DOI:10.14753/SE.2023.2757

SEMMELWEIS EGYETEM
DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

2757,

DANKO TITANILLA

Onkologia
cimil program

Programvezetd: Dr. Bodor Csaba, tudomanyos fomunkatars

Témavezetd: Dr. Sebestyén Anna, kutatoprofesszor



DOI:10.14753/SE.2023.2757

Metabolikus folyamatok mint célpontok a
daganatnovekedés gatlasaban és ezek
vizsgalata kiilonb6z0 tumormodellekben

Doktori értekezés

Danko Titanilla

Semmelweis Egyetem
Patologiai tudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
, EGYETEM

Témavezetd: Dr. Sebestyén Anna, DSc, kutatoprofesszor

Hivatalos biralok: Dr. Balazs Margit, DSc, egyetemi tanar
Dr. Hegyesi Hargita, PhD, egyetemi docens

Komplex vizsga szakmai bizottsag:
Elnok: Dr. Kéhidai Laszlo, PhD, egyetemi docens
Tagok: Dr. Szasz Attila Marcell, PhD, kutatasvezetd

Budapest
2022



DOI:10.14753/SE.2023.2757

Tartalom

ROVIAItESEK JEGYZEKE ........ccooiiiiiiiiiii )

Lo BEVEZELES .......oooeiiiiiec s 9
1.1. A daganatnovekedés jellemzoi.................cccooviiiiiiiiiii e 9
1.2. A daganatsejtek anyagcsere VAIt0ZAsai..............cooovvviiiiiiiiciici e 12

2.

3.

1.3. A daganatszovet metabolikus heterogenitisa, valamint ennek terapias

JEIEMEOSEEE ... 15
1.4. Anyagcseregatlo kezelések daganatellenes hatasai.....................ccccooenen 16

1.5. Az mTOR mint metabolikus csomépont szerepe a daganatok metabolikus

alkalmazKodASADAN ... 18
151, MTOR-GALIOK .......coeiiiiiiiie ettt 22
1.6. Daganatnovekedés-gatlo hatasok és a sejthalal-mechanizmusok.............. 23
1.6.1. INEKIOZIS .......ooiuiiiiiieiii ettt 24
1.6.2. APOPLOZIS......cceooiiiiiiiiiiee e 24
1.6.3. NEKIOPLOZIS .........cceoiviiiiiiiiiciee e 26
164, AUWEOFAGIA ........cooiiiiii e 28
1.6.5.  MItofagia ........coooviiiiiiiii 30

1.7. Innovativ gydgyszerkombinaciok és megkozelitések daganatterapias

jelentosége, teSZLEIESEe .............oocviiiiiiiiiii 32

1.7.1. A mitocanok és a tetraciklin tipusu antibiotikumok potencialis

daganatellenes hatasai...............cccooiiiiiii 33
1.8. Az emlédaganatok csoportositasa és kezelési lehetéségei .......................... 35
1.9. Két- és haromdimenziés modellrendszerek.................ccccooviniiiniiniinnnnnne 38
1.9.1. 3D sejttenyésztéses technikak, a 3D bionyomtatas.................c..oceeeennne 39

CEIKILHZES .........cooineiiieiiieee bbb 42

MOASZETCK ... 43
3.1  Sejttenyésztés, in Vitro Kezel€sek..............ccocoeriiiiiiiiiiiiiiiie e 43



DOI:10.14753/SE.2023.2757

3.2 INVILrO KEZEIESEK ........eooveiiiieieieie et 44
3.3 Invitro proliferacios tesztek — Alamar blue és szulforodamin B tesztek .. 45

3.4  Fehérje-expresszio vizsgalata hagyomanyos Western blot és Wes™ Simple

L0 Y/ o <) 46
3.5 ImmunhisztoKEémiai feStESEK ..........covvvviiiiiiiiiiii e 48

3.6  Nekrozis és apoptozis meghatarozasa, valamint sejtciklusanalizis aramlasi

CIEOMIBLRTTEL ..o ne e o1
3.7 Invitro fluoreszcens CasPase-3 ASSAY .......cccuerreereereerieerieseesreaeeseeseeaeesseeseas 51
3.8  Invivo xenograft modell ... 52
3.9  Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok ...................ccccoceveeen. 52
3.10 MitoTracker Red festés és konfokalis mikroszKop...............ccccceevvinnennn. 53

3.11 3D bionyomtatott szovetszerii struktirak vizsgalata konfokalis mikroszkép

SEEISEGEVEL........oooiiiiii s 53
3.12  Statisztikai analizis .................cocooiiiiiii e 53
4, EredmeEnyek ............ccooiiiiiiiiiiiiiiii s 55

4.1 Rapamycin + doxiciklin sejtproliferaciot gatlé hatasai in vitro és in vivo. 55
411  Rapamycin + doxiciklin sejtproliferaciét gatlo hatisa human tumor-,
illetve emlocarcinoma sejtvonalakban .................ccccooiiii 55
4.1.2  Apoptozis, nekrozis és nekroptozis indukcié vizsgalata rapamycin +
doxiciklin kombinacios kezelés hatasara ....................ccooini 58
4.1.3 Hossziativa rapamycin + doxiciklin Kkezelés, illetve Kkezelés

megvonas/megszakitas hatasa a ZR75.1 human emlécarcinoma sejtekben in vitro

B N VIV e e e —— 61

414  Autofagia és mitofagia indukcio rapamycin és doxiciklin kezelés

| 1 A 1 1 1<) 1 TR 64

4.2  Metabolikus fehérjék, enzimek mennyiségének szoveti heterogenitasa ... 70



DOI:10.14753/SE.2023.2757

4.3 Kezelésekkel szembeni érzékenység és metabolikus enzimexpresszios
kiilonbségek hagyomanyos 2D és 3D szferoidtenyészetekben és in vivo xenograft
MOAEITIIEN ... 74

4.4 3D bionyomtatott in vitro szovetszerii ZR75.1 ,,tumorok” névekedési,

morfoldgiai sajatsagainak jellemz6i és hatéanyagérzékenysége .......................... 77
O, IMEEDESZEIECS ... 83
6. KOVELKEZLEtESEK .........c.ooiiiiiiiiiice e 96
7. OSSZEIOGIALAS ..........oocoocerevceeeeee e, 97
8. SUMIMAIY ..o 98
9. TrodalomeGyZEK .............cccooiiiiiiiiiiiie e 99
10. Sajat publiKAcCiOK JeGYZEKE ............cccviiiiiiiiii e 129
11, KOszonetnyilVANIEAS............cooiiiiiiiic e 133



DOI:10.14753/SE.2023.2757

Roviditések jegyzéke
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1. Bevezetés

A daganatsejtek extrém alkalmazkodo képessége a normal sejtek szdmara mar
nem toleralhaté kornyezeti feltételekhez jol ismert. Ez lehetévé teszi, hogy a
daganatszovet a valtozo kornyezeti feltételek €s terapias kezelések mellett is taléljen,
tovabb novekedjen. A gyors alkalmazkodas kovetkezménye el6bbiek mellett az adott
kezelésekkel szembeni érzékenység megvaltozasa, elvesztése, a terapiarezisztencia
kialakulasa is, amelynek hatterében tobb, a daganat kialakulasa és kezelése kozben
megjelend szabdlyozasi, genetikai valtozas all. Ezek kozé tartoznak a sejtszintli
anyagcsere (metabolikus)-valtozasok is.

