeltiik, 120 6ras inkubaciot kovetéen a
sejteket 5%-o0s PrestoBlue®/PBS oldatban inkubaltuk, majd a viabilitast spektrofotometrias
modszerrel mértiik EnSpire mikrolemez olvaséval (Perkin Elmer). A mért adatok elemzését
Prism szoftverrel végeztiik a szigmoidalis dozis-valasz modellt alkalmazva és az 1Cso
értekeket szigmoidalis gorbe illesztéssel hataroztuk meg.

A citotoxicitasi esszében hasznalt vegylileteket az Accord Healthcare-t6l (ciszplatin,
epirubicin), a Selleckchemtél (olaparib), a Sigma-Aldrich-t6l (paclitaxel, SN-38,
doxorubicin), TEVA-t6l (etoposide), Tocris-tol (veliparib), Merk-t6l (gemcitabine) és a
MedChemExpress-t6l (talazoparib, rucaparib) szereztik be. A pegilalt liposzomalis
doxorubicint (Doxil®/Caelyx®/PLD) a Janssentdl szereztiik be.

4.13. Lentiviralis transzdukcio

Masodik generacios lentivirus vektort és a csomagold plazmidot (pMD2.G and psPAX?2) az
Addgene-t6] (Watertown, Massachusetts, USA) szereztiik be. CST sejteket GFP-t (pPRRL-
EF1-eGFP-WPRE) vagy mCherry-t (pRRL-EF1-mCherry-WPRE) expresszald lentivirus
feliiluszoval transzdukaltunk a kovetkezdk szerint: lentivirus partikulumok eldéllitasahoz

HEK293T sejteket transzfektaltunk kalcium-foszfat ko-precipitaciés modszerrel [153].
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Roviden, az elsé napon 10 cm? Petri csészébe iiltettiink ki 5 x 10° HEK293T sejtet, majd a
kovetkezd napon kalcium-foszfat ko-precipitacidval transzfektaltuk ezeket, 24 draval késébb
pedig friss médiumot (KnockOut™ Serum Replacement oldattal kiegészitve) raktunk a
sejtekre. A transzfekcio utan 48 oraval a lentivirus partikulumokat tartalmazo virusfeliiliszot
Osszegyljtottik és 0,45 pm szirdn atszirtik, majd -80°C-on taroltuk a tovabbi
felhasznalasig. A CST sejtek transzdukcidja 6-lyukl lemezen tortént, a transzdukcio
hatékonysagat aramlasi citométerrel ellendriztiik. A lentiviralis transzdukciot Kucsma Nora

végezte (TTK, Enzimologiai Intézet).

4.14. Aramlési citometria

A CST-mCherry tumorokat, eltavolitast kdvetden, a 4.2. Primer tumorsejtek izoldlasa,
fenntartas pontjaban leirtak alapjan emésztettiik és sejtszuszpenziot hoztunk létre. A sejtek
szétvalogatasdhoz FACSAria III cell szortert (BD Biosciences, San Jose, California, US)
hasznaltunk. EGFP fluoreszcencia méréséhez kék lézert hasznaltunk (excitacié 488 nm,
emisszio 530/30 nm) (FITC-A csatorna); az mCherry fluoreszcencia méréséhez sarga-zold
lézert (excitdcid 561 nm, emisszid 610/20 nm) (PE-mCherry csatorna). Az é&ramlasi
citometriai adatok 0sszegytijtése €s analizise FACSDiva 8.02 szoftverrel tortént. A sejtek

kivalogatasat Dr. Varady Gyorgy végezte (TTK, Enzimoldgiai Intézet).

4.15. Szérumkoncentracio mereés

A kisérletben résztvevo egereket intravénasan, egy alkalommal kezeltiik DOX-nal (5 mg/kg)
vagy PLD-vel (8 mg/kg). A kezelés eldtt, majd azt kovetd 5, 15, 30, 60, 180, 360, 1440 és
2880 perchen az allatoktol altatast kovetéen sziv punkcioval vérmintat gyiijtottiink. A
vérsavot centrifugalassal szeparaltuk 4000 rpm-en, 15 percig 4°C-on. A feliilaszot steril
cs6ben, -20°C-on taroltuk a tomeg spektrometriai mérésig. A kontrollként hasznalt DOX és
PLD oldatokat metanol és viz 1:1 ardnyu keverékében oldottuk 1 mg/ml-es koncentracioban.
A DOX torzsoldat vizzel torténd tovabb higitasaval allitottuk eld a kalibraldshoz sziikséges
standard sorban (50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 50000 ng/ml) hasznalt oldatokat. 100 pl
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levett mintahoz 300 pl extrakcios oldoszert (metanol) adtunk, az oldatot vortexeltiik, majd
10 percig centrifugéltuk 13300 rpm fokozaton. A deproteinizalt feliiluszot (100 pl) 200 pl-es
csovekbe toltottiik mérés elott. Az LC-MS/MS analizishez egy electrospray modban mikodo
Turbo V ionforrassal (AB Sciex) és egy Perkin Elmer Series 200 mikroLC rendszerrel
felszerelt QTRAP 6500 tripla négyszeres — linearis ioncsapdas tomeg spektrométert
hasznaltunk. Az adatgyijtést és feldolgozast az Analyst 1.6.2 szoftverrel végeztik (AB
Sciex). A kromatografias elvalasztas egy Agilent Zorbax SB C18 oszlopon (75 mm X 4,6
mm, 3,5um) tortént. A mintat A oldoszer (0,1% hangyasav vizben) és B oldoszer (0,1%
hangyasav acetonitrilben) gradiensével elualtuk. Az aramlas sebességét 0,8 ml/percre
allitottuk. A szeparacio6 eldszor 1 percig 10% B olddszerrel tortént, amit linearis gradiens
kovetett 90% B oldoszerrel 4 percig. Az 5.-t6l a 8. percig maradt a 90% B olddszer, majd a
8 és 8,5 perc kozott a kezdeti kondiciokat allitottuk vissza, ami a 13,5. percig maradt. Az
oszlopot szobahOmérsékleten tartottuk, az injekcios térfogat pedig 10 upl volt. A
tomegspektrometriai méréseket Dr. Imre Timea és Dr. Szabd Pal végezték (TTK, MS

Metabolomika Kutatocsoport).
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5. EREDMENYEK

5.1. Pegildlt liposzomdlis doxorubicin (PLD) terdpids hatdsanak vizsgdlata Breal™; p53°

" egér emiStumor modellen

A PLD hatasat tobb preklinikai tumor modellben (vastagbélrak, emlérak,
petefészekrak, tiidérak, limfoma, leukémia, holyag és prosztatarak) is vizsgaltak [70]
doxorubicinnel dsszehasonlitva. A klinikai tanulmanyok alapjan a PLD és a DOX hatésa
metasztatikus emlérak esetében megegyezének bizonyult [154], azonban BRCAL-deficiens
emlértumorokon a PLD terapia hatasa egyeldre nem ismert.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk Kl4cre;Brcal™ ;p537F egérmodellben
kialakuld Brcal™; p537 tumorok PLD-re adott valaszat, ortotopikus transzplantacié révén
vad tipustt FVB egerek tejlécébe 1-2 mm atmérdjii tumordarabokat iiltettiink. A 200 mm?®
mérethatar elérését kovetden az allatokat maximalisan toleralhaté dézisu DOX (8 allat, 5
mg/kg) vagy pegilalt liposzomalis doxorubicinnel (PLD) (10 allat, 8 mg/kg) kezeltiik, illetve
létrehoztunk egy kontroll csoportot is, mely fiziologids s6oldatott kapott. A DOX kezelés az
allatok median talélését 49.5 napra emelte a kontroll csoporthoz (fiziologias sdoldat) képest,
mig a PLD-vel torténd kezelés hatasara a median teljes talélés haromszorosara, 151.5 napra
nott (6. dbra A) [155]. A PLD kezelés hatasat a relapszus-mentes talélésre a 6. dbra B része

mutatja.
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6. dbra DOX és PLD kezelés hatisianak vizsgdalata Brcal-I-; p53-/- egér emldtumor
modellben. PLD hatdsdra a teljes tulélés és a relapszus-mentes tulélés is szignifikansan
meghosszabbodott. A) DOX (5 mg/kg iv, n=8) és PLD (8 mg/kg iv, n=10) kezelt csoportok
relapszus-mentes tulélése. B) A fiziologidas sooldat (n=4), a DOX (5 mg/kg iv, n=8) és a PLD
(8 mg/kg iv, n=10) kezelt csoportok teljes tulélése. [155]

A két vizsgalt kemoterapias szer hatdsa a tumorok novekedésére kiillonbozé volt, a DOX

kezdetben képes gatolni a tumor méretének novekedését, azonban minden esetben kialakult

a rezisztencia (7. abra), mely soran a kezelés hatastalanna valt, a tumorok nem reagaltak a

kezelésre, méretiik a kezelés ellenére folyamatosan nétt, mig elérte a kritikus mérethatart

melynél az allatokat eutanazidban kellett részesiteniink.
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7. dbra DOX kezelés kezdetben képes lassitani a tumor novekedését, késébb azonban
hatdstalanna valik, kialakul a rezisztencia. Kontroll csoport: az egyedi tumorok névekedése
lathato, a szines nyilak jelzik a fiziologids sooldattal torténd kezeléseket (bal felso dabra).
DOX1-10 elnevezésii gorbék, a doxorubicinnal kezelt dllatokban az egyedi tumornéovekedést
mutatjdk, az elnevezés a kezelésre és az adott dllat szamara (1,2,3,5,6,8,9,10) utal. A
doxorubicin kezelést a fekete nyilak jelzik (5mg/kQ), az x tengelyen az idd (napok) lathato.
[155]

50



DOI:10.14753/SE.2021.2428

A PLD kezelés hatdsara a tumorméret csokken, megnovelve ezzel a relapszus-mentes és a
teljes talélést. PLD kezelésre tizbol 6t esetben kialakult részleges (PLD3, 8, 10) vagy teljes
drog rezisztencia (PLD1, 7) (8. dbra). Kutatocsoportunk kimutatta tovabba a drog rezisztens
(DOX és PLD esetén is) tumorokban a P-glikoprotein fehérjét kodolo Abcbla és Abcbhlb
gének fokozott expressziojat [155].
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8. dbra PLD kezelés hatdsdra a tumor térfogata csokken, rezisztencia a vizsgalt tumorok
felében alakult ki. A PLD kezeléseket (8 mg/kg) a fekete nyilak jelzik, az x tengelyen az idé
(napok) lathato. [155]
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PLD hatékonysaganak megértése céljabol megvizsgaltuk a két vegyiilet farmakokinetikai
tulajdonsagait. A doxorubicin formulécidja révén létrehozott PLD lehet6vé tette a 60%-kal
magasabb MTD alkalmazasat, amely igy a beadast kdvetdéen 35-szO6r nagyobb maximalis
csucs koncentraciohoz vezetett a beadas utan 5 perccel (DOX koncentracio 885.67 + 240
ng/ul, illetve PLD koncentracié 31600 + 6023 ng/ul) (9. dbra). A beadast kovetéen a DOX
szintje hamar csokkenni kezdett, mig a PLD koncentraciéja még 7 napon keresztiil olyan
érték ~2600-szor magasabb volt a PLD esetében, mint a DOX-nal (4.47x107 vs 1.7x10*

ngxh/ml). A PLD tehat magas koncentracioban adhato és hosszl ideig marad a keringési

rendszerben.
DOX 5mg/kg iv. PLD 8 mg/kg iv.
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9. dbra 4 DOX és a PLD szérumkoncentracioja. Az egerek DOX (5 mg/kg) vagy PLD
(8mg/kg) kezelését kaptak (0 ora) majd a kiilonbozo kezeloanyagok szérumkoncentrdcioit
az adott idépillanatban tomegspektroszkopia révén hataroztuk meg. A pontok 3 kiilonbozo
meérés atlagat jelolik + SD. [155]
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5.2. Rezisztencia vizsgdalata Brcal™; p53” egér emiétumor sejtvonalon

Munkénk soran a kovetkezd célunk a Brcal”"; p537 tumorokban kialakuld ciszplatin
rezisztencia vizsgalata volt. A ciszplatin, széleskérben alkalmazott platina alapa
kemoterapids szer, melyet BRCA1 mutaciot hordozé tumorok kezelése soran is hasznalnak.
Mig a klinikumban, a human BRCA1-hidnyos emlétumorok ciszplatin kezelése a kezdeti
sikereket kovetéen, szinte minden esetben rezisztencidhoz vezet, addig a Brcal™; p53™
egérmodellen végzett korabbi kisérletek soran nem sikeriilt ciszplatin rezisztenciat
kialakitani [133]. A ciszplatin rezisztencia molekularis hatterének feltarasahoz a Brcal™;
p537 egér emlétumorbol sejtvonalat alapitottunk, melyet karakterizaltunk, majd, egysejt
klonok Iétrehozasaval kialakitott homogén populacié révén lehetdséget teremtettiink a
ciszplatin kezelés hatasara kialakulo genetikai valtozasok részletes tanulmanyozasara teljes

genom szekvenalas altal. A munkafolyamatot a 10. abra foglalja 6ssze.
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spontan kialakulé Breal-~;p53-~emlétumor
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10. d@bra K14cre; Brcal™'F;p537F egérmodellbél szarmazoé Breal™; p537 egér emlétumor
alkalmazasara épiilo kisérleti rendszeriink sematikus osszefoglalo abrdja.
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5.2.1. Brcal™; p537 egér emiétumor sejtek és egér csontveldi mesenchymalis Gssejtek

izolaldsa
A ciszplatin rezisztencia molekularis hatterének vizsgalatahoz az elsé 1€pés a stabil sejtvonal
létrehozasa volt. A sejtek izoldlasahoz, az ortotopikus transzplantacid révén létrehozott,
Brcal™; p537 emlétumorok 20-30 nap elteltével elérték a 200 mm?® méretet, ekkor az
allatokat eutanaziaban részesitettiik, a tumorokat kimiitottiik. A tumorokat nagyjabél 5 mm?®-
es darabokra vagtuk, majd kollagenazt és diszpazt tartalmazé emésztd médiummal (DMEM)
37°C-on, folyamatos vortexeléssel emésztettiik, majd a sejtszuszpenzidt tenyészté edényben
szélesztettiik.
A le nem tapado sejteket médiumcserével eltavolitottuk. A kezdeti heterogén sejtpopulaciéd
egyarant tartalmazott nagyobb méretii, fibroblaszt-szerli morfol6giat mutatd stroma sejteket
és kisebb, gyorsan o0sztodo tumorsejteket. 3-4 hét elteltével homogén, tumorsejteket
tartalmazoé kultarat kaptunk (11. dbra). Az izoldlt tumorsejteket szerettik volna
Osszehasonlitani egészséges egér sejtekkel, ezért mesenchymalis 6ssejteket (MSC) izolaltunk
vad tipustt FVB egerek csontveldjébdl (lasd Anyagok és Modszerek). Az izolalt MSC-k
100% konfluencianal kisebb denzitasban kiteriild, hosszii nytlvanyokat képezd sejtek (11.

abra).

Primer tumorsejt kultara Egér csontvel6i MSC
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11. dbra Primer Brcal™; p53” tumorsejt kultira (3 hét tenyésztést kovetéen) és az egér
csontveldi mesenchymalis dssejtek morfologidja (Giemsa festés).
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5.2.2. Az izolalt egér csontveldi mesenchymalis dssejtek jellemzése

Az MSC-k izolalasat a Peister és munkatarsai [146] altal leirt modszerrel végeztiik (lasd
Anyagok és Modszerek). A mesenchymalis stroma sejtek meghatarozasara 2006-ban az
International Society for Cellular Therapy (ISCT) harom kritériumot fogalmazott meg [156]:
a sejtek a tenyésztéedény aljahoz kitapadva novekednek (adherensek) és fibroblaszt-szerti
morfoldgiat mutatnak; CD44, CD73, CD90 és CDI105 expressziot mutatnak, de nem
hordoznak semmilyen, vérképzo 6s- és elddsejtekre, a kiilonbozé vérsejtfejlédési sorokra,
illetve az endotél sejtekre jellemzd felszini markereket; valamint csont-, porc- és zsirsejtekké
egyarant képesek differencialdodni in vitro [156]. A human MSC-kre meghatarozott
kritériumok az egér sejtekre is alkalmazhatok, annyi kiilonbséggel, hogy az egér MSC-k
marker mintazata a humanétol eltéré [157]. Az altalunk izolalt egér MSC-k mianyagra
letapadtak és osztodtak, nem expresszalnak FLK1(VEGFR?2) endothel sejt markert, F4/80
makrofag markert és CD90.1 T-limfocita markerre is negativak, pozitivitast mutatnak viszont
a kovetkezdékre: Sca-1 (Ossejt antigén-1), CD24, CD44, CD73 (4. tdbldzat). Valamint

képesek differencialodni zsir- és csontiranyba (12. abra).

4. tablazat Egér MSC-k marker mintazata.

Vizsgalt markerek

CD44 CD90.1 CD24 CD73 FLK1 F4/80 SCAl1 CD146
MSC + - + + - - + -
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Egér csontveléi MSC kultarak

Csont iranyt differenciacio Zsir iranyu differenciacio

12. dbra Az egér MSC kultira in vitro csont és zsirsejt iranyu differencidcidja. A csont
iranyu differencialtatott MSC kulturdkban a felhalmozodo kalciumot Alisarin Red festéssel
mutattuk ki (bal oldali kép), a zsirsejt iranyba differencialtatott MSC-ben a kialakulo
lipidcseppeket a pedig Oil Red O festékkel tettiik lathatova (jobb oldali kép).

5.2.3. Brcal™; p53” egér emiétumorbdl stabil sejtvonal (CST) létrehozdsa

A tumorsejt kultarat, mely a kovetkezd honapok soran folyamatosan osztodo, stabil
sejtvonalla valt, a CST-nek neveztiik el. A CST sejtek morfologidja a primer tenyészetéhez

képest eltérd, a sejtek mesenchymalis sejtekre jellemz6 morfologiat mutatnak (13. abra).

CST sejtvonal

13. d@bra CST sejtvonal morfologidja (reprezentativ foto). A képek 10x objektivvel, Eclipse
TS100 inverz mikroszkoppal késziiltek.
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5.2.4. A CST sejtek genetikai hatterének igazolasa

crer

hiszen az eredeti tumor a Brcal és a p53 delécioja kovetkeztében alakul ki. A delécio tovabba
a kondicionalis génkiiités kovetkeztében szdvetspecifikus, a CK14" hamsejtekben torténik
meg. A detektalashoz 4 kiilonb6zd primert hasznaltunk. A PCR-t kdvetden a mintakat 1%
agaroz gélen futtatva a P1-P4 primerek 594bp hosszusagu terméke a deletalt Brcal allél
jelenlétét igazolta a CST sejtekben, mig a kontrollként hasznalt MSC sejtekben a vad tipusu
Brcal, a P1-P2 primerek 390bp hossza terméke volt kimutathato (14. dbra).

M  MSC CST

!

S €— 594bp
— <— 390bp

14. dbra A CST sejtvonal Brcal deléciot hordoz. A CST sejtekben a deletalt Brcal allél
jelenlétét a hosszabb 594bp hosszusagu primer termék igazolta, mig a kontrollként hasznalt

eger csontveloi MSC sejtekben (MSC) a rovidebb (390bp) primer termék volt kimutathato,
mely a vad tipusu Brcal jelenlétét jelzi. M — marker.

5.2.5. 4 létrehozott Breal™; p537 (CST) sejtvonal karakterizdlasa

s

sejtvonalak karakterizaldsa soran azt vizsgaltuk, hogy a CST sejtek milyen mértékben
Otvozik a tumorsejtek jellemzdit (gyors osztodas, invaziv fenotipus stb.), a mesenchymalis
sejtek tulajdonsagaival (mesenchymalis markerek, motilitds). A CST karakterizalas soran
kontrollként human (MCF7, MDA-MB-231) ¢és egy egér (4T1) emlétumor sejtvonalat is

vizsgaltam.
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5.2.5.1. A CST sejtek a tumorsejtekre jellemzéen gyorsan osztodnak

A CST sejtek novekedését két kiilonb6zé modszerrel is megvizsgaltuk. A
kétszerezési id6 (DT: doubling time) kiszamitasahoz a sejteket 6-lyuku lemezre iiltettiik ki,
majd a masodik naptol kezdve naponta megszamoltuk (15. dbra A). A CST sejtek
kétszerezddési ideje 34 ora. A konfluencia valtozas megallapitasara videdmikroszkopia
alapjan novekedési gorbét vettiink fel és megallapitottuk, hogy a human emlétumor
sejtvonalakhoz képest, amelyek 72 ora alatt alig érték el a 25%-0s konfluenciat a CST sejtek
gyors osztodasuk révén 3 nap alatt elfoglaltak a rendelkezésre allo teret (15. dbra B). A 4T1

sejtek szintén gyorsan osztodtak.

A B
8 - CST 100- - 471
- CST
~ 64 g 754 - MCF7
= E - M]’;A—MB—
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E
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15. abra CST sejtek novekedési gorbéi. A) CST sejtek novekedésének gorbéje sejtszamolas
révén. B) CST sejtek novekedésének 6sSzehasonlitasa human (MCF7, MDA-MB-231) és egy
eger (4T1) emlotumor sejtvonalakkal videomikroszkopia segitségével szamitott konfluencia

alapjan 72 oran keresztiil. Videomikroszkop: JuLi Stage Real-Time Cell History Recorder
(NanoEnTek).

5.2.5.2. A CST sejteket fokozott motilitas jellemzi

A CST sejtek motilitasanak vizsgélatara sebgyogyulds (wound healing) esszét hasznaltunk,
mely soran egy vékony vonalat karcolunk a konfluens sejttenyészetbe és 24 6ran keresztiil
video mikroszkép segitségével detektaltuk a karcolt ,,seb” méretének valtozasat. A CST

sejtek fokozott motilitasat human mesenchymalis emlétumor sejtvonalhoz (MDA-MB-231)
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hasonlitva igazoltuk. A CST sejtek 24 o6ra alatt a karcolt teriiletre vandoroltak, amely
sebzarddashoz vezetett, mig az MDA-MB-231 sejtek esetében 1 nap alatt a ,,seb” mérete

50%-ra csokkent (16. dbra).

Sejtvonalak

CST MDA- MB-231

naerry

-~ CST

MDA-MB-
231

Seb mérete (%)
[
(=]
1

o

Ido (6rak)

Eltelt id6 (6ra)

16. dbra A CST sejteket fokozott motilitas jellemzi. A sejtek motilitdasat videomikroszkopia
segitségevel vizsgaltuk. A konfluens CST és MDA-MB-231 konfluens tenyészeteibe karcolt
,sebrol”  fényképet készitettiink, majd a , seb” méretének csokkenését dabrazoltuk.
Videomikroszkop: JuLi Stage Real-Time Cell History Recorder (NanoEnTek).