A daganatszdvet progresszidos valtozasairdl a legtobb adatot a kiilonbozo
kezelések szovetet érintd hatasait 6sszehasonlitd vizsgalatokbol (kontroll, illetve kezelt
human szovetek expresszids és mutacios valtozasanak feltérképezése), illetve in vitro és
in vivo kisérleti modellekb6l kaphatunk. A modellrendszerek ¢és az alkalmazott
vizsgalatok korlatai mellett, a szoveti heterogenitas altaldban nem értékelhetd, a szoveti
szerkezet hidnya vagy a nem human mikrokdrnyezet korldtozza az eredmények
értékelését. A szoveti mikrokornyezet, és ennek elemeként a haromdimenziés (3D)
sejtek anyagcseréjét, a szelekcios folyamatokban. A daganatellenes hatdanyagok
fejlesztése és tesztelése ennek ellenére in vitro, még mindig jellemzden hagyomanyos
kétdimenzids (2D) sejttenyészetekben zajlik. Ezekben a sejtek kezeldszerekre adott
valaszai torzulhatnak (rezisztencia-, szenzitivitaskiilonbségek), amely jelentdsen

modosithatja a gydgyszerhatdanyag-tesztek eredményeit.

1.1. A daganatnivekedés jellemzoi
Hanahan és Weinberg 2000-ben foglalta Ossze a daganatsejtek, -szovetek

altalanos jellemzdit. Ezen sajatossagok kozé soroltak a folyamatos tulélés biztositasat, a
sejtproliferacid fenntartdsat, a metasztazisképzddést, az angiogenezis tdmogatasat, a
tumorszuppresszorok, valamint a sejthalal gatlasat [1]. A 2000-es évek 0j eredményei
utan 2011-ben a jellegzetességek ujabb négy elemmel egésziiltek ki, amelyek a
kovetkezOk: az immunoldgiai (ellenérzd) folyamatok feliigyeletének kikeriilése, a
daganatoknak kedvezd gyulladasos folyamatok megjelenése, a genominstabilitas €s a

daganatsejtek bioenergetikai folyamatainak megvaltozasa [2]. Az anyagcsere-folyamatok
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cres

¢s a megvaltozott mikrokornyezethez vald alkalmazkodésanak bioenergetikai hatterét
[3,4]. Ennek egyik feltétele a tumorszovetet alkotd sejtek metabolikus folyamatainak
atrendez6dése, atprogramozasa (metabolic rewiring). Utobbi folyamatok hatterének
megismerése, feltdrasa az elmult két évtized daganatkutatasaban jelent meg és valik egyre
hangsulyosabba. A daganatok elmult évtizedekben megismert komplexitasa és egyre tobb
uj kutatasi eredmény pedig alatdmasztja azt, hogy az egy évtizede leirt sajatsagok ujabb
jellegzetességekkel egésziiljenek ki. Hanahan 2022 év eleji kozleményében ujabb négy
tényezdvel egészitette ki a kordbban Osszefoglalt tulajdonsdgokat. Az 0j tényezdk a
kovetkezok: a daganatsejtek fenotipusos plaszticitasa, a szeneszcens sejtek kialakuldsa, a
mutacioktol fiiggetlen epigenetikus valtozasok, valamint a mikrobiomosszetétel-

valtozasok szerepe (1. abra) [5].
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1. abra A daganatsejtek kialakulasat timogato tényezok osszefoglalasa. Az abra bal
részen a Hanahan és Weinberg altal elészor 2000-ben 6sszegyiijtott, majd 2010-ben
kiegészitett daganatokra jellemz6 sajatsagok lathatok [1,2]. 2022-ben ezek négy Gjabb
tényezOvel egésziiltek ki: a mutaciotdl fliggetlen epigenetikus atprogramozds, a
polimorfikus mikrobiom, a fenotipusos plaszticitis és a szeneszcens sejtek kialakulasa
(jobb abrarész) [5].

Munkacsoportunk a daganatok metabolikus valtozasaival, metabolikus
plaszticitasaval és azok potencialis terapias célzasaval foglalkozik. A malignus sejtekben
felhalmoz6do genetikai hibak, génszabalyozasi zavarok, a genetikai instabilitas, a
jelatviteli szabalyozas zavarai, kiilonb6z6 kornyezeti hatasok vezetnek a daganatsejtek
korlatlan és invaziv proliferdcidjdhoz és taléléséhez, a szervezet immunvédekezd

mechanizmusainak elégtelenségéhez, a metasztazisképzéshez, amelyben a bioenergetikai

11
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egyensuly elvesztésének, a metabolikus valtozasoknak szerepe megkérddjelezhetetlen [7-
9.

1.2. A daganatsejtek anyagcsere valtozdsai
A daganatsejtek bioenergetikai folyamatainak, azok valtozasainak és ennek akar

az egész szervezet alapanyagcseréjét befolyasolo hatasainak vizsgalata a daganatkutatas
egyik fontos teriilete napjainkban. Az intenziven névekvé daganatszovet tumorsejtjei
tulélésiik, proliferacidjuk és a folyamatosan valtozé mikrokdrnyezeti alkalmazkodasuk
érdekében az egész szovet, igy a nem tumoros sejtek anyagcsere-folyamatait is
atprogramozzdk. A daganatterapias fejlesztésekben megnétt az igény arra, hogy a
daganatok komplex metabolikus atrendezddését megismerve, a jelatviteli zavarok
hatterében allo biologiai folyamatokat feltarjuk [4,9,10].

A daganatsejtek anyagcsere valtozasai szamos jol ismert novekedést eldsegitd
valtozast tdmogatnak. Tobb onkogén ¢€s tumorszuppresszor fontos szabalyozoja az
anyagcsere-folyamatoknak is. Az AKT, a Myc, a Ras, a TP53 és a HIF1 — mutacio vagy
szabalyozasi zavar miatti — expresszio és aktivitas fokozodasa érinti a sejtek metabolikus
valtozasait IS a tumorigenezisben. A vad TP53 gatolja a glikolitikus fenotipus
megjelenését (pl.: gliikkdztranszporter, hexokinaz, foszfofruktokinaz gatlasa), mig
funkciovesztése hozzajarul a daganatok egyik jellegzetes anyagcsere valtozasahoz, az
aerob glikolizis kialakulasahoz. A Ras aktivacié vagy PI3K/AKT/mTOR-utvonal
aktivitdsanak fokozddasa is tobb ponton tamogatja a glikolitikus fenotipust. A PTEN-
mutacio vagy mas hatasok miatt a PI3K/AKT/mTOR-utvonal konstitutiv aktivacidja
fokozza példaul a gliikdztranszporterek és tobb glikolitikus enzim expressziojat, segiti a
Warburg-glikolizist, a ,,csonka” citratciklus folyamatait és a zsirsavszintézist [11-13].

Otto Warburg az 1920-as években irta le a daganatsejtek megvaltozott
anyagcseréjét; amelyet fokozott, az oxigénszinttdl fiiggetlen aerob glikolizis jellemez
(glikolitikus fenotipusu sejtek) [14]. Ezt a folyamatot nevezziik Warburg-jelenségnek
[15]. Ez energetikai szempontbol ugyan kevésbé hatékony (1 mol gliikkozbol igy kisebb
mennyiségli ATP keletkezik), de rendkiviil gyorsan biztositja a sziikséges energiat és
épitéelemeket a novekedo, proliferald sejteknek. A korai anyagcsere-vizsgalatokban a
Warburg-fenotipust tekintették a daganatsejtek egyik legfontosabb metabolikus

jellegzetességének; feltételezték, hogy ezzel parhuzamosan az oxidativ foszforilacio

12
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(OXPHOS) folyamatai karosodnak egyes mitokondridlis valtozasokkal 6sszefliggésben
(pl.: méretcsokkenés, szerkezeti eltérések, mtDNS-mutaciok, a reaktiv oxigén gyokok —
ROS - hatéasai). A késObbi vizsgéalatok azonban kimutattak, hogy bioenergetikai
szempontbol az esetek tobbségében a mitokondriumok épek, illetve amennyiben
karosodnak, akkor is képesek regeneralodni, akar mdas sejtekbdl ujaszervezddni,
repopulalodni, hogy ammenyiben sziikséges, biztositsak az OXPHOS-folyamatok
elérhet6ségét [16].

Az aerob glikolitikus fenotipus tdmogatja a daganatsejtek talélését valtozo
oxigénkoncentracid mellett is. A daganatsejtek tobbségében mindez megndvekedett
gliikoz- és glutaminfelhasznalassal, valamint intenziv tejsavtermeléssel tarsulhat. Utobbi
hozzéjéarul a sejtek kornyezetében a pH csokkenéshez, amely tobb moddon is segiti a
koziil az immunszuppressziv €s mas mikrokdrnyezeti (pl.: bizonyos matrixbontd enzimek
mennyiségi s aktivitads novekedése) hatasok vagy az igynevezett metabolikus szimbiozis
jelentdsége egyre jobban ismert (pl.: a tejsav ismételt felhasznalasa a daganat- és
stromasejtek esetén) [17-19].

A glikolizisben és a pentdz-foszfat uton keletkezd NADPH részt vehet a képz6do
uj sejtek membranjainak felépitésében és az oxidativ stressz (ezen keresztiil akéar
daganatterdpids szerek) hatasainak csokkentés€ben, semlegesitésében, igy rezisztencia
mechanizmusokban is. Elébbieken til a glikolitikus intermedierek biztositjak a
daganatsejtek szamara a bioszintetikus folyamatok fenntarthatosagat, a lipid-, nukleinsav-
¢€s aminosavszintézis épitdelemeit. Az intenziv glikolizist jellemzi az alacsony aktivitasu
piruvat-kinaz (PK) PKM2 izomer fokozott expresszioja. A PKM?2 a piruvat tejsavva
atalakitasat Ggy segiti, hogy lassitja a PKM1-medialt piruvat citratkori oxidaciojat. A Kis
mennyiségben keletkezd piruvat az ugynevezett ,,csonka” citratkdrbe 1€p, ahol az acetil-
KoA-bdl keletkezé citrat elsésorban a citoplazmaban zajl6 membranalkotok
szintézisében vesz részt. A metabolikus egyensuly fenntartasdhoz bizonyos
daganatsejtekben a citratkor feltoltésében a glutaminolizisnek, a glutaminhasznositasnak
juthat kiemelt szerep. Ennek eredményeként alakulhat ki, hogy a gliik6zhasznositas adja
a termel6do tejsav 90%-at, mig a citratkori intermedierek tobb mint 40%-a glutaminbol
szarmazik. Ezzel parhuzamosan a glutaminoxidacid biztosithatja a megtermelt ATP akar

30%-at.  Mindezekkel  Osszefiiggésben a  glikoztranszporterek  mellett a
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glutamintranszporterek ¢és glutamindz, illetve mas glutamin vagy mas aminosav
hasznositast segité enzimek expresszidja né meg [20-22]. Azok a daganatok, amelyekre
az el6bbi glikolitikus aktivitas talstlya jellemzé *FDG PET/CT-vel (2-[*®F]-fluoro-2-
deoxi-D-gliikdz pozitronemisszids tomografia/komputer tomografia) gliikkoz felvételiik
¢és glikolitikus aktivitasuk miatt jol monitorozhatok. Az eldbbi radiofarmakont a
daganatszovetet vagy mas gyulladast infiltralo immunsejtek is halmozhatjak és vannak
nem Warburg-fenotipusi tumorsejtek is (ezekben alternativ metabolikus tutvonal,
OXPHOS-aktivitas jellemz0), igy a PET-CT kiértékelése nagy szakértelmet igényel €s ez
az eljaras nem minden daganattipus esetében alkalmazhat6. El6fordul, hogy a stroma
vagy a gyulladasos sejtek termelte tejsavat megfeleld oxigénellatottsag mellett a
daganatsejtek hasznositjak. A tejsav ilyen iranya felhasznalasat nevezzik reverz
Warburg-effektusnak [21,23,24]. El6bbiekhez hasonléan a tumorszdveten beliil a sejtek
metabolikus egylittmtikodése valosulhat meg, ez a metabolikus szimbiozis, amelyben
optimalis tdpanyaghasznositas zajlik az elérheté forrasok ¢és a valtozd kornyezeti
feltételek fiiggvényében. llyenkor fontos energetikai szubsztrat lehet az acetat is, azokban
a daganatsejtekben, amelyeket ACSS2 (Acyl-CoA synthetase short-chain family member
2) overexpresszio, acetathasznositas jellemez [25-27]. A sokoldalid metabolikus
alkalmazkodas jellemzdjeként a daganatszovetben sokféle metabolikus fenotipusu
tumorsejtet figyelhetink meg, ez Osszefligghet a daganatszovet metabolikus
plaszticitasaval. Alapvetden két, illetve harom metabolikus fenotipusrdl irnak a témahoz
kapcsolodo kozlemények, ezek a Warburg-, OXPHOS- és hibrid (mind a Warburg-
folyamatok, mind az OXPHOS-folyamatok aktivak) fenotipusok [16,28].

Az elmult évek eredményei aldtamasztjdk az tigynevezett daganatdssejtek vagy
Ossejtszerli, nyugvd sejtek daganatprogresszids jelentéségét [29-31]. Ezek a
daganatsejtek rendelkeznek az Ossejtekre jellemzd immortalitasi és plaszticitasi
képességekkel, igy a mikrokornyezeti alkalmazkodas fontos tényezoi lehetnek. A terapiat
kovetden, ezek a nyugvo allapotban rekedt sejtek ujra aktivaldodva hozzajarulhatnak a
primer daganat ismételt ndvekedéséhez vagy invaziv novekedésiikkel akar metasztazisok
kialakulasahoz is [32-35]. A nyugvd, Ossejtszerti daganatsejteknek metabolikus
jellegzetességeirdl ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre (daganattipus fliggden
vannak adatok OXPHOS- és Warburg-fenotipus megjelenésére is), az adott allapotok
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pontatlan definidlasanak, meghatarozasanak is van szerepe az eredmények
kiilonbségeiben [36].

1.3. A daganatszovet metabolikus heterogenitdsa, valamint ennek terdpids
jelentosége
A daganatokra inter- és intratumoralis heterogenitas jellemzé. A daganatok
sokfélesége és az egyén daganatainak jellegzetességei nyujtotta heterogenitason til a
szovetet alkoté daganatos és nem daganatos sejtek (pl.: gyulladasos elemek, erek,
fibroblasztok) ardnya, az extracellularis matrixalkotok valtozatossaga, a szdveten beliil
az erekt6l valo tavolsag és ennek kdvetkeztében az Oz és a tapanyagok koncentracidjanak
eltérései mar Onmagukban szoveti heterogenitast teremtenek. Az elmult husz év
eredményei igazoltak a genetikai heterogenitast, az immunmikrokérnyezet eltéréseit, a
szOvetek metabolikus heterogenitasat is. A modern terapidk mellett, ez a sokféle
heterogenitas jelenti a legnagyobb kihivast, ezért is fontos a terapiarezisztencia hatterében
rejlé folyamatok mind teljesebb megismerése és megértése (2. abra). Ennek egyik

kiemelt tényezéje a daganatsejtek anyagcsere valtozasainak ¢és metabolikus

alkalmazkodasanak feltarasa [37,38].