5.2.5.3. A CST sejtvonal genomjaban nagyszamu kettos szalu DNS torés mutathato ki
A DNS kettés lanctorések kimutatasara foszforilalt-H2AX fehérje (y-H2AX)

immuncitokémiai kimutatasat, majd kvantifikalasat végeztiik el. A DNS két szalat érintd
torés esetétn a H2AX (H2A hiszton valtozata) C-terminalisanak 139-ik szerinjén
foszforilalodik és a torés helyén fokuszokba tomoril [158], igy a y-H2AX fokuszok
mennyisége, a kettds szala torések szamaval Osszefiiggésbe hozhato. A y-H2AX fokuszok

magas szama detektalhato a CST sejtekben, amely a HR hianyaval, igy a kettds szala DNS
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torések felhalmozodasaval magyarazhato (17. abra). A CST sejtekben az MCF7 és a 4T1
sejtekben mérthez képest szignifikdnsan magasabb volt a fokuszok szama, mig az MDA-

MB-231 sejtekben kimutatott nagy szamu y-H2AX fokusz a p53 mutaciéval magyarazhatd
[159].
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17. dbra A CST sejtekben magas a y-H2AX fokuszok szama a vizsgalt sejtvonalakhoz
képest. A) y-H2AX (zold) immuncitokémiai jelélése CST, MCF7, MDA-MB-231 és 4TI
sejtekben. Sejtmag jeloléese DAPI-val (kék) tortént, mérce = 20um. B) A y-H2AX fokuszok
(zold) CST sejtmagokban (DAPI — kék). 15x nagyitott kép. C) A y-H2AX fokuszok szamanak
kvantifikalasa CST, MCF7, MDA-MB-231 és 4T1 sejtekben. A fokuszok szamszeriisitését
ImageJ FindFoci alkalmazdsaval végeztiik. Az oszlopok a fokuszok atlagat + SEM mutatjak,
a pontok az egyedi fokusz szamokat/sejtmag. A statisztikai analizihez Student’s unpaired t-
tesztet vegeztiink, **: p < 0,01 és ****: p < 0,0001.
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5.2.6. A CST sejtvonal instabil genommal rendelkezik és BRCA1-hianyos sejtekre jellemzo

mutdcios mintdazatot mutat

Teljes genom szekvenalas révén tovabbi bizonyitékokra tettiink szert a CST
genomjanak instabilitasat illetéen. A genomi DNS preparalasat a CST-bdl Iétrehozott egysejt
klonbol végeztiik, a szekvenalas Illumina HiSeq X Ten késziilékkel tortént (atlag lefedettség
32). 125415 pont mutaciot, 383672 indelt azonositottunk. FVB egér genomjaval
Osszehasonlitva a CST genomot, kimutattuk a SNV-k magas szamat és a gyakori kopiaszam
valtozast (copy number variations = CNV) (18. dabra A, B). Az SNV-k tovabbi analiziséhez,
a mutacids spektrum meghatarozasahoz a daganatokra jellemzd szomatikus mutéaciokat
tartalmazd adatbazist, a COSMIC-ot hasznaltuk. Megallapitottuk, hogy a HR elégtelen
mitkodésére jellemz6 mutacios mintazatok (signature) [160] jelen vannak (signature 3 és
signature &), akdrcsak a kiilonb6z6 tumorokban, koztiikk emldrdk esetében is kimutathato,

oxidativ stresszt jelentd signature 18 (18. abra C).
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18. abra CST sejtek genom analizise. A) Heterozigota mutaciok triplet bazisszubsztitiicios
spektruma CST sejtben. B) Kopiaszam vdaltozdas és kromoszoma instabilitas a 10-€S
kromoszoman. C) Mutdcios mintazatok a CST-ben, a COSMIC adatbazis alapjan,
heterozigota (1) és homozigota (2) SNV-k esetében.

5.2.7. A CST sejtek drog érzékenysége a Brcal-hianyos sejtekéhez hasonlo

A CST sejtek drog érzékenységét in vitro citotoxicitdsi esszével teszteltiik, majd a
PrestoBlue esszével megallapitott ICso értékeket a szakirodalomban megtalalhaté maximalis
plazma koncentracidkkal vetettiik Ossze (5. tabldzat). A tesztelt vegylletek kiilonb6zo
hatasmechanizmussal rendelkezd kezeldanyagok koziil keriiltek ki: topoizomerdz gatlok
(SN38, doxorubicin, etopozid, epirubicin), mikrotubulus miikodését befolyasold vegyiiletek

(paclitaxel), antimetabolitok (gemcitabin), platina vegyliletek (ciszplatin) és négy PARP

63



DOI:10.14753/SE.2021.2428

inhibitor (olaparib, veliparib, talazoparib, rucaparib). A CST sejtek az Osszes tesztelt
vegyiiletre érzékenynek bizonyultak (az IC50 értékek 0.02-1.2uM kozott voltak), Brcal-
hidnyuk miatt a vartnak megfelelden a platina vegyiiletek koz¢ tartozé ciszplatinra és a PARP

inhibitorokra nagyobb érzékenységet mutattak.

5. tdablazat CST sejteken vizsgdlt kemoterdpias szerek 1Csy értékei és maximalis
plazmakoncentracidja [161-163].

Tesztelt 1Cs0 Cmax
vegyiiletek (uM) (uM)
Doxorubicin 0.2 6.73
Ciszplatin 1.1 14.40
Epirubicin 0.1 16.60
Paclitaxel 1.2 4.24
Etopozid 0.2 33.40
SN38 0.01 0.14
Gemcitabin 0.1 89.30
Olaparib 0.5 13.10
Veliparib 4.4 7.04
Rucaparib 0.2 6.00
Talazoparib 0.007 0.036

5.2.8. A CST sejtek tumorképzo potencialjanak vizsgalata

A CST sejtek tumorképzd potencialjat megvizsgaltuk hetero- €s ortotopikus transzplantaciod
révén is. A CST sejteket (1.5 x 10°) szarmazasi szovetiikt6l eltérd és azzal megegyezé helyre
GFP-t expresszalo FVB egér (FVB.Cg-Tg(CAG-EGFP)B5Nagy/J bore ala (subcutan (SC))
¢s eml6jébe (intramammary (IM)) is beiiltettiik. A CST sejtek a beiiltetés helyétol
fiiggetlentil, 100% tumorigénnek bizonyultak. A kialakulé tumorok ndvekedését a 19. dbra

mutatja.
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CST sejtek tumorképzo potencialja
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19. dbra A CST sejtek a beiiltetés helyétol fiiggetleniil megorizték tumorképzo
potencidljukat. CST sejtek GFP-t expresszalo FVB egér emldjébe (IM) és bor ala (SC)

tiltetve is tumort hoztak létre. A gorbék a tumor térfogatanak valtozasat mutatjak az ido
fliggvényében, az adatok a tumorméretek atlagat + SEM mutatjdk, n=35.

5.2.9. A CST sejtekbdl kialakulo tumorok ciszplatin kezelés hatasara rezisztenssé valnak

Human betegek esetében ciszplatin kezelés hatasara az esetek nagyrészében kialakul
a rezisztencia, ezt azonban a Brcal™” p53"' tumorok esetében nem sikeriilt reprodukalni. A
CST sejtvonal megalapitasaval lehetdségiink nyilt arra, hogy Brcal”; p537 tumorsejtbdl
kialakulo tumorokon teszteljiik a ciszplatin hatasat, és az esetlegesen kialakul6 rezisztencia
mogott allo genetikai és epigenetikai folyamatokat is feltarhassuk. A CST sejtekbdl egysejt
klonokat hoztunk 1étre majd GFP-t expresszalo FVB egerekben, emlétumorok kialakuldsat
indukaltuk, a tumorokat pedig a Rottenberg ¢s munkatarsai altal hasznalt protokoll [133]
alapjan MTD ciszplatinnal kezeltiik. Az egysejt klonokbol kialakulé CST tumorok (1, 2, 3)
8 illetve 6 ciszplatin kezelés hatasara rezisztenssé valtak (20. abra). A 6 kezelésben részesiilo
2-es 4llat tumordnak mérete ugyan nem érte el a 2000 mm?3-t viszont az allat testsilya

folyamatosan csokkent, ezért dontottiink a terminalas mellett.
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20. dabra Ciszplatin rezisztencia kialakulisa CST egysejt klonbol Iétrejovi
emlétumorokban. A CST egysejt klon felszaporitdsat kovetGen 1.5 x 10° sejtet iiltettiink be
GFP-t expresszalo FVB egerek emloszovetébe, majd 6 mg/kg ciszplatinnal kezeltiik az
allatokat. A tumorok 8 (1-es, 3-as) illetve 6 (2-eS) kezelés hatasdra rezisztenssé valtak
ciszplatinra. A kezeléseket a fekete nyilak jelzik. (Hamori et al., elokésziiletben)

A ciszplatin rezisztens CST tumorokat ezutan miitéti uton eltavolitottuk, az allatokat
pedig eutanazidban részesitettilk. Az in vivo ciszplatin kezelés hatasara rezisztenssé valt
tumorokbdl primer kultarat hoztunk létre €s in vitro citotoxicitasi esszével bizonyitottuk,
hogy a ciszplatin terdpidra mar nem reagald tumorokbol alapitott sejtvonalak in vitro

koriilmények kdzott is megtartottak ciszplatin rezisztenciajukat (21. dbra).
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21. abra Ciszplatin koncentrdcio-hatas gorbéje ciszplatin rezisztens (CP rezisztens) és
szenzitiv (CP szenzitiv) sejteken. (Hamori et al., elokésziiletben)

A kialakult ciszplatin rezisztencia mogott allo molekularis mechanizmusok
tanulmanyozasara, amennyiben azokat mutacid okozza, genom szekvenalds révén
lehetdségiink nyilik. Létrehoztunk tehat egy 0j, in vivo indukalt ciszplatin rezisztencia
modellt, mely lehetdséget biztosit a ciszplatin rezisztencia tovabbi vizsgalatara a késébbi

kutatasok soran.
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5.3. Az EMT-MET vizsgalata a létrehozott CST sejtvonalon

A rezisztencia kialakuldsaban jelentOs szerepet jatszik a tumorsejtek plaszticitasa. A
CST sejtek mesenchymalis morfologiaja, fokozott motilitasa, tumorképzé potencialjanak
meglrzése, osztddd képessége, valamint a genetikai instabilitdis mind arra engednek
kovetkeztetni, hogy a CST sejtek dssejtekre jellemz6 tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy
akar differencidlodni is képesek, illetve MET révén akar az eredeti, epithelialis sejtekre

jellemzd morfoldgiat is visszanyerhetik.

5.3.1. A CST sejtek mesenchymalis markereket expresszalnak

A CST sejtek mesechymalis karakterisztikdjanak tovabbi igazolasa céljabol,
immuncitokémia segitségével megvizsgaltuk a CST sejtek expresszidos mintazatat. A
vizsgalatokat human és 4T1 egér eml6tumor vonalakon is elvégeztiik, Cadherin-1 (Cdhl)
mas néven E-cadherin hémsejtekre jellemzc’i marker expressziét a CST sejteken nem tudtunk

e ey

(22. abra).

MDA- MB-231 MCEFE7

Cdhl

Chdl + DAPI

22. dbra A CST sejtek nem expresszdalnak E-cadherint. E-cadherin (Cdhl - piros)

immuncitokémiai jelolése CST, MCF7, MDA-MB-231 és 4TI sejtekben. Sejtmag jelolése
DAPI-val (kék) tortént, mérce = 20um.

68



DOI:10.14753/SE.2021.2428

Mesenchymalis sejtekre jellemzd intermedier filamentum, a vimentin expresszidja

ugyanakkor detektalhaté volt a CST és az MDA-MB-231 sejtekben is (23. dbra).

MCF7

MDA- MB-231

Vim

Vim + DAPI

23. dbra A CST sejtek mesenchymalis sejtekre jellemzé markert, vimentint expresszdlnak.
Vimentin (Vim - zéld) immuncitokémiai jelolése CST, MCF7, MDA-MB-231 és 4TI
sejtekben. Sejtmag jelolése DAPI-val (kék) tortént, mérce = 20um.

Megvizsgaltuk tovabba két epithelialis sejtekre jellemzd intermedier filamentum, citokeratin

8 (CKS8) ¢és 14 (CK14) jelenlétét is CST sejtekben. CK8 expresszidt érdekes modon a
sejtmagban észleltiink (24. abra).
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CST

CK14
CKS8

CK14 + DAPI
CKS + DAPI

24. abra CST sejtek citokeratin expresszidja. Imnmuncitokémiai jelolés alapjan a citokeratin
14 (CK14) fehérje expresszio a CST sejtek citoplazmdajaban kimutathato, citokeratin 8 (CKS)
viszont a sejtmagban lokalizalodik. Sejtmag jelolése DAPI-val (kék) tortént, mérce = 20um.

CST sejteken elvégeztiik az E-cadherin, vimentin, CK8 és CK14 mRNS szintjeinek a
vizsgalatat is, az expresszios szintek kiszamitasdhoz 4T1 sejtet hasznaltunk kontrollnak. A
kvantitativ Real-Time PCR eredményei az immuncitokémia soran megfigyeltekkel
egybecsengtek, a CST sejtekben a vimentin és a CK 14 expresszid detektalhato volt, mig E-
cadherin és CK8 nem (25. dbra).
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25. dbra Az E-cadherin, a CK8, a CK14 és a vimentin mRNS expresszioja CST sejtekben.

A CST sejtek nem expresszalnak E-cadherint és CK8-t, CK14 és vimentin expresszio azonban
kimutathato.

5.3.2. A CST sejtek differenciacios képességgel rendelkeznek

A ham eredetli tumorsejtek mesenchymalis fenotipusa mdogott korai EMT allhat.
Szakirodalmi adatok alapjan az EMT révén létrejott sejtek és az MSC-k, marker mintazatukat
tekintve szamos egyezést mutattak [164, 165]. Ennek vizsgalata céljabol 6sszehasonlitottuk
a CST sejtek marker mintazatat a kordbban bemutatott, vad tipusi FVB egér csontveldjébdl

izolalt MSC-kével. Ez alapjan a CST sejtek expresszios mintazata az MSC-kel megegyezett,
kivéve a CD146 expressziot (6. tabldzat).
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6. tablazat CST és MSC sejtek marker mintazata. (Hamori et al., elokésziiletben)

Vizsgalt markerek
CD44 CD90.1 CD24 CD73 FLK1 F4/80 SCAl CD146
MSC + - + + - - + _
CST + - + + - - + +

A marker mintazat arra utal, hogy a CST sejtek rendelkezhetnek 6ssejt tulajdonsagokkal.
Ennek a feltevésnek a tovabbi igazolasa céljabol a CST sejteket differencialtattuk. A CST
sejtek zsir- és csont iranyba is képesek voltak differencialodni. Emellett a primer CST

tenyészetben spontan csontiranyu differenciaciojat is sikeriilt detektalnunk (26. dbra).

differencialtatd medium

csont

CST

26. abra CST sejtek csont és zsirsejt iranyu differencidcidja. A CST sejtek differencidltatasa
az MSC-ken végzett protokoll alapjan tortént, csont iranyu differencialtatott CST
kulturakban a felhalmozodo kalciumot Alisarin Red festéssel mutattuk ki, a zsirsejt iranyba
differencialtatott MSC-ben a kialakulo lipidcseppeket a pedig Oil Red O festékkel lathatova
tettiik. (Hamori et al., elokésziiletben)

Megvizsgaltuk tovabba a CST és az MSC sejtek citokin expressziojat ELISA esszé
segitségével (IL-1A, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17A, IFNy, TNFa, G-CSF,
GM-CSF). A CST sejtek és a mesenchymalis 6ssejtek citokin expresszidja is hasonlonak
bizonyult, csupan két citokinben talaltunk jelentds eltérést, a G-CSF (immunsejtek érésére
hato citokin) és IL-6 (gyulladast elésegitd hatast citokin) szint magasabb volt CST sejtekben
(27. dbra).
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21. abra Citokin szintek vizsgalata CST és FVB CSV MSC sejteken ELISA esszével. Y
tengely OD450 = optikai denzitas 450 nm hullamhosszon mérve, x tengely a kiilonbozd
citokinek, a diagram egy mérés alapjan késziilt. (Hamori et al., el6késziiletben)

5.3.3. A CST sejtek képesek mesenchymalis-epithelialis atalakulasra

A CST sejtvonal tenyésztése soran idordl-idére megfigyeltiink epithelialis telepeket (28.
abra). A telepek a sejtek fenntartidsa sordn megjelentek, passzalast kovetden is
megmaradtak. A jelenség, amelyet detektaltunk, a mesenchymalis-epithelialis atalakulas
(MET), amely a sejtek normal koriilmények kozt tartdsa soran végbement és a CST sejtek

plasztikussagéanak igen erds bizonyitékaul szolgalt.
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Epithelialis morfologiat mutaté CST sejtek

28. abra CST sejtek epithelialis morfologidja. A képek 10x objektivvel, Eclipse TS100 inverz
mikroszkoppal késziiltek. (Hamori et al., elokésziiletben)

Immuncitokémiai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a kultirdban egyszerre van jelen

[ SN4

expressziot mutatott, mig az azt koriilvevd mesenchymalis sejtek tovabbra is vimentin

pozitivok voltak (29. abra).
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CST

Vim Cdhl Chdl + Vim +
DAPI

29. abra CST sejtek tenyésztése sordn egyidejiileg vannak jelen E-cadherint expresszallo
epithelialis sejtek és vimentin-pozitiv mesenchymalis sejtek. CST sejtek immuncitokémiai

jelolése, E-cadherin (Cdhl — piros), vimentin (vim- z6ld) és DAPI, mérce = 100 um. (Hamori
et al., elokesziiletben)
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5.4. Brcal™ p537 tumorok genetikai médositisa CST sejtvonal lentivirdlis transzdukcidja

révén
5.4.1. Fluoreszcens fehérjét expresszalo CST sejtek létrehozdsa és karakterizalasa

A CST sejteket fluoreszcens fehérjét (GFP vagy mCherry) kodold lentivirus vektorral
(pPRRL-EF1-eGFP-WPRE vagy pRRL-EF1-mCherry-WPRE) fert6ztiikk meg. A fluoreszcens
fehérjét kifejezo sejtek aranyat FACS segitségével ellendriztiik, majd annak érdekében, hogy
a fluoreszcens fehérje expresszid 100% legyen a sejteket kétszer szortoltuk (30. dbra). Az
expressziot ezutan konfokalis mikroszkoppal is ellendriztiik. Az igy eldallitott CST-GFP ¢és
CST-mCherry sejteket tovabbi vizsgalatokra alkalmasnak bizonyultak, a fluoreszcens fehérje

expresszio stabil volt.

Szortelott  Szort utan CST

CST-GFP

CST-mCherry

-

i R R R B By M il | |, e P
10 10° 10° 10° 0° 00 10w

) :Inﬂlr;;(n;.,' e
A ey

mCherry mCherry

30. dbra Lentivirdlis transzdukcioval elddllitott CST-mCherry és CST-GFP sejtek
fluoreszcencidjanak ellendrzése. A fluoreszcens tumorsejtek szortolasa révéen 100%

GFP/mCherry populdciot kaptunk. A fluoreszcenciat tovabba konfokalis mikroszkoppal is
ellenoriztiik. Mérce = 20um.

A CST-GFP és CST-mCherry sejteket az alap sejtvonalhoz hasonl6an karakterizaltuk, annak

érdekében, hogy megbizonyosodjunk roéla, hogy a lentiviralis transzdukcié nem véltoztatta
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meg a sejtek tulajdonsagait. A parentalis CST sejtvonalhoz hasonloan a fluoreszcens fehérjét
expresszalo CST sejtek is pozitiv festddést mutattak vimentinre, €s negativak voltak E-
cadherinre. Novekedési gorbéjiikk és motilitasuk a CST sejtvonaléhoz hasonld volt és a
YH2AX fokuszok szama sem tért el szignifikansan (31. dbra). A genetikai modositas tehat
nem befolyasolta a CST sejtek tulajdonségait.

A B
CST-GFP CST- mCh

-»- CST
= CST-GFP
-+~ CS-mCh
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31. dbra Lentivirdlis transzdukcioval elddllitott CST-GFP és CST-mCherry sejtek
karakterisztikaja a parentdlis sejtvonaléval megegyezo. A) Immuncitokémiai vizsgalat
alapjan CST-GFP és CST-mCherry sejtek is vimentin-pozitivitast mutatnak, de nem
expresszalnak E-cadherint. B) Novekedési tulajdonsdagaik az eredeti sejtvonaléhoz hasonlok.
C) Sebgyogyulasi esszéeben CST-GFP és CST-mCherry sejtek a parentalis sejthez hasonlo
motilitast mutatnak. A ,,seb” mérete %o-ban az eltelt ido fiiggvényében. D) A y-H2AX fokuszok
szama alapjan a genetikai modositas nem okozott tobb DNS kettds szdl torést a fluoreszcens
fehérjét expresszalo CST sejtekben.
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5.4.2. A CST-mCherry sejtek megtartottak tumorképzo potencialjukat

A karakterizalast kovetden a CST-mCherry sejtek tumorképzd potencidljanak vizsgélata
céljabol GFP-t expresszald FVB egér emldszovetébe iiltettiik a sejteket. A CST sejtekhez
hasonléan az mCherry-t expresszalo sejtek is tumort képeztek az emldben, ugyan az CST-
mCherry sejtekbdl kialakuld tumorok lassabban novekedtek, a kiilonbség nem szignifikans
(32. dbra).

CST és CST-mCherry sejtek ortotopikus
tumorképzd potencilja

1000+ -~ CST-mCh IM

— - CSTIM
=
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{=)]
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£
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'_

25 30 35 40 45

Id6 (napok)

32. abra CST és CST-mCherry (CST-mCh) sejtek ortotopikus tumorképzd potencidljanak
vigsgalata. A CST és CST-mCh sejtek tumorigén hatasanak vizsgalata céljabol 1.5 % 106
sejtet iiltettiink be GFP-t expresszalo FVB egerek emldszévetébe (IM). Az adatok a
tumorméretek atlagat £ SEM mutatjak, n=>5.

5.4.3. A CST-mCherry sejtek megdrizték drog érzékenységiiket, igy a modell alkalmas a
ciszplatin kezelés hatdsdra bekovetkezd, az mCherry™ tumorsejtek és a mikrokornyezet

kélcsonhatasat érintd, valtozasok tanulmanyozasara

A lentiviralis transzdukcié révén genetikailag modositott és karakterizalt Brcal™;
p537  tumorsejtek lehetévé teszik a tumorsejtek és a mikrokdrnyezet kapcsolatinak

vizsgalatat, akar kezelés hatasara kialakul6 rezisztencia soran is.
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A CST-mCherry sejtek GFP-t expresszalo FVB egérbe iiltetése révén lehetdségiink
nyilt a tumor és a stroma sejtek egyidejl vizsgalatara. A kezeletlen kontroll tumorok 60 nap
elteltével elértek a kritikus méretet, igy az allatokat eutanazidban részesitettiik és a tumorokat
eltavolitottuk, majd tovabb vizsgaltuk. A tumorsejtek ¢és stroma sejtek aranyanak
megallapitdsdhoz a tumorokbdl enzimatikus emésztés révén sejtszuszpenzidt hoztunk 1étre
¢s a sejteket FACS segitségével szortoltuk. A szortolds eredményeként kaptunk egy mCherry
pozitiv tumorsejt populaciot és egy GFP pozitiv populaciot, mely a host (GFP* FVB egér)
sejtjeit tartalmazta (33. dbra). A GFP pozitiv sejtek egyértelmiien stroma sejtek, a korabban
FVB egér csontveldjébdl izolalt MSC-hez hasonldé morfolégiat mutatnak, nagy méreti,
elteriil sejtek, melyek lassan osztodnak. A tumorsejtek ezzel szemben joval kisebbek,
gyorsan osztodnak. A tumorsejtek megdrizték fluoreszcens fehérje expressziojukat, valamint

morfologiajuk sem valtozott.

Fénymikroszkop Videomikroszkop (JuLi Stage)

BF+RFP RFP/GFP

| -
’ -

33. dbra A CST-mCh* tumorsejtek és a GFP* stromasejtek szortoldst kévetéen. A tumor
FACS adltal torténo szétvalogatasa utan az mCherry-pozitiv CST sejtek és a GFP-pozitiv

erer

CST-mCh”

GFP *
stroma sejtek

um. BF — ateso fény, REP —voros fluoreszcens csatorna, GFP — zéld fluoreszcens csatorna.
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Az izolalt sejtek egy részét szortolas nélkiil tenyésztettiik tovabb. A kokultirdban a
tumorsejtek és a stroma sejtek egy ideig egylitt novekedtek, ezalatt a stroma sejtek
fészekszerli struktirakat hoztak 1étre (34. dbra). Passzalassal azonban a stroma sejtektol a
kultira nagyjabol két hét alatt megtisztithatd, a megtisztitott mCherry-pozitiv tumorsejt
kultara ezutan hetekig fenntarthatd. A szortolast kovetden a stroma sejtek és a tumorsejtek

monokultaraban hetekig tenyészthetok.

CST-mCh" tumorsejtek és GFP' stroma sejtek

merge

34, dbra A CST-mCherry tumorokbol Iétrehozott primer kultura GFP-pozitiv
stromasejteket tartalmaz. Képek Juli Stage hasznalataval késziiltek, mérce = 500 um.