SZOVETI HETEROGENITAS

T

~ IMMUNOLOGIAI HETEROGENITAS  °
GENETIKAI HETEROGENITAS
METABOLIKUS HETEROGENITAS
CELLULARIS HETEROGENITAS
« MIKROKORNYEZETI HETEROGENITAS

Q normal sejt

e\ immunsejt

I
I
I
I
I
I

[ —

= fibroblaszt

. bizonyos Gtvonal irdnyaban
< \ elkotelezédott daganatsejtek

2. abra A daganatszovet komplexitiasa. A daganatszovet heterogenitasa tobb
tényezObol/elembdl tevodik Gssze. A szovetet alkotod sejtek sokfélesége, a sejtek egyedi
mikrokornyezeti, cellularis, metabolikus, genetikai és immunologiai kiilonbségei
hozzajarulnak a szoveti heterogenitas kialakulasahoz, amely nagyban hozzajarulhat a

terapiarezisztencia kialakuldsédhoz.
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Mara elfogadott, a daganatsejtek anyagcsere-utvonal atprogramozasanak, a szovet
megvaltozott metabolikus profiljanak ¢és a kiilonbozd bioenergetikai szubsztratok
hasznositasanak, vagy akar az onkometabolitok megjelenésének a szerepe, ezek
vizsgalata alapvetd fontossagi a hatékonyabb terdpias készitmények kifejlesztésében.
Nem véletlen, hogy egyre tobb esetben jelenik meg az igény a daganatok metabolikus
zavarainak jellemzésére, metabolikus profil alapjan torténé osztalyozasara [3,4,39].

Ahogy korabban emlitettem, az ugynevezett hibrid fenotipusu sejtek kiilonb6zo
bioenergetikai forrasok felhasznalasdhoz a Warburg-glikolizis és az OXPHOS-iranyu
folyamatok aktudlis igényeiknek ¢és kornyezeti feltételeiknek megfeleld aktivitasat
biztositjak. Ez a metabolikus flexibilitas és adaptacios kapacitas teszi ezeket a sejteket
rendkiviil veszélyessé [28], és neheziti a terapias célzasukat. Azt is fontos kiemelni, hogy
a fobb metabolikus fenotipusok mellett szamos atmenet is elképzelhetd, példaul a
daganatdssejtek, nyugvo sejtek is alacsonyabb metabolikus aktivitassal rendelkezhetnek
[39].

1.4. Anyagcseregatlo kezelések daganatellenes hatdsai
Az évtizedek ota alkalmazott metabolikus célponti kemoterdpias készitmények

hatékony daganatellenes hatasai és a daganatsejtek jellegzetes metabolikus valtozasainak
megismerése a tumorigenezisben, tumorprogresszioban, illetve az Gjabban megismert
anyagcsere-folyamatok célzasa eldsegitheti a tovabbi terapias fejlesztéseket.

A legutobbi idészakban ujra fokuszba keriilt a Warburg-effektus, a kutatasok
eredményei felhivtak a figyelmet arra, hogy a magas glikolitikus aktivitasti daganatokban
a glikolizis gatlasa hatasos lehet [40]. Glikolitikus enzim és transzporter gatlok (pl.:
hexokinaz-2-gatld: 2-deoxi-D-gliikkoz; laktat-dehidrogenaz-gatlé: oxamat, GAPDH-
gatlo:  3-brompiruvat; glilkoztranszporter-gatlok: pl.: WZBI117; monokarboxilat-
transzporter-gatlok: pl.: AZD3965) korai vizsgalatai igéretesnek bizonyultak, a
fazisvizsgalatok soran fellépd sulyos mellékhatasok miatt azonban fel kellett fiiggeszteni
klinikai vizsgalataik tobbségét. A glikolizis gatlasara vannak azonban kozvetett
lehetdségek is; pl.: az MTOR-gatlok is képesek a laktat- (nedosiran — NCT04042402 fazis
I11) vagy a privattranszport gatlasara (pl.: GP2250 — NCT03854110 fazis II vizsgalat)
[41,42].

A glutaminmetabolizmust célzd kezelések a citratkort feltoltd (anaplerotikus)

folyamatok és a zsirsavanyagcsere gatlasara iranyulnak. A glutamintranszporterek
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kompetitiv gatlasa azonban eddig nem vezetett eredményre, a vizsgalatok itt is sulyos
mellékhatasokrol szamoltak be [43,44]. A GLS (Glutaminase) mindkét izoformajat gatlo
hatéanyag (6-diazo-5-oxo-L-norleucin, L-DON) elégtelen szelektivitisa és ezzel
Osszefliggésben az okozott mellékhatasai miatt volt sikertelen. Tesztelték a bisz-2-(5-
fenilacetamid-1, 2, 4-tiadizol-2-il)-etilszulfidot (BPTES-t), ami csak az egyes izoformat
gatolja, ez alacsony toxicitasu ugyan, de nem elég hatékony. Ujabb GLS-gatlok a CB-
839 (NCT03047993 — fazis II), illetve a glutamin antagonista DRP-104 (NCT04471415
— fazis II), amelyeket jelenleg is vizsgalnak [42,45].

A mitokondrium anyagcsere célzasa esetében a mitokondrialis fehérjeszintézis, és
az OXPHOS folyamatainak gatlasa meriil fel. Egyes antibiotikumok (pl.: tigeciklin,
doxiciklin) példaul a mitokondrium biogenezis gatld hatasuk alapjan csokkenthetik a
daganatnovekedést [46,47], err6l részletesebben a disszertacid késébbi fejezetében irok.
Antidiabetikus hatasai mellett a biguanid metformin és phenformin bizonyos
megfontolasok mellett alkalmazhato a daganatellenes terapiaban is. A két szer a 1égzési
lanc mitokondrialis komplex I-en keresztiil gatolja az OXPHOS-t, serkenti az AMPK-
utvonal aktivaciojat [48].

Lipidanyagcserében az SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) vagy a
zsirsavfelvételben kozremitkodé CD36 gatlasa meriil fel. A lipidszintézis-gatlok koziil a
FASN-t (Fatty acid synthase-t) célzo szerek (pl.: cerulenin, orlisztat) preklinikai
vizsgalatokban hatékonynak bizonyultak, de az eddigi klinikai vizsgalatok eredményei
még nem egyértelmiiek [49,50]. Igéretes célpont lehet a zsirsavoxidacié egyik
kulcsenzimének, a CPT1A-nak (Carnitine Palmitoyltransferase 1A-nak) gatlasa is [51].
(3. abra). Elébbieken tul az autofagia-gatlo és serkent6 kezelések alkalmazasa is el6térbe

kertilt a kiilonb6z6 szolid daganatok fazisvizsgalataiban az elmult évtizedben.
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3. abra Metabolikus gatloszerek és tamadaspontjaik vazlatos osszefoglalasa. Egyes,
a disszertacioban emlitésre keriild metabolikus tamadasponti gétldszereket piros
keretben emeltem ki. A kisérletekben vizsgalt metabolikus enzimeket, illetve az
alkalmazott kezelészereket vastagitott betiistilussal, kék szinnel jeloltem. (ACSS2 —
Acyl-CoA synthetase short-chain family member 2; CPT1A - Carnitine
Palmitoyltransferase 1A; FASN - Fatty acid synthase; GLS; GLUT1/4 — Glucose
transporter 1/4; LDH — Lactate dehydrogenase; MCT1/4 - Monocarboxylate transporter
1/4; a-KG — a-ketoglutarat)

1.5. Az mTOR mint metabolikus csomdpont szerepe a daganatok metabolikus
alkalmazkoddsdaban

A mechanistic/mammalian target of rapamycin (mTOR) a jelatviteli halozatban
megjelend a kornyezetbdl érkezd sokféle tényezd hatdsait és a sejt aktualis allapotat
jellemzo szignalokat integralja (ndvekedési faktorok, tapanyagok, energiaszint, hipoxia,
ROS-szint, stb.), és ennek megfeleléen szabalyozza a sejt novekedését, anyagcseréjét
(felépitd és lebontd folyamatok, autofagia), valamint talélését. Az elmult évtizedek

kutatasi eredményei igazoltdk, hogy az mTOR-kinadz komplexeknek — mint a jelatviteli
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utvonalak kozponti regulatorainak — fontos szerepiik van az anyagcsere szabalyozasaban,
a bioszintetikus és lebontd folyamatok egyensulyanak fenntartdsaban. Nem meglepd,
hogy az utvonal hibas miikodése kiilonb6zd szabalyozasi zavarokhoz, betegségek
kialakulasdhoz vezet (anyagcserebetegségek, neurodegenerativ betegségek, daganatok,
Oregedési stb.). Daganatproliferacioval jard folyamatokban emelkedett mTOR-aktivitas
figyelhetd meg, amely tdmogatja: a novekedéshez sziikséges fehérjék termelését; a
tumorigén transzkripcids faktorok kifejezodését és aktivitasat; a glikolitikus gének
expresszidjat; a pentoz-foszfat ut, a glikolitikus és oxidativ folyamatok aktivitasat, a
fehérje-, zsir- és nukleotid-anyagcsereutak valtozasat, végiil serkenti a sejtndvekedést az
autofagia gatlasaval is [52].

1964-ben Sehgal és munkatarsai a Husvét-szigeteken Streptomyces hygroscopicus,
talajbaktériumbol, egy 0j makrolid antibiotikumot mutattak ki (Rapa Nui — Husvét-
szigetek a helyi nyelven), a hatdéanyagot rapamycinnek nevezték el [53]. Gombaellenes
és immunszuppressziv hatasai utan leirtdk, hogy a rapamycin daganatellenes, s6t
neuroprotektiv hatasokkal is rendelkezik [54,55]. A rapamycin hatasmechanizmusat és
sejten beliili targetjét csak késObb azonositottdk; kimutattdk, hogy a rapamycin az
FKBP12-hoz kotve fejti ki hatasat [56,57], majd ezt kdvetden izolaltadk az FKBP-
rapamycin komplex altal gatolt kinazt, amelyet végiil mechanistic target of rapamycinnek
(mMTOR) neveztek el [58-60].

MTOR szerin-treonin protein kinaz a jelatviteli halozat fontos csomopontja, a PI3K-
hoz kapcsolt protein kinaz (PIKK) csaladba tartozik [61]. Kétféle (kiilonb6z6 katalitikus
alegységbOl szervez0d0) funkcionalisan ¢€s gatloival szembeni érzékenysége
szempontjabol is eltéréd komplexet alkot: az mTOR-komplex 1-et (NTORC1-et) és az
mTOR-komplex 2-t (NTORC2-t). A komplexek megkiilonbozteté elemei a PRAS és a
Raptor az mTORC1-ben, mig az mSinl, PRR5/Protor és a Rictor mTORC2-ben (k6zos
elemek: Deptor, nTOR, mLST8, TTI1/TEL2) (4. abra) [52,62].
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4. abra Az mTOR-komplexek (mMTORC1 és mTORC2) szerkezete és az altaluk
szabalyozott, legjobban ismert biolégiai hatasok. A két komplex rendelkezik azonos
alegységekkel: az mTOR (mTOR-kinaz), az mLST8 (mammalian lethal with sec-13
protein 8) adaptor fehérje, a Deptor (DEP domain containing mTOR-interacting protein),
valamint a Ttil (Tel two interacting protein 1) és a Tel2 (telomere maintenance 2) altal
alkotott komplex. Az mTORCI1 felépitésében részt vesz a Raptor (regulatory-associated
protein of mTOR) és a PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa), mig az mTORC2-
ben a Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), a Proctor 1/2 (protein
observed with rictor 1 and 2) és az mSinl (mammalian stress-activated map Kinase-i
nteracting protein 1). Az egyszerii kék nyilak aktivald, mig a talpas bordd nyilak gatld

szabalyozast jelolnek (52. és 62. irodalom alapjan modositva).

Az mTORCI1 szamos felépit6 folyamatban vesz részt — szerepe van a fehérje-, a
lipid- és a nukleotidszintézis mellett a riboszoma biogenezisben is. Mig ezzel
parhuzamosan gatol, negativan szabalyoz bizonyos katabolikus folyamatokat, az
ubikvitinilaciot (Ub-t), az autofagiat. Az mTORC2-nek fontos szerepe van a sejtek
tulélésének biztositasaban, a citoszkeletalis rendszer Gjra szervezédésében [63-66]. A két
komplex eltéré célfehérjének foszforilacidjaval biztositja a szabalyozd hatasokat. A
legjobban ismert targetfehérjéket és a visszacsatolasi szabalyoz6 utakat az 5. és 6. abran

mutattam be [67,68].
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5. abra Az mTORCI1-komplex altal szabalyozott fehérjék, az érintett biologiai
folyamatok és célfehérjék. Az abran szereplé roviditések magyarazata: 4EBP (4E-
binding protein); ATF4 (activating transcription factor 4); ATG13 (autophagy related 13);
CAD (carbamoyl-phosphate synthetase 2, apartate transcarbamoylase, dihydroorotase);
elF4A (eukaryotic translation initiation factor 4A); elF4B (eukaryotic translation
initiation factor 4B); elF4AE (eukaryotic translation initiation factor 4E); HIF 1o (hypoxia-
inducible factor 1-alpha); MAF1 (repressor of RNA polymerase Il transcription MAF1
homolog); MTHDF2 (methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2); PDCD4
(programmed cell death 4); Pol | (RNA polymerase I); Pol 11l (RNA polymerase IlI);
PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor-y); S6 (ribosomal S6 protein); S6K 1
(p70 S6 kinase 1); SKAR (S6K1 Aly/REF-like target); SREBP-k (Sterol Regulatory
Element Binding Proteins); TFE3 (transcription factor E3); TFEB (transcription factor
EB); TIF-1A (transcription initiation factor 1A); UBF (upstream binding factor); ULK1
(unc-51-like autophagy-activating kinase 1); UVRAG (UV radiation resistance
associated). Az egyszerii zold nyilak aktivitalo, mig a talpas bordd nyilak gatlo

szabalyozast jelolnek (52. irodalom alapjan modositva).
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6. abra Az mTORC2-komplex és a leginkabb ismert, eddig az irodalomban kiemelt,
altala szabalyozott jelatviteli folyamatok. Az abran szerepl6 roviditések magyarazata:
AEBP (4E-binding protein); AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1);
FOXO 1/3a (Forkhead Box O 1/3a); GSC3b (glycogen synthase kinase 3b); HIFla
(hypoxia-inducible factor 1-alpha); PKC (protein kinase C); S6K1 (p70 S6 kinase 1);
SGK (serum- and glucocorticoid-induced protein kinase); SREBP-k (Sterol Regulatory
Element Binding Proteins); TSC2 (tuberous sclerosis complex 2). Az egyszerii zold
nyilak aktivald, mig a talpas bordd nyilak gatld szabalyozast jelolnek (52. irodalom

alapjan modositva).

Ismert szamos az mTOR-kinaz komplex elemeit is érinté mutacid (pl.: mTOR-
kinaz aktivalo mutaciok vagy RICTOR-amplifikaciok, mutaciok stb.), de a jelatviteli
halozatban talalhatdé onkogén csomoépontok mutacioi, aktivalodasa (pl.: AKT, 4EBPL,
elFAE, PIK3CA, Rheb, mTOR, RICTOR, S6K1 funkcionyeréses mutacidja) vagy egyes
tumorszuppreszorok kiesése (pl.: PTEN, LKB1, TSC1/TSC2, FBXW?7 funkcidvesztéses
mutacioja) miatt felléep6 MTOR-komplex hiperaktivacié gyakrabban jelenik meg
[65,66,69].