A GFP-t expresszalé FVB egerek eml8szdvetébe iiltetett CST-mCherry sejtekbdl (1.5 x 108

3

sejt) kialakuldo tumorokat, amikor azok elérték a 200 mm® mérethatart, maximalisan

toleralhatdo dozisu (6 mg/kg) ciszplatinnal kezeltiik. A kezelést 14 naponta ismételtiik,

80



DOI:10.14753/SE.2021.2428

amennyiben azonban a tumorok mérete 200 mm?® ald csokkent, csak akkor kaptak Gjabb
kezelést, ha a méretiik ismét elérte a hatarértéket. Mig a kezeletlen kontroll allatok esetében
a tumorok a 60. napra elérték a 2000 mm®-t, amelynél az allatokat terminélni kellett, addig a
ciszplatinnal kezelt tumorok reagaltak a kezelésre, a 100. napon, csupan 3 kezelést kovetden

sem érték el az 500 mm3-t (35. dbra).

CST-mCherry tumorok novekedése
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35. dbra Ciszplatin kezelés hatdisdanak vizsgalata CST-mCherry tumorokon. GFP-t
expresszalo FVB egér emldszovetébe iiltetett, mCh* CST sejtekbdl kialakulé tumorok mérete
ciszplatin kezeléssel (6 mg/kg, n=3) kontrollalhato. A kontroll csoportban ugyanakkor a
tumorméret 60 nap alatt elérte a kritikus hatdrt (n=2). Abrdzolt adatok: tumorméretek dtlaga
+ SEM. A kezeléseket a nyilak jelzik, CP — ciszplatin, K — kontroll.
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A karakterizalas soran kidertilt tehat, hogy a lentiviralis transzdukci6 tehat nem modositotta
a tumorsejtek tulajdonsagait, az allatkisérletek pedig bebizonyitottak, hogy a CST-mCherry
sejtek megorizték tumorképzo potencidljukat és drogérzékenységiiket. A kialakulé mCherry-
pozitiv tumorok ciszplatin kezelés hatasara remisszio kovetkezett be az 1-es (CP1) és a 2-es
(CP2) éllat esetében, amely a klinikumban megfigyelhetd, xenograft modellek esetében
azonban ritkan fordul eld. A lentiviralisan mddositott, fluoreszcens fehérjével megjeldlt CST
tumorok tehat alkalmasak a ciszplatin kezelés hatasanak vizsgalatara, klinikailag relevans

modellként szolgalnak és lehetdvé teszik a terapiara adott valasz tovabbi tanulmanyozasat.
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6. MEGBESZELES

A BRCA1-hianyos tripla-negativ tumorok kezelése megfelel¢ target hidnyaban
rendkiviil nehéz feladat, a kezelés sikerességét rontja a terapias szerekkel szemben fellépd
rezisztencia. Munkank sordn a human BRCAl-hez kotheté emlddaganatok klinikailag
relevans egérmodelljén vizsgaltuk a kezelés hatasara kialakul6 rezisztenciat.

A pegiladlt liposzomalis doxorubicin lehetdséget kindl a doxorubicin esetében
bizonyitott kedvezd tumorellenes hatas kifejtésére, a formulacionak koszonhetéen a
mellékhatasok (kardiotoxicitas) csokkentése mellett. A PLD kedvez6 hatdsarol tobb daganat
tipus, koztik petefészek radk és eldrehaladott és metasztatikus emlérdk esetében is
beszamoltak [166, 167], PLD-re kialakuld rezisztencia vizsgalatarol azonban Sszinte nem
talalhaté adat. Kutatocsoportunk Brcal”; p537 egér emlStumor modellen igazolta a PLD
hatasat. A PLD megndvelte az allatok teljes és relapszus mentes talélését. DOX kezelés
hatasara minden esetben Pgp-fliggd rezisztencia alakult ki, mig PLD kezelést kovetéen csak
a tumorok felében detektaltunk rezisztenciat, illetve joval hosszabb idé kellett a
kialakulasahoz. A PLD kezelés hatasara kialakul6 rezisztens tumorokban kutatdcsoportunk
kimutatta az Abcbla és Abcblb gének (Pgp-t egérben két gén kodolja) fokozott expressziojat.
Sikeresen igazoltuk tovabba, hogy a korabban DOX kezelésre rezisztenssé valt tumorokra a
PLD kezelés hatékonynak bizonyult [155]. A PLD hatasat, a megemelkedett P-glikoprotein
expresszio ellenére, tobbek kozott a kedvezd farmakokinetikdja magyarazhatja,
hatékonysagat okozhatja a magas plazmakoncentracid6 ¢és hosszabb keringési 1do.
Eredményeinkkel megegyez0 megfigyelésekr6l szamoltak be metasztatikus emldrakkal
diagnosztizalt betegek esetében is, ahol antraciklin-rezisztencia kialakulasat kovetden a
tumorok PLD-re szenzitivek maradtak [168, 169], de ezek a tanulmanyok a kialakulo
rezisztencia hatterét nem vizsgaljak, illetve BRCA1-hidnyos, nem metasztatikus emlérakon
alkalmazott PLD terapiarol sz616 publikacio azonban jelenleg nem all rendelkezésre.

A Brcal”; p537 egér emldtumor modellen végzett kisérleteink alapjan tehat a PLD
kezelés lehetdséget nyujthat terapia rezisztens BRCAl-negativ emlérdk kezelésére, valami a

modell alkalmas 1j terapiak tesztelésére €s rezisztencia vizsgalatokra.
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A ciszplatin széleskorben alkalmazott kemoterapias szer malignus tumorok elsé és
masodvonalbeli kezelésében, azonban a terapia soran kialakuld rezisztencia jelentOs
problémat jelent a klinikumban [170], melyre a mai napig nem sikeriilt megoldast talalni. A
tobb évtizede zajlo kutatasoknak koszonhetden szamos mechanizmust sikeriilt azonositani.
A ciszplatin citotoxikus hatasat a DNS szalainak keresztkotése révén fejti ki, gatolva ezzel a
replikaciot és a transzkripcidt. A rezisztencia kialakuldsaban szamos genetikai és
epigenetikai valtozas jatszik szerepet, melyek befolyasoljak a kezeldanyag sejtbe torténd
bejutasat, olyan jelatviteli utvonalakat aktivalnak, amelyek a sejt tulélését segitik,
hozzajarulnak a DNS hibajavitdsdhoz vagy éppen apoptotikus utvonalakat gatolnak. A
hatéanyag intracellularis térbe vald bejutasat segité fehérjék funkcidjanak csokkenése,
platinavegyliletek esetében példaul a réz transzporter CTR1 csokkent expresszioja €s a
rezisztencia kozotti Osszefliggést tobbek kozott petefészekrak [171], vastagbélrak [172]
esetében is igazoltak, illetve betegmintakon végzett elemzése révén kimutattak, hogy a
CTR1 fokozott expresszioja kedvezdbb prognozissal tarsul platina-alapu kezelést kovetden
tidoérak esetében [173]. A kezel6anyag sejten beliili felhalmozodasat aktiv elleniranya
transzport is gatolhatja, betegmintdkon végzett kisérletek soran az ATP7A, P-tipusit ATP-4z
emelkedett expresszidja valamint ciszplatin kezelés kedvezdtlen kimenetele kozotti
Osszefliggést petefészek [174] és nyel6csorak [175] esetében kimutattak.

A ciszplatin a DNS szalaihoz kotve platina-DNS adduktokat hoz 1étre, melyek
eltavolitasaban, a hibajavitasban a NER fontos szerepet jatszik a HR mellett. Az ERCC1 a
NER utvonal egyik kulcsfontossag fehérjéje, tobb tanulméany is bemutatta az ERCCI1
emelkedett expresszidja €s a ciszplatin terapiara adott kedvezdtlen valasz Osszefiiggését
tiidorak [176] és petefészekrak [177] esetében.

Munkank soran egy olyan modellt dolgoztunk ki, amely lehet6vé teszi az in vivo
kialakulo ciszplatin rezisztencia vizsgalatat BRCAl-negativ emlérak esetében sejtbiologiai
és genomi szinteken is. Brcal”;p537 egér emlétumorbdl stabil sejtvonalat hoztunk 1étre,
melyet CST-nek neveztiink el. A CST sejtek Brcal” hamsejt (CK 14-hez kotott kondicionalis
delécid) hatterét igazoltuk, a sejteket karakterizaltuk. A CST sejtek teljes genom
szekvenalasa révén bizonyitottuk a BRCAl-sejtekre jellemzd genom instabilitas és mutacios

mintdzatok jelenlétét.
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A BRCA1-deficiens sejtekben nem megfeleléen miikodé HR kovetkeztében ezek a
sejtek érzékenyek a platinavegyiiletekre, melyet citotoxicitasi vizsgalat révén a CST sejteken
is igazoltuk. Annak érdekében, hogy a rezisztenciat genomi valtozasok szintjén is vizsgalni
tudjuk, a CST sejtekbdl klonozassal izogenikus vonalat hoztunk 1étre, majd ezeket az egysejt
kloénokat GFP-t expresszaldo FVB egerek emldszovetébe iiltettiik. A kialakuld tumorok
megOrizték ciszplatin érzékenységiiket €s a klinikkumban megfigyeltekkel megegyez6
terapiast valaszt sikertilt detektalnunk: a kezdeti hatékonysagot kovetden 6, illetve 8 kezelést
kovetden a tumorok rezisztenssé valtak ciszplatinra. Az igy kialakitott in vivo rezisztens
tumorok teljes exom szekvendldsa révén a tovabbiakban lehetdségiink nyilik a ciszplatin
kezelés hatdsara bekovetkezd mutaciok elemzésére.

A BRCA1 mutéciot hordozo tumorsejtekben a ciszplatin kezelés hatasara kialakulo
rezisztencia oka lehet, ha a BRCA1 funkcié valamilyen modon helyreall, példaul egy
masodik mutacié eredményeként [178]. A masodik mutacié lehet a kezelés soran
felhalmoz6ddé mutaciok eredménye, de elképzelhetd az is, hogy mar a kezelést megeldzéen
létezik egy olyan tumorsejtpopuléacio, amelyben a BRCAT1 funkcidé mar korabban helyreallt.
A CST sejtekben a Brcal gén 5-13 exonjanak hianya okozza a Brcal-deficienciat [124], igy
ebben az esetben a HR helyredllasa masodik mutacié kovetkeztében nem lehetséges.

A CST sejtekbdl kialakuld tumorok ciszplatin rezisztencidja azonban epigenetikai
folyamatok eredménye is lehet. A ciszplatin a DNS szélai kozott hoz 1étre keresztkotéseket,
igy a kromatin allapot is meghatdrozza a ciszplatin kezelés sikerét, hiszen a nyitott
kromatinstruktura hozzaférhetobbé teszi a drog szamara a DNS-t [179, 180]. Ciszplatin
kezelés hatasara a DNS metilacios mintazat és a transzkriptom megvaltozasat [181, 182],
illetve hiszton-deacetilaz expresszid6 emelkedését is kimutattdk ciszplatin rezisztens

petefészekrak sejtvonalakon [183, 184].

Tovabbi fontos aspektusa a rezisztencia vizsgalatanak az epithelialis-mesenchymalis
atalakulds tanulmanyozasa. A CST sejtvonal karakterizaldsa sordn bemutattuk, hogy a
bizonyitottan ham eredetli tumorsejtek mesenchymalis sejtekre jellemzd morfologiat és
tulajdonsagokat mutatnak. RT-PCR ¢s immuncitokémiai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a

CST sejtek vimentint expresszalnak mRNA és fehérje szinten, E-cadherin viszont nem volt
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detektalhat6. Az E-cadherin elvesztése a vimentin expresszioval az epithelialis-
mesenchymalis atalakulas kulcsfontossagi 1épései [5, 6, 83, 85], klinikai adatok is
bizonyitjak, hogy bizonyos tumorok esetében a karcinomasejtek korai EMT-n mennek
keresztiil, mely 0sszefiiggésbe hozhatd az agressziv fenotipust, rossz prognoézisi tumorok
kialakulasaval és a metasztazis képzéssel [93, 98, 99]. A Brcal”; p53” egér emldrak
tumorokban bekdvetkezd, korai EMT eredménye lehet a CST sejtek mesenchymalis jellege.
Szakirodalom alapjan az EMT révén kialakulo sejtek és a mesenchymalis Ossejtek, marker
mintazatukat tekintve szamos egyezést mutatnak [164, 165], ebbdl kiindulva megvizsgaltuk
a CST sejtek expresszids mintazatat az altalunk izolalt csontvel6i MSC-hez hasonlitva. A
CST sejtek marker mintazata a mesenchymalis dssejtekével megegyezett, egyetlen eltérést
allapitottunk meg, mégpedig a CD146 fehérje jelenlétét CST sejtek felszinén. A CD146
szerepe 0sszefliggésbe hozhatdé az EMT-vel és tripla negativ emlérdkokra jellemz6 invaziv
fenotipussal is. Az emldraksejtekben a CD146 overexpresszidja, az epithelialis markerek
invaziv fenotipust idéz el6, valamit Gssejt-szerti tulajdonsagokat idéz eld [185]. Zeng és
munkatarsai azt is megallapitottak, hogy a CD146 altal indukalt EMT-t a RhoA utvonal
szabalyozza, az EMT egyik kulcsfontossagt transzkripcios faktora a SLUG révén [185].

Egyre tobb adat tdmasztja ala a tumorsejt populacidkban a rak dssejtek (cancer stem
cell (CSC)) jelenlétét, amelyek Ossejt tulajdonsagokkal rendelkezd, 6nmegujitasra képes,
multipotens sejtek, a rak kialakulasatol kezdve, az attétképzésben és a drog rezisztencidban
1s szerepet jatszhatnak. Emldrak esetében emlorak dssejtek (breast cancer stem cell (BCSC)),
melyek azonositasara a CD44"/CD24 fenotipus szolgal [164, 165, 186]. A CST sejtekre
jellemz6 a CD44 emelkedett expresszidja, azonban CD24 szintje is magas, akarcsak a normal
Ossejtek esetében. A CST sejtek dssejt jellegét erdsiti, hogy zsir- és csont irdnyba is képes
differenciadlodni megfeleld koriilmények kozott, illetve a csont iranyt differenciacio spontan
modon 1s megtorténik, amely egybecseng az emldrdkokra jellemzd mikrokalcifikacio
jelenségével [187].

A CST sejtek plaszticitasat tovabb erdsitette a spontan MET-re valo képessége. Az
Ossejt jellegek illet az EMT-MET atmenetek alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a CST
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sejtek az epithelialis (E) és mesenchymalis (M) allapotok kozotti &tmeneti allapotban vannak,
ez teszi lehetévé szamunkra, hogy egyszerre rendelkezzenek mesenchymalis és hamsejt
jellemzokkel. Az immuncitokémiai festések soran bemutattuk, hogy a sejtpopulacidban
egyszerre vannak jelen vimentint és E-cadherint expresszald sejtek, azonban a hibrid allapot
igazolasdhoz sziikséges lenne génexpresszidos vizsgalatokat végezni, nehézséget jelent
ugyanakkor megfeleld ,,markert” talalni a kettds allapot jellemzésére. Mindenesetre a hibrid
allapotra jellemz6 markerek azonositasa lehetdévé tenné a célzott terapiat.

A mesenchymalis és rak dssejt jellemzok és az E/M allapot mind az intratumoralis
heterogenitast és cellularis plaszticitast igazoljak, a tumorsejtek talélésében, a tumor
progressziojaban és a rezisztenciaban is jelentds szerepe van a tumor mikrokornyezetének.
A tumor mikrokornyezetét alkotd heterogén sejtpopulacié kozott folyamatos kapesolat van,
tobbek kozott citokinek révén. Az IL-6, gyulladési citokin, képes EMT-t indukélni emlérak
sejtekben, valamint serkenti a tumorsejtek CD44 expresszidjat, ezzel hozzajarulva a rak
Ossejt-szerli tulajdonsagok kifejez6déséhez [188, 189]. Lehetséges, hogy a CST sejtek
esetében detektalt IL-6 emelkedett szintje (MSC esetében mért érték haromszorosa), annak
az eredménye, hogy a CST sejtek Onmaguk részére biztositjdk az IL-6 4llando
koncentraciojat, ezzel pedig fenntartjak mesenchymalis és rak 6ssejt fenotipust, mely abban
1s szerepet jatszhat, hogy megteremtsék sajat mikrokornyezetiiket.

Egy masik citokin, az G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) szintje a CST sejtekben
szintén magasabbnak bizonyult, mint az MSC-k esetében, de ennek mért értéke 17-szer
alacsonyabb az IL-6 értékénél. G-CSF és IL-6 expressziot kimutattak néhany tiidérak és
nyeldcsorak esetében [190], illetve ionizald sugarzas hatasara nem kissejtes tiidorak sejtek
esetében szintén kimutathat6 a G-CSF termelddése, mely EMT-hez vezet, novelve ezzel a
sejtek invazids és migracios képességét [191]. Eredményeinket dsszefoglalva, a tumorsejtek

valtozasait, és feltételezhetd kapcsolatukat a mikrokornyezetiikkel a 36. dbra mutatja be.
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36. dbra Osszefoglalé dbra a tumorsejtek és a mikrokérnyezet kapcsolatirél. MSC —
mesenchymalis ossejt, ECM — extracellularis matrix, GF — novekedési faktor, MMP — matrix
metalloproteaz, PDGF — podocita névekedési faktor, VEGF — vaszkularis endotél névekedési
faktor, IL-interleukin, EMT- epithelialis-mesenchymalis datalakulds. (Son, B. és munkatdrsai,
2017. nyoman) [109].

A drog rezisztencia mogott rejlé folyamatok tanulmanyozasa sordn szintén érdemes
a tumorsejtek és a mikrokdrnyezet kapcsolatat is vizsgalni, modellrendszeriink erre is
lehetdséget biztosit. Az utdbbi tiz évben szamos publikacio jelent meg, melyek a tumor
mikrokornyezetét vizsgaljak, azonban a BRCA1 mutaciot hordozd tumorsejtek ¢és
mikrokornyezetiik kapcsolatarol, valamint annak drog rezisztencidban betdltott szerepérdl
szinte nem all rendelkezésiinkre adat. A tumor mikrokornyezete fizikai barrierként
milkodhet, mely csokkenti a hatéanyag tumorsejtekben torténd felhalmozodasat [192], az
ECM komponensei csokkenthetik a diffizidt valamint a tumorsejtek talélését eldsegitd
jelutakat indukalhat [193], illetve a tumor mikrokornyezetében fellépd hipoxias allapot
szintén hozzajarulhat a drog rezisztenciahoz [194]. Annak érdekében, hogy a BRCA1-KO
tumorsejtek és a stroma sejtek kozotti kolcsonhatdsokat vizsgalni tudjuk, lentivirlis

transzdukcid révén mCherry-t expresszald BRCA1-KO sejteket hoztunk 1étre (CST-mCh). A
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sejtvonal transzdukcidja lehet6vé tette a kialakuld tumorok genetikai modositasat anélkiil,
hogy j GEMM-t kellett volna eldallitani. A transzdukalt sejteket az eredeti sejtvonalhoz
hasonloan karakterizaltuk, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a fehérje expresszio stabil,
illetve a genetikai modositas nem okozott valtozasokat a sejtek legfontosabb tulajdonsagait
illetéen. A CST-mCherry sejteket ortotopikusan GFP-t expresszalo FVB egerek eml6jébe
tiltettiik, igy a kialakuld tumorokban lehetdségiink nyilt az mCherry-pozitiv tumorsejtek és a
GFP-pozitiv host sejtek vizsgélatara. A tumorokbol primer kultarat hoztunk 1étre, melyben
egyszerre voltak jelent GFP* stroma sejtek és mCh* tumorsejtek. A GFP* stromasejtek
morfologia alapjan is elkiilonithetéek voltak a tumorsejtektdl: nagyobb méretli, lassan
0sztodo sejtek, fészekszert strukturat hoztak 1étre, mig a tumorsejtek joval kisebb, gyorsan
osztodo mCh* sejtek. Az, hogy a primer kultardban jelen voltak stromasejtek, bizonyitja,
hogy a CST tumorsejtek az egészséges szoveti sejtek bevonasaval alakitjak ki
mikrokornyezetiiket, viszont a GFP™ sejtek alacsony szama utalhat arra a felvetésre, hogy a
CST sejtek képesek megteremteni sajait maguk szdmara a mikrokornyezetiiket. A
fluoreszcens fehérje expresszid tovabba lehetévé teszi a sejtek szortolassal torténd
kiilonvalogatésat, igy a tumorsejtek €s a stroma sejtek egyszerre vizsgalhatok kokultaraban
és kiilon-kiilon is.

A kiilonboz6 sejtek kiilonbozo fluoreszeens fehérje expresszidja lehetévé teszi, hogy
a stromasejtek és a tumorsejtek kozvetlen kapcsolatat is vizsgalni tudjuk. 2016-ban Barthos
¢s munkatarsai szdmoltak be arrdl, hogy fliggdesepp kultiraban egyiitt tenyésztett human
emlétumorsejtek és csontveldi MSC-k esetén, a tumorsejtek ,.elfogyasztjak” az MSC-ket,
majd alvo allapotba keriilnek [195]. A kiilonboz6 tipusu sejtek, kiilonboz6 fluoreszcens
fehérjével torténd megjeldlése, lehetdve tette a sejtek kozotti interakciok megfigyelését, az
altalunk létrehozott modell ezen tilmenden arra is lehetdséget biztosit, hogy a sejtek kdzotti
kapcsolatokat in vivo vizsgéljuk.

A kett6s-jelolt rendszer drog kezelés hatasanak vizsgalatara is alkalmasnak bizonyult,
a CST-mCh sejtekbol kialakuld emlétumorok megtartottak ciszplatin érzékenységiiket,
illetve 3/2 tumor esetében remisszid kovetkezett be MTD ciszplatin kezelés hatasara, amely
a Xeno-, allograft modellek esetében nem jellemzd, altalaban a ndvekedési rata valtozasa

figyelheté meg. A tovabbiakban tervezziik a kezelt és kezeletlen tumorok mCh*/GFP* sejt
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aranyanak Osszehasonlitasat és a sejtek tovabbi karakterizaldsat, annak érdekében, hogy a

kezelés hatdsara bekovetkezd valtozasokat detektalni tudjuk.

Munkank soran egy olyan 0j modellrendszer kidolgozasat végeztiik el, amely Brcal-
hianyos tumorokban lehetdséget biztosit 0 terdpids szerek tesztelésére, rezisztencia
vizsgalatira és a rendszeriinkben hasznalt Brcal”;p537 tumorok tovabbi genetikai
modositasara is megoldast kinaltunk. A modellrendszernek természetesen limitacidi is
vannak. Az altalunk hasznalt modell a BRCAl-hidnyos emlddaganatok vizsgalatara
alkalmas, mely nem tal gyakori, 6roklddo raktipus, igy ez limitdlja az eredmények
relevancigjat. A BRCAness koncepcié alapjan azonban delécié nélkiil is kialakulhat a
BRCA1-deficiens sejtekre jellemz6 fenotipus sporadikus daganatoknal, mely lehet BRCA1
szomatikus mutacid, mas géneket érintd mutacié vagy a DNS kettdsszal torését javitd
funkciok sériilése miatt [196]. Bizonyos petefészekrakok, eldrehaladott hasnyalmirigy- és
prosztataradk esetében ismert a BRCAness fenotipus, modellrendszeriink tehat ezekben az
esetekben szintén megfelelé eredményeket tud biztositani. A GEMM szamos elénnyel
rendelkezik, a tumor spontan alakul ki, kezdetektdl vizsgalhato, az allat immunrendszere
intakt, viszont a fajok kozti kiilonbségeket nem lehet figyelmen kiviil hagyni. A limitaciokat
figyelembe véve a modell megfeleld platformot biztosit BRCA1-deficiens emlétumorok

tanulmanyozésara.
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7. KOVETKEZTETES

1. Bebizonyitottuk, hogy pegilalt liposzomalis doxorubicin (PLD) kezelés megnovelte
a relapszus mentes ¢és teljes tulélést BRCAl-hez kothetd o6roklodd emlddaganat

klinikailag relevans egér modelljén.