1.5.1. mTOR-gatlok
A rapamycint elébb fedezték fel, mint az mTOR-kinazt, az FKBP12 fehérjén

keresztiil kot az mTOR-kinazhoz, az mTORC1-komplexben, de az mTORC2-komplex
szerkezeti kiilonbségei miatt utobbihoz kotddni nem képes. A rapamycin mTORC1-
aktivitast gatlo hatasa jol ismert, hosszabbtava kezelésekben egyes eredmények szerint

azonban gatolhatja az mTORC2-komplexet is. A rapalégok (rapamycin szarmazékai)
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mellett kettés az mMTORC1- és mTORC2-komplex gatlokat (pl.: PP242, Torinl/2),
valamint dual mTOR-kinazt és mas jelatviteli kinazokat is gatld inhibitorokat (pl.: NVP-
BEZ235; gedatolisib — NCT03911973, NCT03698383 — fazis II; samatolisib —
NCT03213678, NCT03155620 — fazis II) is fejlesztettek, fejlesztenek. Harmadik
generacios (kombinalt kinaz gatlok pl.: RapaLink-1) és siRNS-alapt gatlok fejlesztése is
zajlik a legkiilonbozdbb terapias célokkal, koztik a szervtranszplanticids
immunszuppresszioban, elérehaladott daganatok kezelésében (pl.: vese-, emlddaganatok,
kopenysejtes, illetve mas high grade lymphomak és neurodegenerativ korképek esetében
is) [70,71]. A gatlok mellékhatasai hasonlok valamennyi gatld, még az jgeneracios
gatlok esetében is (pl.: gasztrointestinalis tiinetek: testsulycsokkenés, diarrhea, hanyas;
metabolikus mellékhatasok: hiperglikémia, hiperkoleszterinémia; hematologia tiinetek:
anaemia; bortiinetek: kiiitések és egyéb mellékhatasok: faradtsag, kohogés). Daganatok
esetében szdmos mTOR-gatld fazisvizsgalat zajlik, kombinacioban a legkiilonb6zobb
kemoterapids szerek érzékenyitésében és esetleg mas célzott kezelésekkel szembeni
rezisztenciamechanizmusok felfiiggesztésében [72-74].

MTOR-gatl6 kezeléskor sok mas célzott kezeléshez hasonloan jellemzden inkabb
citosztatikus, mint citotoxikus hatasok jelennek meg. Ilyen esetben a taléld sejtekben
aktivalodo autofagias mechanizmusok timogatjak a sejtek ttlélését, igy hozzajarulhatnak
a rezisztenciafolyamatok aktivalodasahoz is. Az mTOR-kinaz autofagiagatld hatasai jol
jellemzettek [75,76]. Ismert azonban az is, hogy antimetabolikus kezelések — koztiik a
rapalogok és a metformin — csokkenthetik a daganatok kialakulasanak esélyét is,
amelyben inkabb az Oregedést késleltetd és novekedési szignal gatld hatasok szerepét

hangstlyozzak jelenleg [77].

1.6. Daganatndvekedés-gatlo hatdsok és a sejthaldl-mechanizmusok
Antimetabolikus kezelések kombinalasaval korabbi vizsgalatainkban is tobb

esetben (pl.: gliomasejtekben is) tapasztaltuk, hogy egyesek rendkiviil hatasosak lehetnek
in vitro [78,79]. Felmeriilt, hogy a jelentés proliferaciogatld hatasok hatterében
sejtpusztulas, indukalt sejthalal is megjelenhet.

Az elmult évtizedekben a Sejthalal Nomenklatura Bizottsag (Nomenclature
Committee on Cell Death — NCCD) rendszeresen iranymutatasokat fogalmazott meg a
sejthalalformak meghatarozasara morfoldgiai, biokémiai és funkciondlis szempontokat

szem el6tt tartva. A nevezéktan frissitését, pontositasat legutobb 2018-ban tették meg
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[80]. Torténetileg, a sejthalal-folyamatokat a morfologiai jellegzetességek és az elpusztult
sejtekb6l szarmazé fragmentumok kibocsatasanak modja szerint harom f6 tipust
kiilonitettek el. Az I. tipust sejthalalforma az apoptozis, a II. tipust sejthalal az autofagia,
mig a III. tipus a nekrédzis [81,82]. Az 10 kategériakban megjelentek a nekrozishoz
hasonl6 jellemzdkkel rendelkezd kiilonbozo tipusok példaul a nekroptozis, a NETosis, a
pironekrozis és a piroptozis. Az autofagiahoz kapcsoltan is tobbféle sejthalal-folyamatot
irtak le ilyen példaul az autdzis is. Az eldbbiekben felsoroltakon tul tovéabbiak is
megemlithetOk példaul az entozis, a ferroptozis, a lizoszoma-fiiggd sejthalal és a

parthanat6zis [80,83].

1.6.1. Nekrozis
A nekrozis az els6ként megfigyelt és leirt sejtpusztulasi forma. Az elnevezés a

gorog necros (=halott) szobdl szarmazik. A folyamatban az adott sejt intenziven
megduzzad, a sejtmembran felbomlik, és ennek kovetkezményként a sejt beltartalma az
extracellularis térbe keriil. Parhuzamosan a sejtorganellumok is karosodnak, a sejtlizis
eredményeképpen a kornyezetbe antigének keriilnek, ez pedig gyulladasos folyamatokat
indit el. Hagyoméanyosan a nekrozis minden fajtijat szabdlyozatlan sejtpusztulési
mechanizmusnak tekintették. Ezen sejthalalformat szamos tényez6 indukalhatja, példaul
viralis fert6zés (duplaszalit RNS), mitokondrium sériilése (mitokondrialis DNS és ROS),
DNS-karosodas, bakteralis liposzacharidok megjelenése és TRL4-hez vald kotodése.
Fontos jellegzetesség, hogy a nekrdzis energiat nem igényel, passziv folyamatnak

tekinthet6 [84,85].

1.6.2. Apoptozis
Az apoptdzis a programozott sejthaldl-mechanizmusok egy formaja, amely

nemcsak a sejtet ért karos hatasok eredménye lehet, hanem normal koriilmények kozott,
fiziologias folyamatokban is nélkiilozhetetlen, megtjulast és szerkezetvaltozast
eredményez a szovetekben (pl.: egyedfejlodés). Az apoptdzist morfologiai szempontbol
sejtzsugorodas, citoplazmakitiiremkedés és -levalas (apoptotikus testek megjelenése),
kromoszémakondenzacio  (pyknosis), sejtmagfragmentacié  (karyorrhexis), DNS-
fragmentalodas, majd az apoptotikus testek fagocitozisa jellemzi [86,87]. A nekrézissal
ellentétben, az apoptotikus folyamatok nem valtanak ki gyullad4sos véalaszt, hiszen a