2. Brcal™; p537 egér emlStumorbol sikeresen alapitottunk sejtvonalat (CST), melyet
karakterizaltunk, igazoltuk tumorképzd potencialjat és tovabbi terapiak tesztelésére

val6 alkalmassagat.

3. CST sejtekbdl ciszplatin rezisztens tumorokat hoztunk 1étre, ezzel megalkottunk egy
4, klinikailag relevans, in vivo indukalt ciszplatin rezisztencia modellt, amely

alkalmas a ciszplatin rezisztencia molekularis mechanizmusainak tanulmanyozasara.

4. A CST sejtek plaszticitasat tobb szinten is igazoltuk. Bemutattuk, hogy a CST sejtek
tumorsejtekre jellemzd tulajdonsagaik mellett (tumorigének, gyorsan osztodnak),
mesenchymalis sejtekre jellemzd karakterisztikdval rendelkeznek: mesenchymalis
sejt markert (vimentin) expresszalnak, hamsejtekre jellemz6 markereket (E-cadherin,
CK®8) ellenben nem. Igazoltuk tovabba, hogy a CST sejtek, a mesenchymalis
Ossejtekre jellemzd marker mintdzattal jellemezhetdk, valamint képesek zsir- €s csont

iranyba is differencialodni, tehat multipotens sejtek.

5. Brcal’”,p53”7 tumorokat genetikailag moédositottuk. Létrehoztunk egy olyan
rendszert a CST sejtek lentivirdlis transzdukcidja révén, mely lehetdvé teszi az
mCherry-t expresszaldo Brcal-KO tumorsejtek (CST-mCh) és a mikrokdrnyezetet
alkotd GFP* stroma sejtek kapcsolatanak vizsgalatat. A rendszer tovabba alkalmas a
kiilonboz6 terapids anyagok tumor-mikrokornyezetre kifejtett hatdsanak vizsgélatara,

ezaltal a drog rezisztencia kutatdsara is.
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8. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam sorén egy olyan modellrendszert hoztunk Iétre, amely lehetdvé teszi
a BRCAl-deficiens emldtumor tanulmanyozasat, kiilonds tekintettel a terapia soran kialakulo
rezisztenciara.

A kisérletekhez egy, a humdn BRCA1-hez kothetd 6roklodé emlddaganat klinikailag
relevans modelljét hasznaltuk. A Brcal”; p53” egér emlétumor modell segitségével
bebizonyitottuk, hogy a pegilalt liposzomalis doxorubicinnel (PLD) torténé kezelés,
megnovelte a relapszus mentes ¢€s teljes talélést a doxorubicinhoz képest, azonban a tumorok
rezisztenssé valtak a PLD-re, amely a P-glikoprotein fokozott expresszidjahoz kothetd.

A terdpia soran kialakul6 rezisztencia molekularis hatterének tanulméanyozasahoz, a
Brcal”; p537 egér emlStumorbol sejtvonalat (CST) alapitottunk. A CST sejtek megorizték
drog érzékenységiiket, valamint tumorképzo potencialjukat, igy ortotopikus transzplantaciod
révén kialakuld tumorok alkalmasak drog kezelés hatasanak vizsgalatara. A ciszplatin
kezelés klinikumban vald alkalmazasa soran a kezdeti kedvezd hatast kdvetden rezisztencia
kialakitasa gatolja a beteg gyodgyulasat. A CST sejtekbdl kialakuld tumorok ciszplatin
kezelésre azonban a klintkumban megtigyeltekhez hasonloan reagaltak, tobbszori kezelést
kovetden kialakult a rezisztencia. A ciszplatin rezisztens tumorokbol sikeresen alapitottunk
sejtvonalat, mely szekvenalas révén lehetdséget biztosit, a kezelés hatasara kialakult genomi
valtozasok detektalasara. Létrehoztunk tehat egy 1j, klinikailag relevans in vivo modellt,
mely alkalmas a ciszplatin rezisztencia vizsgalatara.

A CST sejtek tovabbi karakterizalasa révén igazoltuk a tumorsejtek plaszticitasat.
Bemutattuk, hogy a CST sejtekre egyidejiileg jellemz6 tumor- és mesenchymalis sejt
karakterisztika. llletve a CST sejtek lentiviralis transzdukcioval torténd genetikai modositasa
révén egy olyan rendszert alakitottunk ki, mely lehetévé teszi az mCherry-t expresszaléd
Brcal-KO tumorsejtek (CST-mCh) és a mikrokornyezetet alkoto GFP™ stroma sejtek
kapcsolatanak vizsgalatat, a kiilonboz6 terapias anyagok tumor-mikrokornyezetre kifejtett

hatasanak, illetve a drog rezisztencianak a tanulmanyozasat.
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9. SUMMARY

We established a new model system for the study of drug resistance mechanisms of
BRCA1-deficient mammary tumors. Using a clinically relevant mouse model of human
BRCA1-associated hereditary breast cancer, we showed that pegylated liposomal doxorubicin
(PLD) significantly increases relapse-free and overall survival times in comparison with
doxorubicin treatment. Eventually, tumors became resistant to PLD by means of
overexpressing the efflux transporter P-glycoprotein.

Long-term clinical efficacy of cisplatin therapy is often limited by drug resistance.
To study molecular mechanisms underlying cisplatin resistance we established and
characterized a new murine cancer cell line from Brcal”; p53” mouse breast tumor,
designated as CST. CST cells retained drug sensitivity as well as tumorigenic potential,
indicating that CST-derived tumors may provide an opportunity to study drug resistance
mechanisms. Indeed, tumors arising from CST cells showed initial sensitivity to cisplatin,
but the tumors could not be eradicated. However, several cycles of cisplatin treatment led to
drug resistant disease. We established a new cell line from treatment refractory tumors, which
provided an opportunity to study genomic changes associated with cisplatin resistance via
whole genome sequencing. The new, clinically relevant in vivo model will allow us to
understand mechanisms underlying resistance to cisplatin.

Further characterization revealed the high level of plasticity of CST cells. CST cells
possess both cancer cell and mesenchymal stem cell properties. With genetic modifications
of CST cells via lentiviral transduction we created a model system to study the interactions
between mCherry-expressing Brcal-KO tumor cells (CST-mCh) and GFP* stromal cells.
These dually-labeled tumors derived from CST cells and host stroma will provide an
important tool for the study of the role of the stromal compartment in drug response, therapy

resistance and relapse.
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Abstract: Breast cancer is the most commonly occurring cancer in women and the second most
common cancer overall. By the age of 80, the estimated risk for breast cancer for women with
germline BRCA1 or BRCA2 mutations is around 80%. Genetically engineered BRCA1-deficient
mouse models offer a unique opportunity to study the pathogenesis and therapy of triple negative
breast cancer. Here we present a newly established Brcal--, p537/ mouse mammary tumor cell line,
designated as CST. CST shows prominent features of BRCA1-mutated triple-negative breast cancers
including increased motility, high proliferation rate, genome instability and sensitivity to platinum
chemotherapy and PARP inhibitors (olaparib, veliparib, rucaparib and talazoparib). Genomic
instability of CST cells was confirmed by whole genome sequencing, which also revealed the
presence of COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) mutation signatures 3 and 8
associated with homologous recombination (HR) deficiency. In vitro sensitivity of CST cells was
tested against 11 chemotherapy agents. Tumors derived from orthotopically injected CST-mCherry
cells in FVB-GFP mice showed sensitivity to cisplatin, providing a new model to study the
cooperation of BRCA1-KO, mCherry-positive tumor cells and the GFP-expressing stromal
compartment in therapy resistance and metastasis formation. In summary, we have established CST
cells as a new model recapitulating major characteristics of BRCA1-negative breast cancers.

Keywords: breast cancer; BRCAI; cancer cell line; genetically engineered mouse model

1. Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide, affecting approximately one in
eight women, and showing a heterogeneous population of tumors with different morphological and
molecular features, prognoses and response to therapy [1,2].In case of hormone- or growth factor-
dependent breast cancers expressing ER (estrogen receptor), PR (progesterone receptor) and/or
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) targeted treatment options can significantly increase
quality of life and survival. Conversely, triple negative breast cancer (TNBC), accounting for 15-20%
of all breast cancer cases, carry a poor prognosis, as these tumors are insensitive to most available
hormonal or targeted therapeutic agents [3-5].

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 1185; d0i:10.3390/ijms21041185 www.mdpi.com/journal/ijms
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Germline mutations in BRCA1 are responsible for a large proportion of inherited predispositions
to breast and ovarian cancer. Women who carry mutations in BRCA1 or BRCA2 face 60% to 80%
elevated lifetime risk to develop breast cancer by the age of 80 [6-9]. Germline mutations in BRCA1/2
occur in approximately 10% of TNBC patients [7], and mutations in further genes involved in the
maintenance of genomic integrity and DNA repair, such as ATM (ataxia-telangiectasia), CHEK2
(Checkpoint kinase 2), and TP53 are also common [10, 11]. BRCA-related mammary tumors are
considered a distinct subtype due to their unique mutation profile (“BRCAness”) [12,13]. Breast
cancers with BRCA1 or BRCA2 mutations are characterized by different gene expression patterns,
highlighting the influence of heritable mutations on the phenotype and chemosensitivity of cancer
[14,15].

In lack of targeted therapeutic options, chemotherapy remains the most effective treatment for
TNBC. Neoadjuvant chemotherapy regimens containing taxanes and anthracyclines achieve
complete response (CR) in 30% to 50% of patients with TNBC [16,17]. Unfortunately, TNBC patients
with mutated BRCA1 are resistant to taxane therapy [18-20]. Conversely, drugs that induce DNA
double-strand breaks and thereby increase genomic instability, represent a promising strategy for the
treatment of TNBC with BRCA1/2 mutations [16,21,22]. Clinical studies have shown that platinum-
based neoadjuvant chemotherapy is highly effective in TNBC patients with BRCA1 gene mutations
[23,24]. Since 2018, patients relapsing after previous chemotherapy in the neoadjuvant, adjuvant, or
metastatic setting are eligible to treatment with PARP inhibitors such as olaparib and talazoparib,
inducing synthetic lethality in BRCA1 or BRCA2 cancers [21,25-27].

Preclinical cancer research has relied on animal models for the development of effective
treatment for different cancer types. In particular, xenograft cancer models, where human cancer cells
are transplanted in immunocompromised mice, offer an easy to use, inexpensive, and reproducible
method. However, xenografts bear little resemblance with the molecular complexity and tumor
heterogeneity of the original tumors; the vascularization of the heterotopic xenografts is often poor,
and the stroma-tumor interactions in the immunocompromised hosts are very different from those
influencing naturally occurring cancers in humans. For these reasons, while xenografts have been the
most commonly used in vivo tumor models, their predictive value for therapeutic success has
remained limited [28]. Genetically engineered mouse models of cancer (GEMMC) recapitulate
molecular and histopathological features of the human disease and therefore provide a more
sophisticated approach. GEMM of breast cancer captures at least some of the heterogeneity of human
breast cancer [29]. Since the therapeutic efficacy of several anticancer agents relies on their capacity
to influence the tumor-host interaction and anti-tumor immune responses [30], models with an intact
immune system are important for the development of novel therapeutic strategies [29]. GEMMC have
been successfully used for the preclinical evaluation of novel therapeutics, the study of the response
of real tumors to therapy, and the identification of resistance mechanisms [31,32].

Over 20 distinct mutations, including null, hypomorphic, isoform, conditional, and point
mutations, have been engineered in mice to study the relevance of Brcal in mammary development
and tumorigenesis [33]. Since germ-line deletion of Brcal proved to be lethal during embryogenesis,
and its heterozygous loss did not initiate tumorigenesis [34-36], development of genetically
engineered mouse models of Brcal-related cancer required tissue-specific conditional knockout
systems based on the cytokeratin 14 (CK14), g-lactoglobulin, MMTV-LTR or WAP driven expression
of the Cre recombinase [37-40]. Loss of BRCA1 in epithelial tissues leads to mammary tumors, with
long latency and low frequency [41,42]. Additional deletion of p53 significantly increases the
incidence of breast cancer in these animals [43,44]. CK14-Cre driven somatic deletion of Brcal and
p53 resulted in solid carcinomas resembling high-grade IDC-NOS (invasive ductal carcinoma not
otherwise specified) in humans. Significantly, these mammary tumors are highly proliferative, show
ER-negativity and a high degree of genomic instability, similarly to human BRCAl-mutated
hereditary breast cancers and sporadic basal-like breast cancers [37].

Over the years, the K14cre; Brcal®¥; p53FF mouse model of hereditary breast cancer has proved
to be a useful tool to study tumor response and acquired therapy resistance of BRCA1-deficient breast
cancers [45-49]. Brcal”-, p537 tumors show initial response to therapy, but eventually all tumors
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acquire resistance to doxorubicin, docetaxel [50] and olaparib [45] but not to cisplatin [50, 51].
Preclinical studies in K14cre; Brcal®¥; p53/F mice revealed several mechanisms of resistance, such as
elevated levels of drug efflux transporters and restoration of HR [45,46,52,53]. GEM models also
possess limitations, as the synchronous overexpression or inactivation of potent oncogenes and
tumor suppressor genes, respectively, often bypasses major bottlenecks to malignant transformation,
resulting in reduced clonal heterogeneity [54,55]. Also, the generation of GEM models is expensive,
and species differences must be carefully considered in experimental designs and interpretations.

Spontaneous tumors developing in Kl4cre; Brcal®F; p53FF mice can be serially transplanted,
offering a more convenient, cost effective and reproducible model for tumor intervention studies.
Orthotopically transplanted tumor pieces give rise to tumors with the same basal-like phenotype,
gene expression profile, initial sensitivity and acquired resistance to anticancer agents [37].

In vitro tumor models are widely used to study molecular mechanisms of tumor cell biology.
Cell lines are important tools for cancer research and serve as low-cost screening platforms for drug
development. Cells are easy to grow, and they provide an unlimited supply of material bypassing
ethical concerns associated with the use of animal and human tissue [56].

In this study, we describe the phenotypic features and in vivo tumorigenicity of a new murine
cell line derived from Brcal”-; p537- mammary tumors.

2. Results

2.1. Establishment of a Brcal™-, p53~~ Mouse Mammary Tumor Cell Line

Tumor pieces obtained from Kl4cre; BrcaltF; p53¥F mice [37] were orthotopically transplanted
into the 4th mammary fat pad of female wild-type FVB mice [50]. When the tumors reached 200 mm?,
the animals were sacrificed, and the tumors were removed. The tumor was cut into pieces, and
following digestion with collagenase and dispase, the cells were seeded in primary culture medium
as described in Materials and Methods. Initially, the tissue culture consisted of large fibroblast-like
stromal cells and smaller, rapidly dividing cancer cells. To compare cancer cells to non-cancerous
tissue derived from the same host, we isolated mesenchymal stem cells (MSC) from wild-type FVB
mice (Figure 1A). As shown on Figure S1, the established cell line fulfills criteria commonly used for
defining multipotent mouse mesenchymal stem/stromal cells, including adherence to plastic surface,
specific cell-surface marker pattern and differentiation capability [57-59]. To favour cancer cells,
horse serum, which is needed for the maintenance of primary fibroblasts, was removed. As a result,
after approximately three passages (~3 weeks), fibroblasts disappeared from the flasks, and the
primary cultures exhibited a uniform morphology corresponding to cancer cells (Figure 1B). During
the following months, the initial morphology observed in the primary cell cultures gradually
changed. The established cell line, designated as CST, consists of adherent cells exhibiting fillopodial
and lamellipodial structures related to mesenchymal morphology (Figure 1C). Despite their
mesenchymal phenotype, CST cells are of epithelial origin, as evidenced by the truncation of Brcal
gene that occurred in the mammary epithelium of K14cre; Brcal®™F; p53FF mice (Figure 1D).
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Figure 1. Preliminary characteristics of the CST cell line. (A) Morphology of mesenchymal stem cells
(MSC) derived from the bone marrow of wild-type FVB mice. (B) Primary Brcal™", p53~/~ tumor cells
after 3 weeks in culture (CST) (Giemsa staining). Digital photos were taken by a Nikon Coolpix 4500
digital camera (Nikon GmbH, Diisseldorf, Germany) connected to an Olympus CK2 inverted
microscope (Olympus, Tokio, Japan) with 10x objective. (C) Established CST cell line (representative
image). Microscopy pictures were acquired using 10x/0.25 Plan-Fluor objective with an Eclipse TS100
Inverted Microscope (Nikon, Japan). (D) PCR-based genotyping of mesenchymal stem cells (MSC)
and CST cells (M—marker). The Brcal-deleted allele yields a 594-bp fragment, whereas wild-type
Brcal is detected by a shorter product (390 bp).

2.2. Characterization of CST Cells

CST cells were kept in culture for up to 40 passages (~5 months) without any sign of senescence.
Following expansion and cryopreservation at early passages, CST cells were further characterized in
the context of epithelial and mesenchymal breast cancer cell lines (Figure 2). MCEF?7 cells (established
from human Luminal A, ER+, PR+, HER2- breast cancer [60]) express high levels of the epithelial cell
marker E-cadherin (also known as Cadherin-1). 4T1 cells, derived from a murine mammary
carcinoma [61], exhibit epithelial morphology, E-cadherin expression, and also some degree of
vimentin positivity. MDA-MB-231 is a human mesenchymal breast cancer cell line (triple-negative
subtype: ER-, PR-, HER2-, claudin-low [60]), lacking E-cadherin expression and showing 100%
vimentin positivity. As shown in Figure 2A, CST cells express vimentin, a prominent marker of the
mesenchymal phenotype, whereas the expression of E-cadherin in CST cells is undetectable.
Expression of cytokeratin 8 (CK8) and 14 (CK14) were also investigated (Figure 52). CST cells were
positive for both, however, in contrast to the pattern revealed by immunohistochemical staining of
tissue sections of Kl4cre; Brcal™; p53F/F tumors [37], we observed nuclear localization of CK8 in CST
cells.

In vitro proliferation of CST cells was characterized by live-cell microscopy. Based on the
assessment of relative confluency and cell numbers, the estimated doubling time of CST cells is 34 h,
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similarly to the well-characterized 4T1 cell line, whose doubling time is 22.9 h [62] (Figure 2B, Figure
S3A). Mesenchymal tumor cells are expected to exhibit increased motility and migratory capability.
Cellular motility of the two mesenchymal cell lines were compared in a wound healing assay, with
cell migration upon wounding assessed over a period of 24 h. As shown in Figure 2C, CST cells
migrated within 24 h across the initial wound. By contrast, MDA-MB-231 cells exhibited lower levels
of migration closing only 50% of the wound during the same time period (Figure S1B).

Chromosomal integrity of the cell lines was characterized by quantifying y-H2AX foci, which is
an accepted measure of the number of DNA double-strand breaks in single cells. In line with the
increased genomic instability of BRCA1-deleted cells [63], CST cells exhibited high numbers of
spontaneous y-H2AX foci. The high number of y-H2AX foci in MDA-MB-231 is linked to the low
constitutive expression of p21WAF (Figure 2D, Figure 54).
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Figure 2. Characteristics of the CST cell line. (A) Immunofluorescent detection of vimentin (Vim)
(green) and Cadherin-1 (Cdh1) (red); nuclei were stained with Dapi (blue), microscopy pictures were
acquired using ZEISS LSM-710 system (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) with 40x/1.4
Plan-Apochromat oil immersion objective (images were processed with ZEN (Carl Zeiss microscopy
Gmbh, Jena, Germany)). Scale bar = 20 um. (B) Cell growth curves of four breast cancer cell lines.
Confluency (%) was determined by live cell microscopy, with a JuLI Stage Real-Time Cell History
Recorder (NanoEnTek) in bright field. (C) Wound healing assay performed with CST and MDA-MB-
231 cells. Relative wound size (compared to initial size at the start of the experiment) is shown. Data
points represent mean + SD of 3 experiments. (D) Mean number of y-H2AX foci per cell. Data
represent mean + SEM of y-H2AXloci per cell nucleus; foci were counted with FindFoci, an automated
Image] plugin, based on confocal images shown in Supplementary Figure 54.

Genomic instability of CST cells was confirmed by whole genome sequencing, which revealed a
very high number of single nucleotide variations (SNVs) compared to the FVB mouse genome, and
frequent copy number changes indicating chromosomal instability. Genomic DNA was prepared
from a single CST cell cloned population and sequenced on an [llumina HiSeq X Ten instrument with
a mean coverage of 32. We identified 125,415 point mutations and 383,672 indels relative to the
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background mouse strain, of which 95156 and 268,669 were heterozygous and homozygous,
respectively. A deconstruction of the SNV spectrum into COSMIC mutational signatures derived
from cancer sequences detected the presence of mutation signatures 3 and 8 associated with HR
deficiency [64], as well as signature 18, which was described in different cancer types including breast
cancer, in association with oxidative damage [65] (Figure 3C). In addition to single base substitution
signatures, we also predicted the copy number status in 16 kbp bins, which revealed significant copy
number changes and genome-wide chromosomal instability (Figure 3B, Figure S5), corroborating our
results of y-H2AX quantification. The multiple copy number changes we detected on each
chromosome indicated similar chromosomal instability as was observed in tumor samples from the
same mouse model (Figure S5) [66].
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Figure 3. Genomic features of the CST cell line. (A) Triplet base substitution spectra of heterozygous
mutations in CST. Base changes are summed according to the preceding and following positions, as
shown below the panel. All positions marked as SNPs in the FVB mouse genome in dbSNP are filtered
out. (B) An example of the copy number variations and ongoing chromosomal instability in the CST
genome (chromosome 10 only). Estimated coverages in 16 kb windows (black) and the associated
ploidy level predictions (red) are shown. (C) Decomposition of the spectrum of heterozygous and
homozygous SNVs into COSMIC mutational signatures (sig.).

2.3. In Vitro Chemosensitivity of CST Cells

In vitro sensitivity of CST cells was tested against 11 chemotherapy agents used in the treatment
of breast cancers. Table 1 shows the ICso values obtained with PrestoBlue® assays, as well as the
reference plasma concentrations of the chemotherapeutic agents (see also Figure S6). In general, CST
cells show sensitivity to the tested drugs (ICs values were between 0.02-1.2 uM). In line with the
clinical efficiency of the tested drugs, CST cells are highly sensitive to SN38, which is the
pharmacologically active metabolite of irinotecan; cisplatin, and the PARP inhibitors olaparib,
veliparib, rucaparib and talazoparib.
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Table 1. ICs0 values and maximum plasma concentrations (Cmax) of the tested chemotherapeutic

agents [67-69].

Chemotherapeutic ICso Cmax

agents (uM) (uM)
Doxorubicin 0.2 6.73167]
Cisplatin 1.1 14.40167)
Epirubicin 0.1 16.601671
Paclitaxel 1.2 4.241671
Etoposide 0.2 33.40Q167]
SN38 0.01 0.14f67
Gemcitabine 0.1 89.30167]
Olaparib 0.5 13.1017
Veliparib 4.4 7.04168]
Rucaparib 0.2 6.001671
Talazoparib 0.007 0.03616%

2.4. Lentivirally Transduced CST Sublines are Suitable to Study Tumor Formation, Anticancer Drug
Response and Tumor-Stroma Interactions

Fluorescent protein expressing CST sublines were established by introducing either green
fluorescent protein (GFP) or mCherry coding plasmids through lentiviral transduction (Figure S7A).
Stable expression of the fluorescent proteins did not change the phenotype of CST cells (Figure S7B—
D, Figure S8). To study the tumorigenic potential of the newly established CST lines, 1.5 x 106 cells
were orthotopically transplanted into the 4th fat pad of wild-type female FVB mice. CST cells proved
to be tumorigenic in ~100% of the inoculated mice (1 = 60). Mammary tumor formation was detected
after 20 days (Figure 4A). Growth kinetics of the CST derived tumors were similar to the rates
observed with the serial orthotopic transplantation of tumor pieces [45]. Tumor formation potential
of the CST lines expressing GFP or mCherry was also evaluated. 25 days after inoculation, CST-
mCherry tumors became apparent and continued to grow until the experimental endpoint (Figure
4B).