sejtmembran végig intakt marad, és nem passziv, hanem energiaigényes folyamat.
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Az apoptdzisban a cisztein-aszpartdz protedzok (kaszpazok) kaszkadszertien
aktivalodnak. Kialakulasakor két £6 utvonalat kiilonitiink el: a belsd, intrinsic és a kiilso,
extrinsic utakat. Az intrinsic Uton a sejthalal irdnyaba tortént elkotelez6dés utan, a
mitokondrium permeabilizacidja kovetkezik be. Intrinsic sejthalalt valt ki példaul DNS-
karosodas, onkogén aktivacio, novekedési faktorok megvonasa, endoplazmatikus
retikulumbdl szarmazé stressz vagy a mikrotubulus szétesése. A mitokondrium kiilsé
membranjanak permeabilizacidja véglegesen kijeloli a sejt lebontasat, ezt kovetden
aktivalodik a kaszpaz aktivacios kaszkad. A citokrom C koti az apoptodzis proteaz aktivald
faktor-1-et (APAF1), amelynek oligomerizacidojat kovetéen kialakul az apoptoszoma,
amely toborozza és aktivalja a kaszpdz-9 iniciator kaszpazt. A kovetkezd 1épésként a
kaszpaz-9 hasitja és aktivalja a végrehajtd kaszpazokat, a kaszpaz-3-at és a kaszpaz-7-et.
Az extrinsic sejthalalban a sejtfelszini halalreceptorokhoz ligandjaik kotédnek (Fas, a
TNFRL vagy a TRAIL), majd a halaldomének (Death Domains — DD) a halal effektor
domének (Death Effector Domain — DED) itnterakcidba 1épnek és toborozzak az adaptor
molekulakat (Fas-asszocialt halaldomén fehérjét — FADD és a kaszpaz-8-at), amelyek
kozvetleniil hasitjak és aktivaljak a kaszpéaz-3-at és kaszpdz-7-et. Utobbiak inditjak be a
sejt fehérjéinek és DNS-ének fragmentalasat (7. abra) [80,88,89].
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7. abra Az apoptozis extrinsic és intrinsic jelatviteli utvonalainak vazlatos
bemutatasa. Az abran szerepl6 roviditések: Apaf-1 (apoptotic protease activating factor
1); BAK (Bcl-2 antagonist/killer); BAX (Bcl-2-associated X protein); BCL-2 (B-cell
lymphoma 2); BCL-xL (B-cell lymphoma-extra large); BH3 (Bcl-2 Homology 3); BID
(BH3 interacting-domain death agonist); C (citokrom C); cIAP-ok (Cellular inhibitor of
apoptosis proteins); FADD (Fas-associated death domain protein); IAP (inhibitors of
apoptosis); MCL-1 (myeloid cell leukemia 1); NF-kB (nuclear factor kappa B); p62
(ubiquitin-binding protein/Sequestosome-1); RIP (receptor-interacting protein); SMAC
(second mitochondrial-derived activator of caspases); tBID (truncated BID); TRADD
(NF-receptor-associated death domain); TRAF2 (TNF-receptor-associated factor 2); Ub
(ubikvitinilacio); XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) (88. irodalom alapjan

modositva).

1.6.3. Nekroptozis
A nekropt6zis a nekrdzis és az apoptozis jegyeit is mutatja, atmeneti formanak

tekinthetd, az apoptozishoz hasonléan meghatarozott jelatviteli folyamatok aktivaljak, de
ebben a folyamatban a membréan karosodasa kovetkezik be. Igy felfoghato a nekrozis
programozott formajanak, aktivalasaban a RIPK3 (Receptor-Interacting Kinase 3) és a
MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain-Like) pszeudokinaz jatszik fontos szerepet
[90,91].

A nektroptozis halalreceptorok aktivalodasat koveti, de halalreceptoroktol fiiggetleniil is

bekovetkezhet (pl.: TLR3, TLR4, virusfertdzés). A nekroptozist a gyulladasos
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folyamatok kivaltasahoz is kotik, szerepe lehet a szklerdzis multiplex, amyotrophias
lateralis sclerosis és a Crohn-betegség kialakuldsédban is. Nem teljesen tisztazott, hogy a
nekroptozis vezetd szerepet tOlt-e be elobbi betegségek kialakulasaban vagy csak
kovetkezménye a Dbetegségeknek. A nekroptozis halalreceptor-ligand kapcsolat
kialakulasaval kezdédik, hogy mi torténik ezt kdvetden, azt az donti el, hogy melyik
komplex alakul ki a ligand megkdtése utan, apoptoszoma vagy nekroptoszoma.
Nekroptézisban a RIPK1 folyamatos deubikvitinacidja eredményeként a RIPKI1
disszocial és ennek hatasara két tovabbi molekulakomplex formalodik, ha ez az
apoptdszoma, akkor a kaszpaz-8-at aktivalja és apoptdzis kdvetkezik be. Nekroptoszéma
szerelddik Ossze, ha a kaszpaz-8 gatolt, és ez a folyamat mar a nekroptozist serkenti. A
nekroptoszoma RIPK 1-et és RIPK3-at toboroz, majd a RIPK3 foszforilalja az MLKL-t,

amely a plazmamembranhoz lokalizalodik és permeabilizalja azt (8. abra) [92-94].

[
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» FADD
RIPK1 |
P RIPK3 | kaszpéz—é?
TULELES v P RIPK3 |
RIPK1 | P RIPK3
FADD P RIPK3 |
kaszpaz-8 | . IMLKL '

|

APOPTOZIS NEKROPTOZIS
8. abra A nekroptézis molekuliris mechanizmusinak sematikus bemutatasa.

Gyulladasos folyamatok soran TNF-stimulus hatasara a TNFR1-receptor aktivalodik.
Amennyiben a receptorhoz ubikvitinilalt RIPK1 kotddik, a sejt talél (Komplex I). A
RIPK1 folyamatos deubikvitinilalodasa kovetkeztében a Komplex II aktivalodik, amely
sejthaldlhoz vezet. Ha a kaszpaz-8 aktivalodik, akkor apoptoszoma alakul ki és
apoptotikus sejthalal indul meg, mig a kaszpaz-8 gatlasakor nekroptoszoma alakul ki
membran karosodas alakul ki. Az abran szereplé roviditések: FADD (Fas-associated
death domain protein); MLKL (mediator mixed-lineage kinase domain like); P
(foszforilacio); RIPK1 (receptor-interacting protein kinase 1); RIPK3 (receptor-

interacting protein kinase 3); TNF (tumor necrosis factor); TNFR1 (tumor necrosis factor
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receptor 1); TRADD (TNFRSF1A-associated via death domain); Ub (ubikvitinilacio).

(84. irodalom alapjan mddositva).

1.6.4. Autofdgia
Emlos szervezetekben az autofagianak harom elsédleges tipusat kiilonithetjiik el

—ezek a mikro- és a makroautofagia, valamint a chaperon (masnéven dajkafehérjék) altal
kozvetitett autofagia. Ezekben koz0s, hogy a lebontandd anyagokat lizoszomakba
csomagoljak (cargo), amelyek a lebontast kovetéen ujra felhasznalhatova valnak [95,96].

Mikroautofagiadban a lizoszoma membran invaginacidjaval citoplazma keril a
lizoszomaba, majd savas pH aktivalt lizoszémalis hidrolazok végzik a lebontast [97]. A
chaperon-medialt autofagias mechanizmus egy specialis és szelektiv lebontasi stratégia,
amely soran a nem megfeleld térszerkezetii fehérjék (KFERQ aminosav szekvencidk)
LAMP2A-receptorokon, csatornakon keresztiil keriilnek lizoszomakba (chaperonok
szerepe, pl.: Hsp70), majd bomlanak le [98].

A legjobban tanulmanyozott autofiagia, a makroautofagia, amelyben elészor
1étrejon egy félhold alaka izolaldé membranzsak (fagofor), majd a fagofér tovabbi
meghajlasaval és azt kovetd zarddasaval alakul ki a kettGs membrannal hatarolt
autofagoszoma, amelynek tartalma gyakorlatilag megegyezik a citoplazmaéval. Ezt
kovetden jon 1étre az amfiszoma, az autofagoszéma kiilsé membranja és egy késdi
endoszoma (multivezikularis test) egyesiilésével. Kovetkezd 1épésben 1étrejon az
autolizoszoma — az amfiszoma ¢és lizoszoma fizidja —, majd ennek tartalma és az
autolizoszoma belsé membranja is lebomlik [80,95].