Tumors derived from orthotopically transplanted tumor pieces show sensitivity to cisplatin [50].
To test the in vivo drug response of CST cells, 1.5 x 106 CST-mCherry cells were orthotopically injected
into FVB-GFP mice (FVB.Cg-Tg(CAG-EGFP) B5Nagy/]). When the tumors reached 200 mm?3, mice
were treated with the maximum tolerable dose (6mg/kg) of cisplatin with 2-week intervals. Similarly
to results obtained with orthotopically transplanted tumor pieces, CST-derived tumors responded
well to cisplatin, relapsing tumors remained sensitive to cisplatin, but the tumors were not eradicated
(Figure 4C).

The fluorescence of CST cells offers a tool to investigate tumor-stroma interactions. To allow
efficient separation of tumor and stroma cells, 1.5 x 106 CST-mCherry cells were orthotopically
injected into GFP-positive FVB mice. When the tumors reached 200 mm?, the animals were sacrificed,
and the tumors were removed. Following digestion with collagenase and dispase, the cells were
seeded in primary culture medium as described in Materials and Methods. In these primary cultures,
GFP-positive host fibroblast cells form nests in the midst of cancer cells expressing mCherry (Figure
4D). Next, the cells were sorted based on mCherry/GFP expression, and sorted cells were cultured
separately. As shown in Figure 4E, mCherry-positive CST cells preserved the characteristic
mesenchymal morphology, while GFP-positive fibroblasts are larger, and exhibit a flat, polygonal,
stellate-like morphology with formed lamellipodia.
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Figure 4. Lentivirally transduced fluorescent CST sublines offer a model system to study tumor
formation, anticancer drug response and tumor-stroma interactions. (A) Growth kinetics of tumors
derived from CST cells (1.5 x 10° cells/mouse). Data represent mean tumor volumes + SEM (n = 5). (B)
Growth kinetics of tumors derived from mCherry expressing CST cells (1.5 x 10¢ cells/mouse). Data
represent mean tumor volumes + SEM (n = 5). (C) Cisplatin treatment of orthotopically injected CST-
mCherry tumor cells into GFP-expressing FVB mice. When the tumors reached 200 mm?, cisplatin
was administered at the maximum tolerable dose (6mg/kg) as indicated by the arrows. (D) Primary
culture of CST-mCherry derived tumor cells containing GFP-positive host cells. Scale bar = 500 pum.
(E) Cultures of sorted mCherry-positive CST cells and GFP-positive stromal cells. 1—light microscopy
2—]JuLi Stage bright field, RFP merge, 3-JuLi Stage RFP. Scale bar = 250 um. Microscopy pictures were
either acquired using JuLi™ Stage (NanoEnTek Inc., Korea) with 4x/0.16 U Plan S-Apo objective
(Figure 4D), 10x/0.3 U Plan FLN objective (E2, E3) or using Nikon Eclipse TS100 Inverted Microscope
(Nikon, Japan) with 10x/0.25 Plan-Fluor objective (E1).

3. Discussion

Whereas tumors grow vigorously in vivo, continuously bypassing cellular obstacles such as cell
cycle regulation or apoptosis, the establishment of cancer cell lines is not a straightforward process.
In vitro, cells have to adapt to the lack of the original microenvironment consisting of stromal and
immune cells, the different oxygen levels, the diverse composition of growth factors, and they have
to adhere to the plastic surface of the tissue flask. Due to changes occurring during the in vitro
adaptation process, stabilization and characterization of a new cell line should follow published
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guidelines, demonstrating the immortality, neoplasticity, origin, contamination-free background and
scientific significance of the newly established cell line [70,71].

Here we present a new murine cancer cell line, designated as CST, which was isolated from a
genetically engineered Brcal~-; p53-- mouse model of hereditary breast cancer. The role of BRCA1 in
familial breast and ovarian cancer is well documented [72,73], but in recent years its importance in
several other malignancies has been also discovered. Mutations in the Brcal gene were found in
urothelial tumors [74], pancreatic cancer [75], and prostate malignancies [76].

CST cells show mesenchymal morphology and express mesenchymal markers; and the rapid
growth rate and increased motility also indicate an aggressive phenotype, a characteristic of the
original mouse tumor as well, from which CST cells were derived [37]. CST cells share several
features with BRCAl-mutant human breast cancer cell lines (HCC1937, MDA-MB-436,
SUM1315MO2, and SUM149PT [77-79]. For example, the BRCA1-mutation was shown to deregulate
the expression of E-cadherin [78], keratin 8 and vimentin [80], and reduced BRCA1 function often
results in increased proliferation, cellular migration and invasion [81]. These features correspond to
human BRCA1-deficient basal-like breast cancers, which are characterized by high proliferation
index, triple-negative subtype, high degree of genomic instability and expression of basal epithelial
markers [37]. Patients with basal-like tumors have poor outcome, short survival and relatively high
mortality rate [82].

The extensive DNA damage observed in untreated CST cells (Figure 2D) is in line with the
defective homologous recombination due to loss of BRCA1 [83]. This is also supported by whole
genome sequencing: both the presence of COSMIC signatures 3 and 8 and the elevated levels of copy
number changes are characteristic of reduced homologous recombination in cells lacking BRCA1
(Figure 3). As a result, CST cells show high sensitivity to DNA damaging compounds (Table 1). In
particular, topoisomerase inhibitors (doxorubicin, etoposide, SN38 and epirubicin) strongly inhibit
the growth and viability of CST cells, with ICso values around 100 nM, corresponding to the in vitro,
in vivo and clinical hypersensitivity of BRCAl-deficient tumors to anthracyclines [49,84-86]. In
contrast, cells with mutated BRCA1 usually show increased tolerance to microtubule targeting drugs,
which is explained by the role of BRCA1 in mitotic-spindle assembly and the JNK pathway linking
damage of the microtubule network to apoptosis [87-89]. CST cells are about 10-fold resistant to
paclitaxel compared to most BRCA1-proficient breast cancer cell lines [90,91]. On the other hand,
impaired homologous recombination due to dysfunctional BRCA1 creates a targetable dependency
on Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) activity and sensitizes cells to platinum drugs. As expected,
CST cells are sensitive to cisplatin, a first-line platinum chemotherapy drug in BRCA1l-mutated breast
tumors, and to a panel of PARP inhibitors (olaparib, veliparib, rucaparib and talazoparib) designed
to exploit the synthetic lethality of BRCA1-linked cancers.

While the cellular consequences of BRCAl-mutations are well characterized, the interaction
between cancer cells lacking BRCA1 and their microenvironment is less studied. To establish in vitro
and in vivo models for the study of the cooperation between BRCA1-KO tumor cells and the stromal
compartment, we transduced CST cells with lentiviral plasmids encoding GFP (CST-GFP) or
mCherry (CST-mCh). Since stable expression of the fluorescent proteins did not change the
phenotype of CST cells (Figure S7 and S8), in vivo tumor formation and chemosensitivity was
evaluated in GFP-positive FVB mice orthotopically engrafted with CST-mCh cells. This experimental
model gave rise to mammary tumors containing mCh-positive cancer cells and GFP-positive stromal
cells (Figure 4). Primary cultures established from these tumors revealed GFP-expressing nests of
fibroblasts surrounding mCherry-positive cancer cells. Following sorting by FACS, mCherry
expressing CST cells could be cultured separately from GFP-positive stromal cells showing the usual
characteristics of fibroblast/mesenchymal stem cells. Dual coloring of cancerous and healthy cells will
allow further experiments addressing the complexity of the tumor microenvironment [92]. Using a
similar approach, Kidd et al. [92] showed that while fibroblast/mesenchymal stem cells originate from
the bone marrow, vascular and fibrovascular support is derived from the local fat tissue. The widely
used xenograft and allograft models of cancer rarely go into remission after treatment, usually only
changes in the initial growth rates are observed. In contrast, the dually-labeled tumors derived from
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CST cells and host stroma show complete response to cisplatin treatment, a first-line therapy of
BRCAIl-mutated breast cancers. (Figure 4). Future studies will address the role of the stromal
compartment in drug response, therapy resistance and relapse.

In summary, we have established CST cells as a new in vitro model recapitulating major
characteristics of BRCAl-negative breast cancers. Thus, the CST cell line could become an important
tool for the research of BRCAl-mutated cancers.

4. Materials and Methods

4.1. Isolation of Tumor Cells, Maintenance of Cell Lines

Tumor pieces obtained from Kl4cre; Brcal®F; p53F/F mice (a kind gift from Sven Rottenberg,
University of Bern) were orthotopically transplanted into the 4th mammary fat pad of female wild-
type FVB mice [50]. The original tumor model was established in FVB mice [93], therefore, all in vivo
experiments were performed with FVB mice. When the tumors reached 200 mm?, the animals were
sacrificed, and the tumors were removed. The tumor tissue was cut into pieces, washed with 1 X PBS
and was digested with collagenase (200 U/mL) and dispase (0.6 U/mL) in DMEM for 30 min at 37 °C
in a 50 mL Falcon tube while vortexed for 1 min every 10 min. The suspension was filtered through
a 40 pm cell strainer to remove remaining extracellular matrix and the collected cell suspension was
centrifuged. Cells were resuspended using primary culture medium (DMEM/F12 + 10% FBS + 10 %
horse serum + 1% penicillin—streptomycin) and transferred to a culture flask overnight in a
humidified incubator at 37 °C with 5% CO.. Mesenchymal stem cells were isolated from the bone
marrow of FVB mice. Isolation and characterization of these cells were carried out as described earlier
[57,94].

4T1 (a kind gift from Agnes Csiszar from the Institute of Cancer Research, Medical University
of Vienna) and CST cell lines were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient Mixture
F-12 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) supplemented with 10% FBS and 50 units/mL
penicillin and streptomycin (Life Technologies). MDA-MB-231, MCF7 were obtained from the
National Cancer Institute's Developmental Therapeutics Program (National Institutes of Health) and
were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium supplemented with 10% FBS,
5 mM glutamine, and 50 units/mL penicillin and streptomycin (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA). All cell lines were cultivated at 37 °C with 5% COa.

4.2. Genotyping Brcal-Deleted Allele by PCR

Genotyping of Brcal- allele was performed as described by Liu et al. [33]. Detection of Brcal-
deleted allele with primers P1 and P4 yielded a 594-bp fragment. Wild-type Brcal was detected by
the product of P1-P2 primers (390 bp). The primer sequences were as follows: P1, 5-TAT CAC CAC
TGA ATC TCT ACC G -3'; P2, 5-GAC CTC AAA CTC TGA GAT CCA C -3'; and P4, 5-TCC ATA
GCATCT CCT TCT AAA C-3'. For all PCR reactions, thermocycling conditions consisted of 30 cycles
of 30 sec at 94 °C, 30 sec at 58 °C, and 50 sec at 72 °C. Reactions contained 100 ng of template DNA,
0.4 uM primers, 100 mM dNTPs, 2.5 units of TagDNA polymerase, 2.5 mM MgClz, and 10 x PCR
buffer in a 20-mL volume. After the electrophoresis of PCR products on 1% agarose gel, the gel was
stained with ethidium bromide.

4.3. Live-Cell Microscopy, Growth and Motility Assay

Doubling time (T4) was obtained using the following formula: Ta = In2/K, where K is the constant
rate calculated from Nt = No x eKxt where Nt is the cell number at time t; No is the cell number at the
initial time point. The cell number was determined using automated cell counter every day for 4 days.
To evaluate growth rates, cells were plated at a density of 2 x 10 cells per well in 24-well culture
plates. Images were taken every 12 h for 3 days. For the motility assay, cells were seeded in a 6-well
plate at 106 cells/well density. The wound was created by scratching a confluent monolayer with a
200 pl pipette tip, and wound healing was followed for 48 h by taking images every 6 h. All images
were taken using the JuLI Stage Real-Time Cell History Recorder (NanoEnTek, Seoul, Korea) with a
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bright channel, 4x/0.16 U Plan S-Apo objective.. Wound closure was quantified using the Image]
plugin MRI Wound Healing tool (Volker Baecker, Montpellier RIO Imaging, Montpellier, France).

4.4. Drugs

Cytotoxic drugs were purchased directly from the manufacturers. The compounds used in the
CST cytotoxicity assays were purchased from Accord Healthcare (cisplatin, epirubicin), Selleckchem
(olaparib), Sigma-Aldrich (paclitaxel, SN-38, doxorubicin), TEVA (etoposide), Tocris (veliparib),
Merk (gemcitabine) and MedChemExpress (talazoparib, rucaparib).

4.5. In Vitro Cytotoxicity Assay

Viability was assessed using the PrestoBlue® assay (Life Technologies), according to the
manufacturer's instructions. Briefly, cells were plated in 96-well plates and treated in the given
concentration range with the indicated compounds for 120 h. Viability of the cells was measured
spectrophotometrically using an EnSpire microplate reader (Perkin Elmer). Data were normalized to
untreated cells; curves were fitted by the GraphPad Prism 5 software (GraphPad,San Diego,
California, USA) using the sigmoidal dose-response model. Curve fit statistics were used to
determine mean concentrations of the selected drugs required to inhibit cell proliferation by 50%
(ICs0).

4.6. Lentiviral Transfection

2nd generation lentiviral vectors and packaging plasmids (pMD2.G and psPAX2) were obtained
from Addgene. CST cells were transduced with GFP (pRRL-EF1-eGFP-WPRE) or mCherry (pRRL-
EF1-mCherry-WPRE) expressing lentiviral supernatants prepared as follows: lentiviral particles were
produced in HEK293T cells transfected by the calcium phosphate co-precipitation method [95]. On
the starting day, 5 x 105 HEK293T cells were plated in a 10 cm? Petri dish. Calcium phosphate
transfection was performed the following day. 24 h later, the medium was replaced with fresh
medium, supplemented with KnockOut serum replacement (Gibco). The supernatant, containing the
lentiviral particles, was harvested 48 h after transfection, filtered through a 0.45 um syringe filter, and
then stored at —80°C until further use. The multiplicity of Infection was determined by flow
cytometry. Transduction of target CST cells was carried out on 6 well plates. After the transduction,
cell lines were tested and sorted by flow cytometry.

4.7. Immunocytochemistry and y-H2AX Foci Number Analysis

Cells were seeded into 8-well u-Slides (Ibidi) at a density of 80000 cells/well. After overnight
incubation, cells were washed with pre-warmed PBS, fixed with 4% formaldehyde solution for 15
min at room temperature, washed, and then blocked with complete blocking solution (0.5% BSA,
0.1% TritonX-100, 5% goat serum in sterile PBS) for one hour at room temperature. Next, samples
were incubated overnight at 4°C with the relevant primary antibodies (anti-E-Cadherin antibody
(ab11512-Abcam), anti-Vimentin Antibody (V9) (sc-6260-SantaCruz), anti-gamma H2A.X (phospho
5139) antibody (abl1174-Abcam) anti-cytokeratin 8 (ab53280-Abcam) and anti-cytokeratin 14
(ab7800-Abcam). After incubation, the cells were washed with PBS, and the secondary antibodies
(Alexa Flour 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555) were added in complete blocking solution,
followed by incubation for two hours at room temperature. Nuclei were labeled with DAPI. Imaging
was carried out using a ZEISS LSM-710 system (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) with
a 40%/1.4 Plan-Apochromat oil immersion objective. Images were processed with ZEN (Carl Zeiss
microscopy Gmbh, Jena, Germany). y-H2AX foci were counted with FindFoci, an automated Image]
plugin [96].

4.8. Animal Experiments

All animal protocols were approved by the Hungarian Animal Health and Animal Welfare
Directorate according to the EU's most recent directives. All surgical procedures were performed
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according to the Committee on the Care and Use of Laboratory Animals of the Council on Animal
Care at the Institute of Enzymology, RCNS in Budapest, Hungary (001/2574-6/2015). Tumor cells
(CST or CST-mCherry cells) (1.5 x 106/animal) were injected into the mammary fat pad of 6-8 weeks
old female FVB or GFP expressing FVB mice. The tumor size was monitored at least 3 times per week
by caliper measurements after the tumors became palpable. Tumor volume was calculated using the
V =length x (width2/2) formula. When the tumors volume reached 200 mm? mammary tumors were
either removed (control group) or treated with maximum tolerable dose of cisplatin (MTD, 6 mg/kg
iv. respectively). Treatments using the MTD were repeated every 14 days. Animals were sacrificed
when the tumor volume reached~2000 mm?.

4.9. Cell Sorting

Tumors were removed from the untreated control group. Removed tumors pieces were digested
and filtered as described above. Sorting was performed using a FACSAria III cell sorter (BD
Biosciences, San Jose, California, US) equipped with four lasers. EGFP fluorescence was measured
using blue laser excitation (488 nm) and 530/30 nm emission (FITC-A channel); mCherry fluorescence
was measured using yellow-green laser excitation (561 nm) and 610/20 nm emission (PE-mCherry
channel). Flow cytometry data was collected and analysis was performed using FACSDiva 8.02
software.

4.10. Whole Genome Sequencing and Genomic Data Analysis

Whole genome sequencing of a single cell CST clone was done at Novogene, Beijing, China. The
sequencing reads were quality controlled by FastQC [97], and filtered for bad quality and Illumina
adapter containing sequences by Trimmomatic [98]. Sequence alignment was conducted using BWA
MEM [99] against the GRCm38.p6 reference genome. Mutations were called by the GATK pipeline
[100] using HaplotypeCaller with the mouse dbSNP142 for positive training. Single nucleotide
variants were filtered for a minimum coverage of 10 and categorized according to COSMIC
classification scheme. Heterozygous and homozygous spectra were separately refitted to the 30
COSMIC v2 mutational signatures using the deconstructSigs R package [101] with default settings.
Large scale copy number levels in 16kb bins were estimated by goleft indexcov [102] and the ploidy
was predicted by piecewise constant fitting using the rpart R package [103]. Copy number profiles of
K14cre; Brcal'F; p53F/F mouse tumors [66] were downloaded from GEO accession GSE122076; ploidy
levels were predicted by piecewise constant fitting of aCGH values, and positive and negative ploidy
levels were averaged for each probe separately.

Whole genome sequence data obtained in this project is available from the European Nucleotide
Archive under study accession number PRJEB36418.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/sl, Figure SI:
Characterization of mesenchymal stem cells (MSC) derived from bone marrow of FVB mice. (A) Isolated MSCs
are positive to mesenchymal stem cell markers (Sca-1, CD44) and negative to CD90.1, macrophage marker F4/80
and Flk1, endothelial cell marker. (B) Osteogenic and adipogenic differenciation of isolated MSCs. Extracellular
matrix mineralization was evaluated by using Alizarin Red staining (osteogenic differentiation) and in case of
adipogenic differentiation, cells were stained with Oil Red O to visualize the lipid droplets, and dimethyl
methylene blue to stain the cytoplasm. Digital photos were taken by a Nikon Coolpix 4500 digital camera (Nikon
GmbH, Diisseldorf, Germany) connected to an Olympus CK2 inverted microscope (Olympus, Tokio, Japan) with
10x objective (osteogenic differentiation) and 20x objective (adipogenic differentiation). Figure S2:
Immunofluorescent detection of cytokeratins. (A) Cytokeratin 8 (CK8) (Alexafluor488 — green) was detected in
the cell nuclei. (B) Cytokeratin 14 (CK14) (Alexafluor488 — green) localization. Nuclei were stained with DAPL
Scale bar =20um. Microscopy pictures were aquired using ZEISS LSM-710 system (Carl Zeiss microscopy Gmbh,
Jena, Germany) with 40x/1.4 Plan-Apochromat oil immersion objective (images were processed with ZEN (Carl
Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany)). Consistently with the basal-like phenotype of BRCA1-mutated breast
cancers, CST cells express markers that are typical for basal/myoepithelial cells, such as the basal cytokeratin
CK14 [104]. Interestingly, we observe nuclear localization of cytokeratin 8 in CST cells. Nuclear localization of
keratins has been described [105] and in particular CK8 has been shown to play a role as a nuclear matrix-
attachment region-binding protein involved in the organization of nuclear DNA [106]. Figure S3: (A) Cell
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growth assay. To evaluate the growth of the established CST cell line, cells were plated at a density of 2 x 10*
cells per well (24-well culture plate). Cells were counted using an automated cell counter every day for 4 days.
Data represent the mean of three independent experiments (mean + SEM). (B) Wound healing. Images were
acquired using JuLi™ Stage (NanoEnTek Inc., Korea) with 4x/0.16 U Plan S-Apo objective. Figure S4:
Immunofluorescence of the 5139 phosphorylated form of histone H2A (H2AX) (green fluorescence (Alexa Fluor
488): CST,CST-mCh, MDA-MB-231, MCF7, 4T1, red fluorescence (Alexa Fluor 546): CST-GFP) as a measure of
DNA damage. Representative confocal microscopy images show nuclear foci of phosphorylated H2AX. Nuclei
were stained with DAPI (blue). Scale bar = 20pm. Microscopy pictures were acquired using ZEISS LSM-710
system (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) with 40x/1.4 Plan-Apochromat oil immersion objective
(images were processed with ZEN (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany)). Figure S5: Copy number
status of CST compared to Kl4cre; Brcal®¥; p53FF mouse tumors. In each row, ploidy levels were determined for
a single chromosome. Left panels: averaged positive and negative log2 ploidy changes for the 18 mouse tumour
samples from [66], right panels: estimated coverages in 16 kb windows and the associated ploidy level
predictions. Figure S6: In vitro toxicity (ICs0) of selected compounds, measured with PrestoBlue assay. ICso values
were obtained by sigmoidal curve fitting using the GraphPad Prism software. Figure S7: (A) Transduction
efficiencies were measured by flow cytometry for both GFP and mCherry protein expression. After sorting
transduced CST cells twice, 90% GFP+ and 95% mCherry+ cell were detected. (B) Cell growth assay. To evaluate
the growth of the established CST cell line, cells were plated at a density of 2 x 10* cells per well (24-well culture
plate). Cells were counted using an automated cell counter every day for 4 days. Data represent the mean of
three independent experiments (mean + SEM). C) Wound healing. Images were acquired using JuLi™ Stage
(NanoEnTek Inc., Korea) with 4x/0.16 U Plan S-Apo objective. Figure S8: Lentiviral vector-mediated gene
transduction has no effect on CST cell viability, growth, motility and protein expression. (A) Cell growth assay.
B) Wound healing assay of parental CST cells compared to CST-GFP, CST-mCh. (C) Immunofluorescent
detection of fluorescent proteins (GFPmCh) and E-cadherin (Cdh-1) (Alexafluor555-red) and vimentin
(Alexafluor488 — green), nuclei were stained with DAPI. Scale bar = 20um. Microscopy pictures were acquired
using ZEISS LSM-710 system (Carl /Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) with 40x/1.4 Plan-Apochromat oil
immersion objective (images were processed with ZEN (Carl Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany)). (D)
Quantification of y-H2AX expression. Number of y-H2AX loci per cell nucleus are presented as mean values +
SEM.
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Abbreviations
BRCA1 breast cancer susceptibility gene 1
MSC mesenchymal stem cell
HER2 epidermal growth factor receptor 2
ER estrogen receptor
PR progesterone receptor
TNBC triple negative breast cancer
GEMM genetically engineered mouse model
GEMMC genetically engineered mouse model of cancer
pCR pathologic complete response
PARP poly (ADP-ribose) polymerase

CK14 cytokeratin 14
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IDC-NOS invasive carcinoma-of no special type
MMTV-LTR mouse mammary tumor virus—long terminal repeat
WAP whey acidic protein
HR homologous recombination
PCR polymerase chain reaction
SNP single nucleotide polymorphism
GFP green fluorescent protein
MTD maximum tolerable dose
FACS fluorescence activated cell sorting
COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Success of cancer treatment is often hampered by the emergence of multidrug resistance (MDR) mediated by P-
glycoprotein (ABCB1/Pgp). Doxorubicin (DOX) is recognized by Pgp and therefore it can induce therapy re-
sistance in breast cancer patients. In this study our aim was to evaluate the susceptibility of the pegylated
liposomal formulation of doxorubicin (PLD/Doxil®/Caelyx®) to MDR. We show that cells selected to be resistant
to DOX are cross-resistant to PLD and PLD is also ineffective in an allograft model of doxorubicin-resistant mouse
B-cell leukemia. In contrast, PLD was far more efficient than DOX as reflected by a significant increase of both
relapse-free and overall survival of Brcal ~/~;p53~/~ mammary tumor bearing mice. Increased survival could
be explained by the delayed onset of drug resistance. Consistent with the higher Pgp levels needed to confer
resistance, PLD administration was able to overcome doxorubicin insensitivity of the mouse mammary tumors.
Our results indicate that the favorable pharmacokinetics achieved with PLD can effectively overcome Pgp-
mediated resistance, suggesting that PLD therapy could be a promising strategy for the treatment of therapy-
resistant breast cancer patients.
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1. Introduction

Chemotherapy remains the principal therapeutic modality in cancer
treatment. Despite recent successes, such as the discovery of the BCR-
ABL tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloid leukemia (CML), all-
trans retinoic acid (ATRA) in acute promyelocytic leukemia (APL) and
other advances in testicular cancer, pediatric leukemias and Hodgkin's
lymphomas, which have demonstrated striking effects on patients sur-
vival [1], resistance and relapse remains a major obstacle [2].

Breast cancer is the most common malignancy in women.
Approximately 60% of the breast cancer patients diagnosed at an early
stage of the disease receive chemotherapy, but only a minor fraction of
patients actually benefit from it [3]. 30% of women diagnosed with
early stage breast cancer will progress to metastatic disease where there
are only few treatment options [4]. Response to anthracycline- or
taxane-based treatment regimens is overall weak and not long-lasting
[5]. A study concluded that 50-70% of relapsing tumors from surgically
removed adenocarcinomas were already drug resistant [6].

* Corresponding author at: P.O.B. 286, Budapest 1519, Hungary.

Resistance to anticancer agents is based on several mechanisms.
Cancer cells can downregulate the drug target, tune down pathways
leading to apoptosis, upregulate DNA repair mechanisms or increase
the metabolism of drug molecules [7]. One of the most frequent and
most investigated mechanisms of cellular drug resistance relies on the
active efflux of the chemotherapeutical compounds from the cells. P-
glycoprotein (ABCB1/Pgp), a member of the ATP Binding Cassette
(ABC) transporter family was shown to extrude numerous, structurally
unrelated chemotherapeutic drugs from resistant cancer cells [8]. There
is ample evidence to prove the link between the activity of Pgp and
clinical anticancer drug resistance. Pgp expression is an independent
prognostic factor in acute myeloid leukemia (AML) [9,10] and acute
nonlymphoblastic leukemia (ANLL) [11]. Pgp function in tumor cells
shows negative correlation with response to the treatment and reliably
predicts therapy response in AML [12].

Recently, genetically engineered mouse models (GEMMs) have been
introduced to the study of drug resistance mechanisms. GEMMs closely
mimic cancer in human patients and therefore offer a unique
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opportunity to study the evolution of drug resistance. In particular,
conditional deletion of the Brcal and p53 genes was shown to give rise
to mammary carcinomas that mimic many aspects of the human disease
[13]. In contrast to the xenograft models, these spontaneous tumors
become drug resistant as a result of the treatment [14]. Like most
human cancers, Brcal ~/~;p53~/~ tumors show initial sensitivity to
doxorubicin, topotecan, cisplatin [15], and the poly(ADP-ribose)-poly-
merase (PARP) inhibitor olaparib, which induce synthetic lethality in
BRCA1- or BRCA2-deficient cells [16]. However, the tumors always
acquire resistance to docetaxel, doxorubicin, topotecan or olaparib
[17,18], based on the increased expression of the Abcbl or Abcg2
genes. Inhibition of ABCB1 using tariquidar successfully reversed drug
resistance [19], and the relevance of the efflux-based drug resistance
was also confirmed in ABC transporter-deficient tumors [18].

While there is a constant need for finding new targets, the efficacy
of existing drugs could also be restored by eliminating resistance me-
chanisms. Unfortunately, attempts to circumvent reduced drug accu-
mulation by inhibiting drug efflux have failed in clinical trials, because
inhibition of Pgp altered the pharmacokinetic properties of the coad-
ministered cytotoxic compounds [20]. Because selective modulation of
Pgp in cancer cells remains difficult to achieve, attempts to circumvent
MDR rely on further strategies such as targeting the paradoxical hy-
persensitivity of MDR cancer [21-24]. Another possibility is to develop
drugs that bypass efflux either through the chemical modification of the
cytotoxic compounds or through novel formulations of existing ther-
apeutics [25].

Doxorubicin (DOX) is still one of the most effective chemother-
apeutic agents used in lung, breast, ovarian, uterine cancers and in
lymphomas and leukemias [26-28]. The pegylated liposomal formula-
tion of doxorubicin (PLD/Doxil®/Caelyx®) was developed to overcome
DOX's dose limiting cardiotoxicity and myelosuppression [29]. PLD has
the ability to avoid the reticuloendothelial system (“stealthness”) [30],
and as a result of the enhanced permeability and retention (EPR) effect,
PLD is “passively” targeted to tumors [31,32]. PLD's efficacy was
evaluated in several allo- and xenograft models of colon [33], breast
[34], ovarian [35], lung [36], leukemia [37], lymphoma [38], bladder
[39] and prostate cancer [40]. These studies have convincingly de-
monstrated that PLD has an equal or even better performance than DOX
(reviewed in [41]). Clinical trials comparing PLD to DOX in patients
with metastatic breast cancer (MBC) proved that both treatments are
comparably efficient [42].

DOX is recognized by Pgp and therefore it can induce therapy re-
sistance in breast cancer patients [43]. In this study our aim was to
evaluate the susceptibility of PLD to MDR. We show that cells selected
to be resistant to DOX are cross-resistant to PLD. However, in contrast
to doxorubicin, PLD treatment results in a durable response of BRCA1-
deficient mammary tumors, and PLD remains effective in DOX-resistant
ABCB1-expressing tumors.

2. Materials and methods
2.1. Drugs

Cytotoxic drugs doxorubicin (dox, teva), pegylated liposomal dox-
orubicin Caelyx® (PLD, Janssen) and cisplatin (CDDP, Accord
Healthcare) were purchased directly from the manufacturers. The
compounds used in the DT40 cytotoxicity assays were purchased from
Selleckchem (olaparib), Sigma-Aldrich (paclitaxel, SN-38, doxorubicin)
or Accord Healthcare (PLD, 5-FU) or TEVA (etoposide). Daunorubicin
was a kind gift from Dr. Gabor Mez§ (ELTE, Hungary).

2.2. Cell lines
The human uterine sarcoma cell lines MES-SA and the doxorubicin

selected MES-SA/Dx5 were obtained from ATCC (MES-SA: No. CRL-
1976™, MES-SA/Dx5: No. CRL-1977™). The human mammary
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carcinoma cell lines MCF7, T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-468,
Hs578T, BT-549, the mouse leukemia cell line P388 and its doxorubicin
selected subline P388/ADR were obtained from the National Cancer
Institute's Developmental Therapeutics Program (National Institutes of
Health). P388/ADR and Dx5 cells were maintained in 800 and 500 nM
doxorubicin (Adriamycin), respectively. The human breast cancer and
the mouse leukemia cell lines were cultured in RPMI media (Life
Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum, 5 mM glu-
tamine, and 50 units/ml penicillin and streptomycin (Life
Technologies). MES-SA and MES-SA/Dx5 cells were cultured in sup-
plemented DMEM media (Life Technologies). The chicken B-cell line
DT40 was grown in RPMI-1640 medium supplemented with 7% fetal
bovine serum, 3% chicken serum, 50 uM 2-mercaptoethanol and peni-
cillin/streptomycin. Wild-type DT40 clonel8 cells [44] and a BRCA1
null mutant line [45] were used. All cell lines were cultured at 37 °C,
5% CO..

2.3. In vitro cytotoxicity assay

Viability was assessed by the PrestoBlue® assay (Life Technologies),
according to the manufacturer's instructions. Briefly, cells were plated
in 96- or 384-well plates, treated in the given concentration range with
the indicated compounds for 120 h or 72h in case of DT40 cells.
Viability of the cells was measured spectrophotometrically using an
EnSpire microplate reader (Perkin Elmer). Data were normalized to
untreated cells; curves were fitted by the Graph Pad Prism 5 software
using the sigmoidal dose-response model. Curve fit statistics were used
to determine ICs values.

2.4. Immunohistochemistry

Snap-frozen tissues were cut with a cryostat into 5 pm sections. The
tissue slices were transferred onto microscope slides and fixed with ice-
cold methanol for 10 min. Tissue sections were then washed in PBS,
blocked with 3% bovine serum in PBS (1 h), stained with hematoxylin
and eosin and then the sections were mounted with ProLong Gold (Life
Technologies). Immunohistochemistry images were examined by an
Eclipse TS100 microscope (Nikon).

2.5. RNA isolation and RT-PCR

Snap-frozen tumor samples were pulverized under liquid nitrogen
and were homogenized in TRIzol™ Reagent (Life Technologies). Total
RNA was isolated from tissue samples using Direct-zol® MiniPrep kit
(Zymo Research) according to the manufacturer's guidelines. In-column
DNAse I treatment was applied to prevent DNA contamination. cDNA
samples were prepared from 300 ng total RNA using the Promega
Reverse Transcription System Kit. The Pre-Developed TagMan® assay
Actin B (Actp) (Life Technologies) was used as endogenous control in
real-time PCR (RT-PCR) experiments; for quantifying Abcbla and
Abcblb mRNA levels the respective TagMan® primers were used. RT-
PCR analyses were carried out using the StepOne™ Real-Time PCR
System (Life Technologies); mRNA fold changes were determined using
the 2744t method. Relative mRNA levels were presented as mean
values + S.E.M. of 3 independent experiments.

2.6. Animal experiments

All animal protocols were approved by the Hungarian Animal
Health and Animal Welfare Directorate according to the EU's most re-
cent directives. All surgical procedures were performed according to the
Committee on the Care and Use of Laboratory Animals of the Council on
Animal Care at the Institute of Enzymology, RCNS in Budapest,
Hungary (22.1/2291/3/2010).

P388 and P388/ADR cells (1 x 10%/animal) were injected into the
intraperitoneal cavity of 6-8 weeks old male BDF1 mice and 48 h later a
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single dose of saline, doxorubicin (3 mg/kg) or PLD (3 or 5 mg/kg)
were administered intraperitoneally. The animals were weighted 3
times per week and monitored multiple times per day for any sign of
pain. MTD was determined based on the weight loss of healthy FVB
mice. Drug resistance of tumor implants was induced as described by
Rottenberg et al. [17]. Briefly, tissue pieces (1-2 mm in diameter) ob-
tained from Brcal /" ;p53~/~ FVB mouse mammary tumors (a kind
gift from Sven Rottenberg, NKI) were transplanted orthotopically into
the mammary fat pad of wild type FVB mice (Harlan) under anesthesia
(20 mg/kg zolazepam, 12.5mg/kg xylazine, 3 mg/kg butorphanol,
20 mg/kg tiletamine). The tumor size was monitored at least 3 times
per week by caliper measurements after the tumors became palpable.
Tumor volume was calculated using the V = length x (width?/2) for-
mula. When the volume of the tumors reached ~200 mm?3, DOX and
PLD treatment was initiated using the maximum tolerable dose (MTD, 5
and 8 mg/kg iv. respectively). Treatments using the MTD were repeated
every 10 days unless the size of the tumors decreased to 50% of its
original volume. In that case treatment was repeated when the tumor
relapsed to its original size. Animals were sacrificed when the tumor
volume reached ~ 2000 mm?,

2.7. Measurement of serum and tumoral doxorubicin levels after DOX or
PLD treatment

FVB mice were treated with a single dose of intravenous doxor-
ubicin (5 mg/kg) or PLD (8 mg/kg). Blood samples were taken before
administration and after 5, 15, 30, 60, 180, 360, 1440, 2880 min by
cardiac puncture of euthanized animals. Blood serum was separated by
centrifugation at 4000 rpm for 15 min at 4 °C. For the determination of
tumoral doxorubicin levels tumor pieces obtained from Brcal ™’
~;p53~/~ FVB mouse mammary tumors were transplanted orthotopi-
cally into the mammary fat pad of wild type FVB mice. When the vo-
lume of the tumors reached ~200 mm?, DOX and PLD treatment was
initiated using the maximum tolerable dose (MTD, 5 and 8 mg/kg iv.
respectively). Animals were sacrificed after 24, 48 and 72 h; the tumors
were mechanically homogenized in phosphate-buffered saline
(~200 mg/ml) and subjected to acetonitrile protein precipitation.
LC-MS/MS analysis was performed using a QTRAP 6500 triple quad-
ruple — linear iontrap mass spectrometer, equipped with a Turbo V
Source in electrospray mode (AB Sciex, CA, USA) and a Perkin Elmer
Series 200 micro LC system (Massachusetts, USA). Chromatographic
separation was achieved using an Agilent Zorbax SB C18 column
(75 mm X 4,6 mm, 3,5pum). Sample was eluted with a gradient of
solvent A (0.1% formic acid in water) and solvent B (0.1% formic acid
in acetonitrile). Quantitation of doxorubicin was performed using
multiple reaction monitoring mode (MRM) with the transitions of m/z
544 — 361 (quantifier) and m/z 544 — 130 (qualifier).

3. Results

3.1. PLD does not overcome ABCBI1-mediated doxorubicin resistance in
vitro

To evaluate the effect of pegylated liposomal formulation on the in
vitro toxicity of doxorubicin, we compared the toxicity of DOX and PLD
in the NCI-60 breast cancer cell lines. Whereas DOX showed strong
toxicity in all six cell lines, the ICso values of PLD were on average 51-
fold higher (Table 1). MDA-MB-468 cells were relatively more sensitive
to both cisplatin and PLD, in line with the loss of PTEN expression in
this cell line [46]. Next, we evaluated the susceptibility of DOX and PLD
to Pgp-mediated MDR, using pairs of drug-sensitive and multidrug re-
sistant cell lines. As expected, A431-B1, MESS-SA/Dx5 and P388/ADR
cells expressing Pgp were resistant to DOX as compared to their sensi-
tive counterparts. Pgp expression also conferred resistance to PLD,
which was virtually nontoxic to A431-B1, MESS-SA/Dx5 and P388/
ADR cells. Addition of the Pgp-inhibitor tariquidar restored sensitivity,
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Table 1

In vitro toxicity (ICso) of DOX, PLD and cisplatin (M) in six breast cancer cell lines (top)
and in parental and Pgp-expressing MDR cells (bottom). Values represent the average of
at least three independent experiments. RR: Resistance ratio (ICs, resistant cell/ICso
sensitive cell). TQ: Pgp inhibitor tariquidar.

Cell line DOX DOX + TQ  PLD PLD + TQ  Cisplatin
BT-549 0,02 - 1,68 - 7,62
Hs578T 0,08 - 5,65 - 16,93
MDA-MB-231 0,01 - 0,59 - 6,42
MCF-7 0,13 - 3,63 - 48,75
T47D 0,03 - 1,21 - 10,79
MDA-MB-468 0,02 - 0,49 - 0,71
A431 0,33 - 12,30 - 19,50
A431-B1 8,52 0,32 > 250 7,14 23,10
RR 25,8 > 20,3

MES-SA 0,07 - 4,00 - 7,58
MES-SA/Dx5 2,88 0,02 > 250 0,10 12,52
RR 41,1 > 62,5

P388 0,00015 - 0,00075 - 0,61
P388/ADR 2,04 0,00069 10,19 0,00230 1,18
RR 13,600 13,587

proving that P-glycoprotein can protect cells against doxorubicin de-
spite its stealth formulation (Table 1). ABCG2, another well-char-
acterized multidrug transporter, did not confer resistance against PLD
(Supplementary Table S1).

3.2. PLD is ineffective in an allograft model of doxorubicin-resistant mouse
B-cell leukemia

In real tumors, the efficacy of treatment is also influenced by ex-
tracellular factors, such as tissue distribution or the cross-talk between
microenvironment and cancer cells [47]. In the next set of experiments
we monitored the effect of DOX or PLD treatment on the survival of
BDF1 mice bearing drug-sensitive (P388) or drug-resistant (P388/ADR)
intraperitoneal ascites tumors (Fig. 1). In line with its reduced toxicity,
PLD could be administered at significantly higher doses. P388 tumors
responded well to DOX and PLD, which was reflected in a significant
increase in the median survival (DOX: 29 days; PLD (3 mg/kg): 28 days;
PLD (5mg/kg): > 63 days as compared to saline (15.5 days)), while
the same treatment failed to prolong survival of mice inoculated with
resistant P388/ADR cells (DOX: 12.5 days; PLD (3 mg/kg): 13 days).
Whereas P388 tumors showed a dose-dependent response to PLD, the
Abcbl-expressing P388/ADR tumors were completely resistant even at
a higher PLD dose (PLD (5 mg/kg): 16 days). Thus, in line with the in
vitro data, this particular in vivo model indicates that, despite the stealth
formulation, PLD cannot be considered as an effective solution for the
treatment of multidrug resistant tumors.
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Fig. 1. DOX and PLD are ineffective in an ascites model of resistant leukemia. Drug-naive
P388 or drug resistant P388/ADR tumor bearing mice were treated with saline (green and
pink), 3 mg/kg of DOX (red and blue) or PLD (orange and black) or 5 mg/kg of PLD
(dashed dotted orange and black). The dotted vertical line indicates the time of treatment
(T) at Day 2. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. PLD is superior to DOX in a clinically relevant mouse model of breast cancer. A.
Relapse-free and B. Overall survival of DOX (5 mg/kg iv.) and PLD (8 mg/kg iv.) treated
groups. C. Growth Kkinetics of saline (upper left panel), DOX (DOX1-10) and D. PLD
(PLD1-10) treated individual tumors. Arrows indicate treatment. D. Growth kinetics of
PLD treated individual tumors (PLD1-10). Arrows indicate treatment.

3.3. PLD prolongs relapse-free and overall survival in a Brcal ~/ ~;p53~/~
tumor model of hereditary mammary cancer

To test the therapeutic value of PLD in a more relevant model, we
treated mice bearing orthotopically transplanted mammary tumors
obtained from Brcal ~/~;p53~/~ mice [17,18]. Again, PLD could be
administered at higher doses than DOX (8 mg/kg and 5mg/kg, re-
spectively). Whereas saline-treated mice had to be sacrificed within
12 days, treatment with the maximum tolerated dose (MTD) of doxor-
ubicin increased the median survival of mice to 49.5 days. As compared
to doxorubicin, treatment with the MTD of PLD resulted in a 6-fold
increase in median relapse-free survival, and a 3-fold increase in
median overall survival (9 vs 56 days and 49.5 vs 151.5 days, respec-
tively) with the longest survival of 247 days (Fig. 2A, B). Growth ki-
netics of individual tumors revealed fundamental differences between
the DOX and PLD groups (Fig. 2C and D). Saline-treated animals had to
be sacrificed by day 12 because the tumor volume reached the limit of
~2000mm? (Fig. 2C, upper left graph). In some tumors, treatment with
the MTD of DOX resulted in an initial response, but eventually all tu-
mors relapsed and became resistant to therapy within 60 days (Fig. 2C).
In contrast, 8 of the 10 tumors treated with the MTD of PLD were ef-
ficiently contained and only two tumors became refractory to treatment
(PLD 1 and 7) (Fig. 2D). However, responding tumors could not be
completely eradicated before the mice had to be euthanized due to the
cumulating side effects of the PLD treatment. Immunohistochemical
characterization of tumor sections from the 3 treatment groups revealed
increased necrosis in the PLD treated tumors. There were no further
morphological or structural differences, nor a change in the number of
infiltrating immune cells, suggesting that the superior efficacy of PLD is
not due to an elevated immune response (Supplementary Fig. S1).

DOI:10.14753/SE.2021.2428

290

Journal of Controlled Release 261 (2017) 287-296

3.4. Resistance to doxorubicin can be overcome by PLD in the Brcal ™/ ~;
P53~/ tumor model of hereditary mammary cancer

Although PLD proved ineffective against doxorubicin-resistant cell
lines in vitro (Table 1) and in vivo (Fig. 1), we also wanted to evaluate
the potential of PLD against doxorubicin resistant mammary cancer
using the model described above. Doxorubicin-resistant tumors
(Fig. 2C) were re-transplanted into the mammary fat pad of wild-type
mice. After the tumors became palpable, mice were treated with the
MTD of either DOX or PLD. As expected, doxorubicin treatment was
largely ineffective (median overall survival was 27 days, as opposed to
the median survival of 49.5 days observed when DOX was used in drug-
sensitive tumors, Fig. 2B). Surprisingly, all the DOX resistant tumors
responded to PLD treatment (Fig. 3B). Although the relapse-free period
was significantly shorter (RFS of 56 vs 15 days, in first- and second-line
PLD treatment groups, Fig. 2A and Fig. 3B, respectively), PLD treatment
was able to significantly prolong the overall survival of mice bearing
DOX-resistant tumors (OS of 151 vs 142 days, in the first- (Fig. 2B) and
second-line (Fig. 3C) PLD treatment groups, respectively). Complete
remission was achieved with one mouse (PLD16), which has been
tumor-free for over 200 days. Only one of the 8 re-transplanted tumors
became refractory to PLD treatment; all the others were efficiently
contained until the experiment had to be stopped due to the cumulating
toxicity associated with PLD treatment (Fig. 3A and Supplementary Fig.
S2).

3.5. PLD-resistant tumors show 20-400 fold higher expression of Abcbla
and Abcb1b

Pgp expression conferred resistance to PLD in cytotoxity experi-
ments and in the P388 MDR ascites tumor model. Also, as described by
Rottenberg and colleagues, in the case of DOX, treatment failure was
due to a moderately increased expression of Abcbla and b [19].
Strikingly, PLD-resistant tumors (PLD1 and 7) showed extremely high
Abcbla and b mRNA levels (20-400 fold increase as compared to the
saline-treated group). Similarly, tumors showing signs of resistance
towards the end of the experiment (PLD 3, 8, 10) exhibited very high
Abcbla and Abcblb levels. Tumor tissue could not be extracted from
responders (PLD 2, 4, 5, 9), except for PLD 6, which however did not
overexpress any of the Abcbl genes (Fig. 4).

3.6. Superior activity of PLD over DOX can be explained by increased
tumoral doxorubicin levels

Liposomal formulation of doxorubicin allowed a 60% increase of the
MTD (8 mg/kg vs 5 mg/kg for PLD and DOX, respectively), which re-
sulted in a 35-fold increase in the maximum peak doxorubicin con-
centration (31,600 = 6023 ng/ul vs 885.67 + 240, measured 5 min
after administration). Following intravenous injection of DOX, doxor-
ubicin plasma levels decayed rapidly, whereas 7 days after treatment
with a single dose of PLD, doxorubicin concentrations were still com-
parable to maximum levels observed in DOX-treated mice (Fig. 5A).
Consequently, the AUC value was ~ 2600-fold higher for PLD as com-
pared to DOX (4.47 x 107ys 1.7 x 10*ng x h/ml). As expected based
on the EPR effect, elevated plasma doxorubicin levels resulted in a
significant increase of the tumoral drug load in the PLD-treated mice
(Fig. 5B). Despite sustained high doxorubicin plasma concentrations,
treatment with PLD was not limited by signs of pain, serious side effects
or weight loss (see Supplementary Fig. S4 for the histological analysis of
vital organs). Long-term (> 120 days) treatment with PLD however
resulted in ulcerations reminiscent of the palmar-plantar ery-
throdysesthesia (“hand-foot syndrome”) observed in patients [48].

3.7. BRCA1 knock-out cells show increased sensitivity to DOX and PLD

The surprising efficacy of PLD in treatment-naive and DOX-resistant
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Fig. 2.

Brcal-negative mammary tumors prompted us to investigate the re-
levance of defective homology-directed DNA repair. We compared the
sensitivity of wild-type and a BRCA1-null DT40 cells against a panel of
cytotoxic compounds used in the treatment of breast cancer. BRCAL1 is
not essential for survival of DT40 cells, which is likely due to p53 de-
ficiency [49]. As expected, BRCA1-KO DT4O0 cells were hypersensitive
to olaparib and SN-38, but not to 5-fluorouracil (5-FU) or paclitaxel.
Surprisingly, BRCA1-deficient cells were also more sensitive to topoi-
somerase II inhibitors. In particular, lack of BRCA1 resulted in a 3.3-
and 2.8-fold higher sensitivity to DOX and PLD, respectively (Table 2).

4. Discussion

Effective treatment of cancer requires the use of toxic che-
motherapy. In most cases, multiple drugs are used, as resistance to
single agents occurs almost universally. One of the best studied me-
chanisms of multidrug resistance relies on the ability of P-glycoprotein
to prevent drugs from reaching a toxic concentration inside cancer cells.
Unfortunately, clinical efforts to inhibit efflux-mediated resistance have
failed, due to unwanted side effects associated with the toxicity of the
concomitantly administered chemotherapy [20]. A simple alternative
to transporter inhibition would be to increase intracellular drug accu-
mulation by elevating the dose of chemotherapy. However, while this
approach may prove viable in vitro, even a slight increase in che-
motherapy dosages can result in lethal side effects in patients. PLD was
developed with the aim to overcome the dose-limiting cardiotoxicity
and myelosuppression of doxorubicin [29]. Currently, PLD is approved
for AIDS-related Kaposi's sarcoma, ovarian cancer (after failure of pla-
tinum-based therapy), and multiple myeloma (in combination with

(continued)

bortezomib in patients who have not previously received bortezomib
and have received at least one prior therapy). In addition, several re-
ports showed benefit in advanced, metastatic and recurrent breast
cancers [50,51] even with prolonged dose intervals [52]. Interestingly,
only a small number of studies were performed using PLD as a neoad-
juvant treatment in locally advanced breast cancer patients [53]. To our
knowledge there are no studies focusing on PLD-resistance in any kind
of cancer.

Since Pgp extrudes its substrates from the membrane bilayer (hy-
drophobic vacuum cleaner model [54]), liposomal formulations may
bypass the transporter as they shuttle their cargo into the cells. Several
studies suggested that nanomedicines can overcome MDR to some ex-
tent [55-59], but a systematic analysis found that the overall benefit
may be quite small [60]. In our hands, the in vitro toxicity of PLD was
significantly reduced in sensitive cells, and Pgp-expressing cells were
completely resistant (Table 1). However, in the case of PLD (but not
DOX), we observed a gradual increase in the sensitivity and drug uptake
of drug-sensitive cells. In contrast, MDR cells were resistant to both PLD
and DOX even at later time points, and did not show any drug uptake
unless Pgp was inhibited by tariquidar (Supplementary Figs. S3 and S5).
These results are consistent with the slow extracellular release of free
doxorubicin from PLD [61]. Since extracellularly released doxorubicin
cannot cross the plasma membrane due to preemptive efflux by Pgp,
MDR cells remain dim and resistant even at later time points.

PLD was also inefficient against drug resistant P388/ADR cells in an
ascites tumor model despite the dose-dependent response of the Abcb1-
negative tumors. Extrapolation of these results suggested that Doxil
treatment would not be effective in treatment-refractory patients.
However, failure of the clinical trials conducted with transporter
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Fig. 2. (continued)

inhibitors has shown the complexity of translating knowledge gained
from in vitro models. The evolution of cancer drug resistance is a multi-
step process, which is best modeled with clinically relevant mouse
models of cancer [14]. To evaluate the clinical potential of PLD in
treatment-naive and therapy-resistant triple-negative breast cancer, we
used a GEMM in which mammary tumors arise due to the tissue specific
disruption of Brcal and p53[13]. An advantage of this model is that
mammary tumors obtained from Brcal /~;p53~ /" mice can be
transplanted orthotopically into female wild-type FVB mice without the
loss of histomorphological features, molecular characteristics and the
drug sensitivity profile [17]. Although the incidence of BRCA1-deficient
hereditary breast cancer is relatively low, the high prevalence of BRCA1
dysfunction identified in sporadic breast cancer [62][63] could also be
exploited. Reduced BRCA1 function as a result of gene silencing by
hypermethylation was observed in sporadic breast and ovarian cancer
[64,65], and BRCA1/2-deficiency is also present in non-gynecological
malignancies [66].

In line with Phase 1 studies, we found that the circulation time,
maximum peak concentration and AUC of doxorubicin were sig-
nificantly higher in PLD treated groups as compared to DOX treatment
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[30,53,67]. PLD was far more efficient than DOX as reflected by a
significant increase of both relapse-free and overall survival of Brcal-
negative mammary tumor bearing mice (the relapse-free survival in the
PLD treatment group (56 days) was longer than the overall survival of
the DOX treated group (49.5 days)). Improved survival was clearly due
to the delayed onset of drug resistance, suggesting that the increased
cytotoxic payload could overwhelm the transporters expressed at rela-
tively low levels. This result also highlights the shortcomings of typi-
cally used resistance models, which are based on the comparative study
of sensitive and resistant cell lines in in vitro and xenograft experiments
[60]. PLD was ineffective in the doxorubicin-resistant MES-SA/Dx5
[68] or P388/ADR cells and the retrovirally transduced A431-B1 cells
because Pgp expression in these routinely used MDR cell lines is ex-
ceedingly high, whereas resistance of Brcal-negative mammary tumors
to DOX was caused by a moderate overexpression of Abcbl/Pgp. The
functional relevance of moderate transporter levels in conferring re-
sistance to DOX or olaparib has been previously established by de-
monstrating restoration of drug sensitivity with the addition of the Pgp
antagonist tariquidar [17,19]. Strikingly, Abcb1/Pgp expression levels
needed to confer resistance to PLD were 20 to 400 fold higher than
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Fig. 3. PLD treatment of DOX-resistant tumors is remarkably effective A. Growth kinetics, B. Relapse-free survival and C. Overall survival of DOX-resistant tumors treated with DOX
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Fig. 4. Normalized Abcbla and Abcblb mRNA expression levels in tumors treated with
saline, DOX or PLD.

those that conferred doxorubicin resistance, offering an explanation for
the delayed and less frequent emergence of PLD resistance. The possible
involvement of Pgp in limiting human breast cancer therapy is still
controversial. While the level of Pgp needed to confer clinical resistance
in human tumors has never been established due to the insensitivity of
the methods, our results suggest that PLD-refractory patients express
high Pgp levels that may be readily detected even in a routine clinical
diagnostic setting.

Consistent with the higher Pgp levels needed to confer resistance,
PLD administration was able to overcome doxorubicin insensitivity of
the mouse mammary tumors. This may explain the result of the meta-
analysis of four prospective trials, which proved that anthracycline re-
challenge using PLD is effective in patients with metastatic breast
cancer regardless of resistance, cumulative dose or time since prior
conventional anthracycline therapy [69]. Likewise, a multicenter phase
II study conducted on 79 MBC patients previously treated with an-
thracyclines found that PLD was as effective as other commonly used
salvage regimens (eg. capecitabine) [70]. PLD was also found to be
efficient in BRCA-related ovarian cancer (OC) even after resistance to
platinum based treatments have emerged [71]. Strikingly, comparison
of PLD and olaparib in heavily pretreated BRCA-heterozygous OC
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patients demonstrated similar efficacy, suggesting that PLD may also be
advantageous in BRCAI-negative cancers [72]. Although olaparib has
potent antitumor activity in BRCA-negative cancers, not all patients
with cancer who carry BRCA1 or BRCA2 mutations respond to PARPi
therapy, and the analysis of BRCA1l-mutated mouse mammary tumors
suggested that olaparib resistance is also due to the moderate over-
expression of Pgp [73]. In light of our results, the clinical benefit of PLD
re-challenge may be explained by the ability of PLD to overcome Pgp-
mediated resistance that limits the efficiency of anthracycline-, taxane-
or olaparib-based regimens.

While the effectiveness of PARP inhibitors for BRCA-deficient cells
makes these the preferred agents for tumors harboring such cells, the
choice of “cytotoxic” agent to use in the therapy of BRCA-deficient cells
is less clear. Persuasive basic science suggests a topoisomerase I in-
hibitor should be the preferred agent [74,75] but clinically cisplatin has
often been administered in drug combinations with evidence of benefit
[76-81]. As expected, our in vitro studies demonstrate that BRCA-de-
ficient cells are markedly sensitive to olaparib. Whereas drug uptake
was not effected by BRCA1 (Supplementary Fig. S3), we also found
collateral sensitivity to doxorubicin and PLD, suggestive of some level
of synthetic lethality. Furthermore, our in vivo experiments demon-
strated a nearly 6-fold prolongation of disease free-recurrence and a 3-
fold increase of overall survival with PLD compared to doxorubicin. By
stabilizing the topoisomerase II complex after it has broken the DNA
chain for replication, doxorubicin prevents the resealing of the DNA
double helix, stops replication and leads primarily to DNA double
strand breaks. This may explain the sensitivity of BRCA1 mutant cells to
DOX and PLD, as BRCA1 plays an important role in DNA double strand
break repair [82]. Whether this might render BRCA-deficient tumors
more sensitive to doxorubicin will need to be more clearly established,
but in our view it may be worthy of consideration given liposomal
doxorubicin is used often in the therapy of ovarian cancer and less often
in breast cancer.

This possible selectivity to BRCA1-deficient tumors, the high serum
concentrations, the prolonged circulation time and the indirect tar-
geting of tumor tissue by damaged blood vessel integrity could explain
PLD's significant success over conventional DOX treatment. In addition,
we show that the favorable pharmacokinetics achieved with PLD-a
remarkable 2600-fold higher AUC and a concomitant increase of the
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Fig. 5. Serum (A) and tumoral (B) doxorubicin concentra-
tions in mice receiving DOX or PLD treatment. Mice were
injected (time 0) with either doxorubicin at a dose of 5 mg/
kg (left panels) or PLD at a dose of 8 mg/kg (right panels).
Doxorubicin levels were determined at the indicated time
points by mass spectroscopy. Points represent means of
triplicate aliquots from 3 mice per time point; error bars
represent = SD.
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Table 2

Cytotoxicity (ICso) of chemotherapeutics (nM) used in the clinical treatment of breast
cancer. Selectivity > 1 indicates that the compound kills BRCA1-KO DT40 cells more
effectively than parental DT40 cells.

Mechanism of action Compound WT BRCA1 —/—  Selectivity
PARP-inhibitor Olaparib 3080 30 104.1
Topoisomerase II inhibitor PLD 229.4 829 2.8
Doxorubicin 8.45 2.57 3.3
Daunorubicin  4.68 2.51 1.9
Etoposide 51.0 29.3 1.7
Topoisomerase I inhibitor SN-38 4.60 0.49 9.4
Antimetabolite 5-FU 2.86 2.98 0.96
Microtubule-stabilizing agent ~ Paclitaxel 384.5 448.2 0.86

*p < 0.05.
*p < 0.0l

tumoral drug load-can effectively overcome Pgp-mediated DOX re-
sistance. In response to the critical shortage of PLD, the US Food and
Drug Administration (FDA) allowed temporary importation of non-
FDA-approved second-generation liposomal doxorubicin. With the ex-
piry of the PLD patent, it is likely that several generics will be approved,
which may also lead to the expansion of the current indications [29].
Considering the clinical failure of the many Pgp inhibitors that were
previously developed and that were often encumbered by the need to
reduce the doses of the concomitantly administered chemotherapy,
novel formulations — liposomal, or nanoparticle — might offer a better
alternative at reversing transporter mediated resistance. This is espe-
cially relevant given the heightened interest in such formulations as
evidenced by four US FDA and EMA approvals in the recent past — in-
cluding nanoparticle-albumin bound paclitaxel, doxorubicin hydro-
chloride liposome injection, irinotecan liposome injection and vincris-
tine sulfate liposome injection. Approval is also expected for the first
liposomal fixed drug combination of cytarabine and daunorubicin that
will be used in AML [83].

5. Conclusion

Pegylated liposomal formulation of doxorubicin has a significant
impact on the evolution of drug resistance in cancer. While treatment
with doxorubicin becomes rapidly inefficient, pegylated liposomal

48

72 96 120

Time (h)
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doxorubicin dramatically increases relapse-free and overall survival
due to the delayed onset of multidrug resistance. Our results also show
that P-glycoprotein is able to confer resistance against liposomal drug
formulations, albeit at significantly higher levels that may not be
readily achieved in patients. Consistent with the higher Pgp levels
needed to confer resistance, PLD administration was able to overcome
doxorubicin insensitivity of the mouse mammary tumors, suggesting
that encapsulated doxorubicin can successfully evade moderate Pgp
levels associated with acquired resistance to anthracyclines or olaparib.
Our data suggest that PLD therapy could be a promising strategy in
breast cancer, not only in the metastatic stage, but also as a neoadju-
vant treatment.

Funding

G.Sz. was supported by a Momentum Grant from the Hungarian
Academy of Sciences (LP-2010-003/2015) and the ERC Starting grant
260572. Funding from the Austrian Science FundSFB35 (GSzakacs) is
also acknowledged.
Author contributions

Designed the experiments: A.F. and G.Sz. In vitro experiments: A.F.,
K.Sz., Sz.T., V.N., L.H., E.K.; in vivo studies: A.F., E.K., M.Cs., J.T.; tumor
sample characterization: A.F., K.Sz., L.H., Cs.M., P.V.; mass spectro-
metry: I.T., P.Sz.; wrote the manuscript: A.F. and G.Sz.
Competing interests

The authors declare no competing interests
Acknowledgement

We thank Irén Bodrogi-Mayer, Anita Hidvégi and Annamaéria Téth,
Ibolya Kurks for the excellent technical assistance; and Dr. Tito Fojo for
useful comments.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.


http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.07.010

A. Fiiredi et al.

doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.07.010.

References

[1]
[2]

[3]

[4

=

[5]

[6

=

[71
[8]

[91

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

R. Siegel, D. Naishadham, A. Jemal, Cancer statistics, 2012, CA Cancer J. Clin. 62
(2012) 10-29, http://dx.doi.org/10.3322/caac.20138.

T.R. Wilson, P.G. Johnston, D.B. Longley, Anti-apoptotic mechanisms of drug re-
sistance in cancer, Curr. Cancer Drug Targets 9 (2009) 307-319.

P.-E. Colombo, F. Milanezi, B. Weigelt, J.S. Reis-Filho, Microarrays in the 2010s: the
contribution of microarray-based gene expression profiling to breast cancer classi-
fication, prognostication and prediction, Breast Cancer Res. BCR. 13 (2011) 212,
http://dx.doi.org/10.1186/bcr2890.

J. O'Shaughnessy, Extending survival with chemotherapy in metastatic breast
cancer, Oncologist 10 (Suppl. 3) (2005) 20-29, http://dx.doi.org/10.1634/
theoncologist.10-90003-20.

J. Cortes, J. Baselga, Targeting the microtubules in breast cancer beyond taxanes:
the epothilones, Oncologist 12 (2007) 271-280, http://dx.doi.org/10.1634/
theoncologist.12-3-271.

M. Castells, B. Thibault, J.-P. Delord, B. Couderc, Implication of tumor micro-
environment in chemoresistance: tumor-associated stromal cells protect tumor cells
from cell death, Int. J. Mol. Sci. 13 (2012) 9545-9571, http://dx.doi.org/10.3390/
ijms13089545.

M.M. Gottesman, Mechanisms of cancer drug resistance, Annu. Rev. Med. 53 (2002)
615-627, http://dx.doi.org/10.1146/annurev.med.53.082901.103929.

M.M. Gottesman, T. Fojo, S.E. Bates, Multidrug resistance in cancer: role of ATP-
dependent transporters, Nat. Rev. Cancer 2 (2002) 48-58.

R. Pirker, J. Wallner, M. Gotzl, A. Gsur, K. Geissler, L. Havelec, W. Knapp, O. Haas,
W. Linkesch, K. Lechner, MDR1 RNA expression is an independent prognostic factor
in acute myeloid leukemia, Blood 80 (1992) 557-559.

C. Doxani, M. Voulgarelis, E. Zintzaras, MDR1 mRNA expression and MDR1 gene
variants as predictors of response to chemotherapy in patients with acute myeloid
leukaemia: a meta-analysis, Biomark. Biochem. Indic. Expo. Response Susceptibility
Chem. 18 (2013) 425-435, http://dx.doi.org/10.3109/1354750X.2013.808263.
L. Campos, D. Guyotat, E. Archimbaud, P. Calmard-Oriol, T. Tsuruo, J. Troncy,

D. Treille, D. Fiere, Clinical significance of multidrug resistance P-glycoprotein
expression on acute nonlymphoblastic leukemia cells at diagnosis, Blood 79 (1992)
473-476.

E. Karaszi, K. Jakab, L. Homolya, G. Szakacs, Z. Hollo, B. Telek, A. Kiss, L. Rejto,
S. Nahajevszky, B. Sarkadi, Calcein assay for multidrug resistance reliably predicts
therapy response and survival rate in acute myeloid leukaemia, Br. J. Haematol.
112 (2001) 308-314.

X. Liu, H. Holstege, H. van der Gulden, M. Treur-Mulder, J. Zevenhoven, A. Velds,
R.M. Kerkhoven, M.H. van Vliet, L.F. Wessels, J.L. Peterse, Somatic loss of BRCA1
and p53 in mice induces mammary tumors with features of human BRCA1-mutated
basal-like breast cancer, Proc. Natl. Acad. Sci. 104 (2007) 12111-12116.

S. Rottenberg, P. Borst, Drug resistance in the mouse cancer clinic, Drug Resist.
Updat. 15 (2012) 81-89, http://dx.doi.org/10.1016/j.drup.2012.01.001.

S. Rottenberg, J. Jonkers, Modeling therapy resistance in genetically engineered
mouse cancer models, Drug Resist. Updat. 11 (2008) 51-60, http://dx.doi.org/10.
1016/j.drup.2007.11.002.

P.C. Fong, D.S. Boss, T.A. Yap, A. Tutt, P. Wu, M. Mergui-Roelvink, P. Mortimer,
H. Swaisland, A. Lau, M.J. O'Connor, A. Ashworth, J. Carmichael, S.B. Kaye,
J.H.M. Schellens, J.S. de Bono, Inhibition of poly(ADP-ribose) polymerase in tumors
from BRCA mutation carriers, N. Engl. J. Med. 361 (2009) 123-134, http://dx.doi.
org/10.1056/NEJMo0a0900212.

S. Rottenberg, A.O.H. Nygren, M. Pajic, F.W.B. van Leeuwen, I. van der Heijden,
K. van de Wetering, X. Liu, K.E. de Visser, K.G. Gilhuijs, O. van Tellingen,

J.P. Schouten, J. Jonkers, P. Borst, Selective induction of chemotherapy resistance
of mammary tumors in a conditional mouse model for hereditary breast cancer,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 104 (2007) 12117-12122, http://dx.doi.org/10.
1073/pnas.0702955104.

S.A.L. Zander, A. Kersbergen, E. van der Burg, N. de Water, O. van Tellingen,

S. Gunnarsdottir, J.E. Jaspers, M. Pajic, A.O.H. Nygren, J. Jonkers, P. Borst,

S. Rottenberg, Sensitivity and acquired resistance of BRCA1;p53-deficient mouse
mammary tumors to the topoisomerase I inhibitor topotecan, Cancer Res. 70 (2010)
1700-1710, http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-3367.

M. Pajic, J.K. Iyer, A. Kersbergen, E. van der Burg, A.O.H. Nygren, J. Jonkers,

P. Borst, S. Rottenberg, Moderate increase in Mdrla/1b expression causes in vivo
resistance to doxorubicin in a mouse model for hereditary breast cancer, Cancer
Res. 69 (2009) 6396-6404, http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-0041.
G. Szakacs, J.K. Paterson, J.A. Ludwig, C. Booth-Genthe, M.M. Gottesman,
Targeting multidrug resistance in cancer, Nat. Rev. Drug Discov. 5 (2006) 219-234.
G. Szak4cs, J.-P. Annereau, S. Lababidi, U. Shankavaram, A. Arciello, K.J. Bussey,
W. Reinhold, Y. Guo, G.D. Kruh, M. Reimers, J.N. Weinstein, M.M. Gottesman,
Predicting drug sensitivity and resistance: profiling ABC transporter genes in cancer
cells, Cancer Cell 6 (2004) 129-137, http://dx.doi.org/10.1016/j.ccr.2004.06.026.
D. Tiirk, M.D. Hall, B.F. Chu, J.A. Ludwig, H.M. Fales, M.M. Gottesman, G. Szakécs,
Identification of compounds selectively killing multidrug-resistant cancer cells,
Cancer Res. 69 (2009) 8293-8301, http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-
2422,

A. Fiiredi, S. Téth, K. Szebényi, V.F.S. Pape, D. Tiirk, N. Kucsma, L. Cervenak,

J. Tévéri, G. Szakécs, Identification and validation of compounds selectively killing
resistant cancer: delineating cell line specific effects from P-glycoprotein-induced
toxicity, Mol. Cancer Ther. (2016), http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-
0333-T molcanther.0333.2016.

DOI:10.14753/SE.2021.2428

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

Journal of Controlled Release 261 (2017) 287-296

G. Szakécs, M.D. Hall, M.M. Gottesman, A. Boumendjel, R. Kachadourian, B.J. Day,
H. Baubichon-Cortay, A. Di Pietro, Targeting the achilles heel of multidrug-resistant
cancer by exploiting the fitness cost of resistance, Chem. Rev. 114 (2014)
5753-5774, http://dx.doi.org/10.1021/cr4006236.

L. Fang, G. Zhang, C. Li, X. Zheng, L. Zhu, J.J. Xiao, G. Szakacs, J. Nadas, K.K. Chan,
P.G. Wang, D. Sun, Discovery of a daunorubicin analogue that exhibits potent an-
titumor activity and overcomes P-gp-mediated drug resistance, J. Med. Chem. 49
(2006) 932-941, http://dx.doi.org/10.1021/jm050800q.

R.B. Weiss, The anthracyclines: will we ever find a better doxorubicin? Semin.
Oncol. 19 (1992) 670-686.

Handbook of Cancer Chemotherapy 8th edition - Textbooks.com. http://www.
textbooks.com/Handbook-of-Cancer-Chemotherapy-8th-Edition/9781608317820/
Roland-T-Skeel-and-Samir-Khleif.php, (2011) (9781608317820, accessed January
2, 2017).

G. Minotti, P. Menna, E. Salvatorelli, G. Cairo, L. Gianni, Anthracyclines: molecular
advances and pharmacologic developments in antitumor activity and cardiotoxi-
city, Pharmacol. Rev. 56 (2004) 185-229, http://dx.doi.org/10.1124/pr.56.2.6.
Y. Barenholz, Doxil®—the first FDA-approved nano-drug: lessons learned, J.
Control. Release Off. J. Control. Release Soc. 160 (2012) 117-134, http://dx.doi.
org/10.1016/j.jconrel.2012.03.020.

A. Gabizon, R. Catane, B. Uziely, B. Kaufman, T. Safra, R. Cohen, F. Martin,

A. Huang, Y. Barenholz, Prolonged circulation time and enhanced accumulation in
malignant exudates of doxorubicin encapsulated in polyethylene-glycol coated li-
posomes, Cancer Res. 54 (1994) 987-992.

H. Hashizume, P. Baluk, S. Morikawa, J.W. McLean, G. Thurston, S. Roberge,
R.K. Jain, D.M. McDonald, Openings between defective endothelial cells explain
tumor vessel leakiness, Am. J. Pathol. 156 (2000) 1363-1380, http://dx.doi.org/
10.1016/50002-9440(10)65006-7.

R. Bassermann, Changes of vascular pattern of tumors and surrounding tissue
during different phases of metastatic growth, Recent Results Cancer Res.
Fortschritte Krebsforsch. Progres Dans Rech. Sur Cancer. 100 (1986) 256-267.
S.K. Huang, K.D. Lee, K. Hong, D.S. Friend, D. Papahadjopoulos, Microscopic lo-
calization of sterically stabilized liposomes in colon carcinoma-bearing mice,
Cancer Res. 52 (1992) 5135-5143.

J. Vaage, E. Mayhew, D. Lasic, F. Martin, Therapy of primary and metastatic mouse
mammary carcinomas with doxorubicin encapsulated in long circulating liposomes,
Int. J. Cancer 51 (1992) 942-948.

J. Vaage, D. Donovan, E. Mayhew, R. Abra, A. Huang, Therapy of human ovarian
carcinoma xenografts using doxorubicin encapsulated in sterically stabilized lipo-
somes, Cancer 72 (1993) 3671-3675.

G.T. Colbern, A.J. Hiller, R.S. Musterer, E. Pegg, I.C. Henderson, P.K. Working,
Significant increase in antitumor potency of doxorubicin Hcl by its encapsulation in
pegylated liposomes, J. Liposome Res. 9 (1999) 523-538, http://dx.doi.org/10.
3109/08982109909035551.

P.K. Working, A.D. Dayan, Pharmacological-toxicological expert report. CAELYX.
(stealth liposomal doxorubicin HCI), Hum. Exp. Toxicol. 15 (1996) 751-785.

A. Cabanes, D. Tzemach, D. Goren, A.T. Horowitz, A. Gabizon, Comparative study
of the antitumor activity of free doxorubicin and polyethylene glycol-coated lipo-
somal doxorubicin in a mouse lymphoma model, Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc
4 (1998) 499-505.

R. Mazurchuk, D. Glaves, D. Raghavan, Magnetic resonance imaging of response to
chemotherapy in orthotopic xenografts of human bladder cancer, Clin. Cancer Res.
Off. J. Am. Assoc 3 (1997) 1635-1641.

J. Vaage, E. Barberd-Guillem, R. Abra, A. Huang, P. Working, Tissue distribution
and therapeutic effect of intravenous free or encapsulated liposomal doxorubicin on
human prostate carcinoma xenografts, Cancer 73 (1994) 1478-1484.

D.M. Vail, M.A. Amantea, G.T. Colbern, F.J. Martin, R.A. Hilger, P.K. Working,
Pegylated liposomal doxorubicin: proof of principle using preclinical animal models
and pharmacokinetic studies, Semin. Oncol. 31 (2004) 16-35.

J.A. O'Shaughnessy, Pegylated liposomal doxorubicin in the treatment of breast
cancer, Clin. Breast Cancer. 4 (2003) 318-328.

E. Mechetner, A. Kyshtoobayeva, S. Zonis, H. Kim, R. Stroup, R. Garcia, R.J. Parker,
J.P. Fruehauf, Levels of multidrug resistance (MDR1) P-glycoprotein expression by
human breast cancer correlate with in vitro resistance to taxol and doxorubicin,
Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc 4 (1998) 389-398.

J.M. Buerstedde, C.A. Reynaud, E.H. Humphries, W. Olson, D.L. Ewert, J.C. Weill,
Light chain gene conversion continues at high rate in an ALV-induced cell line,
EMBO J. 9 (1990) 921-927.

C.J. Vandenberg, F. Gergely, C.Y. Ong, P. Pace, D.L. Mallery, K. Hiom, K.J. Patel,
BRCA1l-independent ubiquitination of FANCD2, Mol. Cell 12 (2003) 247-254.
L.H. Saal, S.K. Gruvberger-Saal, C. Persson, K. Lovgren, M. Jumppanen, J. Staaf,
G. Jonsson, M.M. Pires, M. Maurer, K. Holm, S. Koujak, S. Subramaniyam, J. Vallon-
Christersson, H. Olsson, T. Su, L. Memeo, T. Ludwig, S.P. Ethier, M. Krogh,

M. Szabolcs, V.V.V.S. Murty, J. Isola, H. Hibshoosh, R. Parsons, A. Borg, Recurrent
gross mutations of the PTEN tumor suppressor gene in breast cancers with deficient
DSB repair, Nat. Genet. 40 (2008) 102-107, http://dx.doi.org/10.1038/ng.
2007.39.

G. Szakacs, M.M. Gottesman, Comparing solid tumors with cell lines: implications
for identifying drug resistance genes in cancer, Mol. Interv. 4 (2004) 323, http://dx.
doi.org/10.1124/mi.4.6.5.

D. Lorusso, A. Di Stefano, V. Carone, A. Fagotti, S. Pisconti, G. Scambia, Pegylated
liposomal doxorubicin-related palmar-plantar erythrodysesthesia (“hand-foot”
syndrome), Ann. Oncol. Off. J. Eur. Soc. Med. Oncol. 18 (2007) 1159-1164, http://
dx.doi.org/10.1093/annonc/md1477.

R.W. Martin, B.J. Orelli, M. Yamazoe, A.J. Minn, S. Takeda, D.K. Bishop, RAD51 up-
regulation bypasses BRCA1 function and is a common feature of BRCA1-deficient


http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.07.010
http://dx.doi.org/10.3322/caac.20138
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0010
http://dx.doi.org/10.1186/bcr2890
http://dx.doi.org/10.1634/theoncologist.10-90003-20
http://dx.doi.org/10.1634/theoncologist.10-90003-20
http://dx.doi.org/10.1634/theoncologist.12-3-271
http://dx.doi.org/10.1634/theoncologist.12-3-271
http://dx.doi.org/10.3390/ijms13089545
http://dx.doi.org/10.3390/ijms13089545
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.med.53.082901.103929
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0045
http://dx.doi.org/10.3109/1354750X.2013.808263
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0065
http://dx.doi.org/10.1016/j.drup.2012.01.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.drup.2007.11.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.drup.2007.11.002
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa0900212
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa0900212
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0702955104
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0702955104
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-3367
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-0041
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0100
http://dx.doi.org/10.1016/j.ccr.2004.06.026
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-2422
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-2422
http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0333-T
http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0333-T
http://dx.doi.org/10.1021/cr4006236
http://dx.doi.org/10.1021/jm050800q
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0130
http://www.textbooks.com/Handbook-of-Cancer-Chemotherapy-8th-Edition/9781608317820/Roland-T-Skeel-and-Samir-Khleif.php
http://www.textbooks.com/Handbook-of-Cancer-Chemotherapy-8th-Edition/9781608317820/Roland-T-Skeel-and-Samir-Khleif.php
http://www.textbooks.com/Handbook-of-Cancer-Chemotherapy-8th-Edition/9781608317820/Roland-T-Skeel-and-Samir-Khleif.php
http://dx.doi.org/10.1124/pr.56.2.6
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2012.03.020
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2012.03.020
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0145
http://dx.doi.org/10.1016/S0002-9440(10)65006-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0002-9440(10)65006-7
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0170
http://dx.doi.org/10.3109/08982109909035551
http://dx.doi.org/10.3109/08982109909035551
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0220
http://dx.doi.org/10.1038/ng.2007.39
http://dx.doi.org/10.1038/ng.2007.39
http://dx.doi.org/10.1124/mi.4.6.5
http://dx.doi.org/10.1124/mi.4.6.5
http://dx.doi.org/10.1093/annonc/mdl477
http://dx.doi.org/10.1093/annonc/mdl477

A. Fiiredi et al.

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

breast tumors, Cancer Res. 67 (2007) 9658-9665, http://dx.doi.org/10.1158/0008-
5472.CAN-07-0290.

J.A. Sparano, A.N. Makhson, V.F. Semiglazov, S.A. Tjulandin, O.I. Balashova,

L.N. Bondarenko, N.V. Bogdanova, G.M. Manikhas, G.P. Oliynychenko,

V.A. Chatikhine, S.H. Zhuang, L. Xiu, Z. Yuan, W.R. Rackoff, Pegylated liposomal
doxorubicin plus docetaxel significantly improves time to progression without ad-
ditive cardiotoxicity compared with docetaxel monotherapy in patients with ad-
vanced breast cancer previously treated with neoadjuvant-adjuvant anthracycline
therapy: results from a randomized phase III study, J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc.
Clin. Oncol. 27 (2009) 4522-4529, http://dx.doi.org/10.1200/JC0.2008.20.5013.
A.T. Perez, G.H. Domenech, C. Frankel, C.L. Vogel, Pegylated liposomal doxor-
ubicin (Doxil) for metastatic breast cancer: the Cancer Research Network, Inc.,
experience, Cancer Investig. 20 (Suppl. 2) (2002) 22-29.

A. Hamilton, L. Biganzoli, R. Coleman, L. Mauriac, P. Hennebert, A. Awada,

M. Nooij, L. Beex, M. Piccart, I. Van Hoorebeeck, P. Bruning, D. de Valeriola,
EORTC 10968: a phase I clinical and pharmacokinetic study of polyethylene glycol
liposomal doxorubicin (Caelyx, Doxil) at a 6-week interval in patients with meta-
static breast cancer. European Organization for Research and Treatment of Cancer,
Ann. Oncol. Off. J. Eur. Soc. Med. Oncol. 13 (2002) 910-918.

J. Lao, J. Madani, T. Puértolas, M. Alvarez, A. Hernandez, R. Pazo-Cid, A. Artal,
A. Anté6n Torres, Liposomal Doxorubicin in the treatment of breast cancer patients:
a review, J. Drug Deliv. 2013 (2013) 456409, http://dx.doi.org/10.1155/2013/
456409.

I. Pastan, M.M. Gottesman, Multidrug resistance, Annu. Rev. Med. 42 (1991)
277-286.

A.L.B. Seynhaeve, B.M. Dicheva, S. Hoving, G.A. Koning, T.L.M. ten Hagen, Intact
Doxil is taken up intracellularly and released doxorubicin sequesters in the lyso-
some: evaluated by in vitro/in vivo live cell imaging, J. Control. Release Off. J.
Control. Release Soc. 172 (2013) 330-340, http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.
2013.08.034.

M.L. Krieger, A. Konold, M. Wiese, U. Jaehde, G. Bendas, Targeted doxorubicin-
liposomes as a tool to circumvent P-gp-mediated resistance in ovarian carcinoma
cells, ResearchGate 48 (2010) 442-444, http://dx.doi.org/10.5414/CPP48442.
E.V. Batrakova, S. Li, A.M. Brynskikh, A.K. Sharma, Y. Li, M. Boska, N. Gong,
R.L. Mosley, V.Y. Alakhov, H.E. Gendelman, A.V. Kabanov, Effects of pluronic and
doxorubicin on drug uptake, cellular metabolism, apoptosis and tumor inhibition in
animal models of MDR cancers, J. Control. Release 143 (2010) 290-301, http://dx.
doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.01.004.

AK. Iyer, A. Singh, S. Ganta, M.M. Amiji, Role of integrated cancer nanomedicine in
overcoming drug resistance, Adv. Drug Deliv. Rev. 65 (2013) 1784-1802, http://
dx.doi.org/10.1016/j.addr.2013.07.012.

M. Lelle, C. Freidel, S. Kaloyanova, I. Tabujew, A. Schramm, M. Musheev, C. Niehrs,
K. Miillen, K. Peneva, Overcoming drug resistance by cell-penetrating peptide-
mediated delivery of a doxorubicin dimer with high DNA-binding affinity, Eur. J.
Med. Chem. 130 (2017) 336-345, http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.02.
056.

S. Kunjachan, A. B?au?, D. M?ckel, B. Theek, F. Kiessling, T. Etrych, K. Ulbrich,
L. van Bloois, G. Storm, G. Bartosz, B. Rychlik, T. Lammers, Overcoming cellular
multidrug resistance using classical nanomedicine formulations, Eur. J. Pharm. Sci.
45 (2012) 421-428, http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2011.08.028.

A.A. Gabizon, Y. Patil, N.M. La-Beck, New insights and evolving role of pegylated
liposomal doxorubicin in cancer therapy, Drug Resist. Updat. 29 (2016) 90-106,
http://dx.doi.org/10.1016/j.drup.2016.10.003.

M.E. Thompson, R.A. Jensen, P.S. Obermiller, D.L. Page, J.T. Holt, Decreased ex-
pression of BRCA1 accelerates growth and is often present during sporadic breast
cancer progression, Nat. Genet. 9 (1995) 444-450, http://dx.doi.org/10.1038/
ng0495-444.

N.C. Turner, J.S. Reis-Filho, A.M. Russell, R.J. Springall, K. Ryder, D. Steele,

K. Savage, C.E. Gillett, F.C. Schmitt, A. Ashworth, A.N. Tutt, BRCA1 dysfunction in
sporadic basal-like breast cancer, Oncogene 26 (2007) 2126-2132, http://dx.doi.
org/10.1038/sj.onc.1210014.

N. Turner, A. Tutt, A. Ashworth, Hallmarks of “BRCAness” in sporadic cancers, Nat.
Rev. Cancer 4 (2004) 814-819, http://dx.doi.org/10.1038/nrc1457.

M. Esteller, J.M. Silva, G. Dominguez, F. Bonilla, X. Matias-Guiu, E. Lerma,

E. Bussaglia, J. Prat, I.C. Harkes, E.A. Repasky, E. Gabrielson, M. Schutte,

S.B. Baylin, J.G. Herman, Promoter hypermethylation and BRCA1 inactivation in
sporadic breast and ovarian tumors, J. Natl. Cancer Inst. 92 (2000) 564-569.

C.C. Pritchard, J. Mateo, M.F. Walsh, N. De Sarkar, W. Abida, H. Beltran,

A. Garofalo, R. Gulati, S. Carreira, R. Eeles, O. Elemento, M.A. Rubin, D. Robinson,
R. Lonigro, M. Hussain, A. Chinnaiyan, J. Vinson, J. Filipenko, L. Garraway, M.-
E. Taplin, S. AlDubayan, G.C. Han, M. Beightol, C. Morrissey, B. Nghiem,

H.H. Cheng, B. Montgomery, T. Walsh, S. Casadei, M. Berger, L. Zhang, A. Zehir,
J. Vijai, H.I. Scher, C. Sawyers, N. Schultz, P.W. Kantoff, D. Solit, M. Robson,
E.M. Van Allen, K. Offit, J. de Bono, P.S. Nelson, Inherited DNA-repair gene mu-
tations in men with metastatic prostate cancer, N. Engl. J. Med. 375 (2016)
443-453, http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoal603144.

M.E.R. O'Brien, N. Wigler, M. Inbar, R. Rosso, E. Grischke, A. Santoro, R. Catane,
D.G. Kieback, P. Tomczak, S.P. Ackland, F. Orlandi, L. Mellars, L. Alland,

296

DOI:10.14753/SE.2021.2428

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

771

[78]

[791]

[80]

[81]

[82]

[83]

Journal of Controlled Release 261 (2017) 287-296

C. Tendler, CAELYX Breast Cancer Study Group, Reduced cardiotoxicity and com-
parable efficacy in a phase III trial of pegylated liposomal doxorubicin HCL
(CAELYX/Doxil) versus conventional doxorubicin for first-line treatment of meta-
static breast cancer, Ann. Oncol. Off. J. Eur. Soc. Med. Oncol. 15 (2004) 440-449.
W.G. Harker, F.R. MacKintosh, B.I. Sikic, Development and characterization of a
human sarcoma cell line, MES-SA, sensitive to multiple drugs, Cancer Res. 43
(1983) 4943-4950.

S.-E. Al-Batran, M. Giintner, C. Pauligk, M. Scholz, R. Chen, B. Beiss,

S. Stopatschinskaja, W. Lerbs, N. Harbeck, E. Jéger, Anthracycline rechallenge using
pegylated liposomal doxorubicin in patients with metastatic breast cancer: a pooled
analysis using individual data from four prospective trials, Br. J. Cancer 103 (2010)
1518-1523, http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6605961.

S.-E. Al-Batran, J. Bischoff, G. von Minckwitz, A. Atmaca, U. Kleeberg, I. Meuthen,
G. Morack, W. Lerbs, D. Hecker, J. Sehouli, A. Knuth, E. Jager, The clinical benefit
of pegylated liposomal doxorubicin in patients with metastatic breast cancer pre-
viously treated with conventional anthracyclines: a multicentre phase II trial, Br. J.
Cancer 94 (2006) 1615-1620, http://dx.doi.org/10.1038/s.bjc.6603158.

T. Safra, L. Borgato, M.O. Nicoletto, L. Rolnitzky, S. Pelles-Avraham, R. Geva,
M.E. Donach, J. Curtin, A. Novetsky, T. Grenader, W.-C.V. Lai, A. Gabizon, L. Boyd,
F. Muggia, BRCA mutation status and determinant of outcome in women with re-
current epithelial ovarian cancer treated with pegylated liposomal doxorubicin,
Mol. Cancer Ther. 10 (2011) 2000-2007, http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.
MCT-11-0272.

S.B. Kaye, J. Lubinski, U. Matulonis, J.E. Ang, C. Gourley, B.Y. Karlan, A. Amnon,
K.M. Bell-McGuinn, L.-M. Chen, M. Friedlander, T. Safra, I. Vergote, M. Wickens,
E.S. Lowe, J. Carmichael, B. Kaufman, Phase II, open-label, randomized, multi-
center study comparing the efficacy and safety of olaparib, a poly (ADP-ribose)
polymerase inhibitor, and pegylated liposomal doxorubicin in patients with BRCA1
or BRCA2 mutations and recurrent ovarian cancer, J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc.
Clin. Oncol. 30 (2012) 372-379, http://dx.doi.org/10.1200/JC0O.2011.36.9215.

S. Rottenberg, J.E. Jaspers, A. Kersbergen, E. van der Burg, A.O.H. Nygren,

S.A.L. Zander, P.W.B. Derksen, M. de Bruin, J. Zevenhoven, A. Lau, R. Boulter,

A. Cranston, M.J. O'Connor, N.M.B. Martin, P. Borst, J. Jonkers, High sensitivity of
BRCA1-deficient mammary tumors to the PARP inhibitor AZD2281 alone and in
combination with platinum drugs, Proc. Natl. Acad. Sci. 105 (2008) 17079-17084,
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0806092105.

J. Murai, S.N. Huang, B.B. Das, T.S. Dexheimer, S. Takeda, Y. Pommier, Tyrosyl-
DNA phosphodiesterase 1 (TDP1) repairs DNA damage induced by topoisomerases I
and II and base alkylation in vertebrate cells, J. Biol. Chem. 287 (2012)
12848-12857, http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.333963.

J. Murai, Y. Zhang, J. Morris, J. Ji, S. Takeda, J.H. Doroshow, Y. Pommier,
Rationale for poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors in combination
therapy with camptothecins or temozolomide based on PARP trapping versus cat-
alytic inhibition, J. Pharmacol. Exp. Ther. 349 (2014) 408-416, http://dx.doi.org/
10.1124/jpet.113.210146.

1. Lohse, A. Borgida, P. Cao, M. Cheung, M. Pintilie, T. Bianco, S. Holter,

E. Ibrahimov, R. Kumareswaran, R.G. Bristow, M.-S. Tsao, S. Gallinger,

D.W. Hedley, BRCA1 and BRCA2 mutations sensitize to chemotherapy in patient-
derived pancreatic cancer xenografts, Br. J. Cancer 113 (2015) 425-432, http://dx.
doi.org/10.1038/bjc.2015.220.

J.L. Lesnock, K.M. Darcy, C. Tian, J.A. Deloia, M.M. Thrall, C. Zahn,

D.K. Armstrong, M.J. Birrer, T.C. Krivak, BRCA1 expression and improved survival
in ovarian cancer patients treated with intraperitoneal cisplatin and paclitaxel: a
Gynecologic Oncology Group Study, Br. J. Cancer 108 (2013) 1231-1237, http://
dx.doi.org/10.1038/bjc.2013.70.

O.A. Stefansson, A. Villanueva, A. Vidal, L. Marti, M. Esteller, BRCA1 epigenetic
inactivation predicts sensitivity to platinum-based chemotherapy in breast and
ovarian cancer, Epigenetics. 7 (2012) 1225-1229, http://dx.doi.org/10.4161/epi.
22561.

N.C. Turner, A.N.J. Tutt, Platinum chemotherapy for BRCAl-related breast cancer:
do we need more evidence? Breast Cancer Res. BCR. 14 (2012) 115, http://dx.doi.
org/10.1186/bcr3332.

T. Byrski, J. Gronwald, T. Huzarski, E. Grzybowska, M. Budryk, M. Stawicka,

T. Mierzwa, M. Szwiec, R. Wisniowski, M. Siolek, R. Dent, J. Lubinski, S. Narod,
Pathologic complete response rates in young women with BRCA1-positive breast
cancers after neoadjuvant chemotherapy, J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin.
Oncol. 28 (2010) 375-379, http://dx.doi.org/10.1200/JC0O.2008.20.7019.

T. Byrski, R. Dent, P. Blecharz, M. Foszczynska-Kloda, J. Gronwald, T. Huzarski,
C. Cybulski, E. Marczyk, R. Chrzan, A. Eisen, J. Lubinski, S.A. Narod, Results of a
phase II open-label, non-randomized trial of cisplatin chemotherapy in patients
with BRCA1-positive metastatic breast cancer, Breast Cancer Res. BCR. 14 (2012)
R110, http://dx.doi.org/10.1186/bcr3231.

K.W. Caestecker, G.R. Van de Walle, The role of BRCA1 in DNA double-strand re-
pair: past and present, Exp. Cell Res. 319 (2013) 575-587, http://dx.doi.org/10.
1016/j.yexcr.2012.11.013.

L.S. Raut, Novel formulation of cytarabine and daunorubicin: a new hope in AML
treatment, South Asian J. Cancer 4 (2015) 38-40, http://dx.doi.org/10.4103/2278-
330X.149950.


http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-07-0290
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-07-0290
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2008.20.5013
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0255
http://dx.doi.org/10.1155/2013/456409
http://dx.doi.org/10.1155/2013/456409
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0265
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0265
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2013.08.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2013.08.034
http://dx.doi.org/10.5414/CPP48442
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.01.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.01.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2013.07.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2013.07.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.02.056
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.02.056
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2011.08.028
http://dx.doi.org/10.1016/j.drup.2016.10.003
http://dx.doi.org/10.1038/ng0495-444
http://dx.doi.org/10.1038/ng0495-444
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1210014
http://dx.doi.org/10.1038/sj.onc.1210014
http://dx.doi.org/10.1038/nrc1457
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0320
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0320
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0320
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0320
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa1603144
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0330
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0330
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0330
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0330
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0330
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0330
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0335
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0335
http://refhub.elsevier.com/S0168-3659(17)30708-3/rf0335
http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6605961
http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6603158
http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-11-0272
http://dx.doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-11-0272
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2011.36.9215
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0806092105
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.333963
http://dx.doi.org/10.1124/jpet.113.210146
http://dx.doi.org/10.1124/jpet.113.210146
http://dx.doi.org/10.1038/bjc.2015.220
http://dx.doi.org/10.1038/bjc.2015.220
http://dx.doi.org/10.1038/bjc.2013.70
http://dx.doi.org/10.1038/bjc.2013.70
http://dx.doi.org/10.4161/epi.22561
http://dx.doi.org/10.4161/epi.22561
http://dx.doi.org/10.1186/bcr3332
http://dx.doi.org/10.1186/bcr3332
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2008.20.7019
http://dx.doi.org/10.1186/bcr3231
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2012.11.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2012.11.013
http://dx.doi.org/10.4103/2278-330X.149950
http://dx.doi.org/10.4103/2278-330X.149950

	Pegylated liposomal formulation of doxorubicin overcomes drug resistance in a genetically engineered mouse model of breast cancer
	Introduction
	Materials and methods
	Drugs
	Cell lines
	In vitro cytotoxicity assay
	Immunohistochemistry
	RNA isolation and RT-PCR
	Animal experiments
	Measurement of serum and tumoral doxorubicin levels after DOX or PLD treatment

	Results
	PLD does not overcome ABCB1-mediated doxorubicin resistance in vitro
	PLD is ineffective in an allograft model of doxorubicin-resistant mouse B-cell leukemia
	PLD prolongs relapse-free and overall survival in a Brca1−/−;p53−/− tumor model of hereditary mammary cancer
	Resistance to doxorubicin can be overcome by PLD in the Brca1−/−; p53−/− tumor model of hereditary mammary cancer
	PLD-resistant tumors show 20–400 fold higher expression of Abcb1a and Abcb1b
	Superior activity of PLD over DOX can be explained by increased tumoral doxorubicin levels
	BRCA1 knock-out cells show increased sensitivity to DOX and PLD

	Discussion
	Conclusion
	Funding
	Author contributions
	Competing interests
	Acknowledgement
	Supplementary data
	References