A disszertacioban a tovabbiakban megjelend autofagia kifejezése alatt kizarolagosan a
makroautofagiat értem

Az autofag lebontdmechanizmus finomhangolasa komplex szabalyozasi
mechanizmus alatt 4ll, ahol nagy jelentdsége van a pozitiv és negativ
visszacsatolasoknak. A szabdlyozasban szamos fehérje vesz részt. Az autofigia
folyamatat szabalyzo Atg fehérjéket 4 £6 csoportba sorolhatjuk. Az 1. csoportba azok az
Atg fehérjék tartoznak (Atgl, Atgll, Atgl3, Atgl7, Atg29, Atg3l), amelyek a fagofor,
valamint az autofagoszoémak kialakulasaért feleldsek (iniciacios Atgl/ULK1-2 komplex).
A 2. csoport Atg-fehérjéinek (Atg2, Atg8/WIPI 1-2, Atg9) is szerepe van a fagofor
membranjanak kialakitasdban. A 3. csoport elemei (Vspl5, Vsp30 vagy Atg6/Beclin-1,
Vsp34, Atgl4) alkotjak az tgynevezett foszfatidil-inozitol-3 kinaz komplexet (PI3K),
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amely a fagofor nukledcios helyén a membranlipidek foszforilacidjaval foszfatidil-
inozitol-3-foszfatta (PI3P) alakitja azokat. Ennek a komplexnek szerepe van a fagofor
iniciacios ¢és elongacios 1épésben is. A 4. csoportba két ubikvitinszeri komplex tartozik:
az Atgl2 (elemei: Atg5, Atg7, Atgl0, Atgl2, Atgl6) és az Atgl8/LC3 (elemei: Atg3,
Atgd, Atg7, Atg8/LC3) komplex az autofagoszoma kialakuldsdban és a membran
novekedésében fontos. A két ubikvintin komplex interakcidja hozza létre az LC3-I1I
(Microtubule-associated protein 1AllB-light chain 3) aktivalasaval az autofagoszoma és
(LC3-A), ami elobbi foszfatidil-etanolaminnal valo egyesulesevel alakul at LC3-I1-vé
(LC3-B-vé) (9. abra) [99-102].
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9. abra A makroautofagia sematikus abrazolasa. A kialakulé hatarol6 membran,
fagofor, (inicializacid) a citoplazma elemeit fokozatosan korbeveszi (nukleédcio-
elongécio). A fagofor zarddasaval kialakul az autofagoszéoma (érés, maturacid), majd
ennek lizoszémaval vald egyesiilése (fizi6) az autolizoszéma kialakulasat eredményezi.
A lizoszomalis degradacid kovetkeztében megindul a makromolekuldk lebontasa,
Ujrahasznositasa. Az abran szerepld roviditések: Atg4 (autophagy related 4); Atg7
(autophagy related 7); Atgl3 (autophagy related 13); Atg101 (autophagy related 101);
FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa); LC3 (microtubule-
associated protein-1 light chain 3/MAP1LC3); LC3-1 (LC3’ izoformaja); LC3-II (lipidalt
LC3); P (foszforilacio); p62 (ubiquitin-binding protein/Sequestosome-1); PE (foszfatidil-
etanolamin); PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate); ULK1 (Unc-51 like
autophagy activating kinase 1); Vps15 (vacuolar protein sorting 15); Vps34 (vacuolar
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protein sorting 34); WIPI (WD-repeat protein interacting with phosphoinositides) (88.

irodalom alapjan modositva).

Az autofagia lehet nem szelektiv, illetve szelektiv a lebontandd anyagra nézve.
Utobbiban kiilonb6z6 autofag receptoroknak is van szerepe. Ezek koziil legjobban
tanulmanyozott a p62, a BNP1, a TAX1BP vagy az optineurin [103-105]. A p62
interakcidba 1ép az ubikvitinilalt cargoval, majd az LC3-11-h6z kot, ennek eredményeként
a p62 folyamatosan bomlik, igy mennyiségének csokkenése Osszefiigg az autofagia
aktivacioval [106].

Az autofagianak fontos szerepe van az exogén ¢és az endogén eredetii
stresszvalaszokban példaul az éhezés, a tdpanyaghiany, az inzulin vagy mas ndovekedési
faktor ttvonal aktivitasvaltozasok, hipoxia ¢és az endoplazmatikus retikulum
stresszhatasok esetén. Tobb, az autofagia folyamatat szabalyozo fehérje, az mTOR-
kinazhoz hasonl6an, foszforilacioval, gatolja az autofagidban szerepet jatszo fehérjék

mitkadését (pl.: ULKL/2 (Atgl), UVRAG, Atgl3, TFE3, TFEB) [107].

1.6.5. Mitofagia
Az tgynevezett nem-specifikus autofagids folyamatokat a tapanyag- és az

energiahiany valtja ki. A szelektiv autofagidban a lebontandé elem organellumspecifikus.
Ennek megfelelden 1étezik példaul pexofagia (peroxiszémak lebontasa), illetve mitofdagia
(mitokondriumok lebontasa) is. Emldés sejtekben a mitofagianak a karosodott
mitokondriumok lebontasa mellett mas szerepe is lehet (pl.: vorosvérsejtek érése) [80,
95].

A mitofagia egyik modja, hogy a karosodott mitokondrium kiils6 membranjan
megjelennek a PINK1 szerin-treonin kinazok (ezek ép mitokondriumokban a belsd
membranon talalhatok és proteolitikusan elhasadnak). A felhalmozodo PINKI1
PARK2/Parkin E3 tipusi ubikvitin-ligdzt toboroz a kiils6 membranhoz, igy a
mitokondrium kiilsé membranfehérjéi ubikvitinilaldédnak, majd lebomlanak. Ezt
kovetden a p62 eldsegiti a sériilt mitokondrium LC3-hoz valo kotddését, majd a fagofor
membran kialakuldsat és a mitokondrium lebontasat.

Egy masik mod, amikor a mitofagia nem a karosodott miokondriumok, hanem a
feleslegessé valt mitokondriumok eltavolitdsdhoz sziikséges. Ebben az esetben a

mitokondrium kiils6 membranjaban a BNIP3L/NIX fehérje WXXL motivumon (az LC3-
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mal interakcidba 1€pd régid) keresztiil kapcsolodik a kialakuld fagofor LC3 fehérjéjével

¢s a GABARAP-pal, igy segitve el6 annak felismerését lebontasat (10. abra) [108-110].

P

4

)

/. .

// L) ’
[ TUFm [/ 9 NP SN
T 4 TBK1 (*( L8 ) o
1 “‘\. ‘J o ' L
PP ) / x
/ \\\c = ‘4
EINKL) R "N\ "~ AuTOLIZOSZOMA T
PINK1 — Parkin-fliggd OPTN
mitofagia s us (p62 ) pr— )
@ O\
TN

4

B @& ‘NDpSZ‘ P V& 3
v w  TAX1BP1 /7 lof a3 A )
3 377 @ o 4
/ -il | o\ 4 |

3

5 3
g3

%\é § PINK1 w  Parkin (o o l \ o\ & /./ i NS N
ct [ '@ . \\ g
53 w2 o= .// I -
£% O\
Eg TR = \| TN AUTOFAGOSZOMA  LIZOSZOMA

10. abra A mitofagia molekularis mechanizmusanak sematikus abrazolasa. A
mitokondriumot kérosité stimulusok hatdsara mitofagia kovetkezhet be. A PINK1 —
Parkin-fiiggd mod esetén, a karositd stimulust érzékelé PINK1 toborozza a Parkint, majd
mitokondrialis membranproteinek ubikvitinilacidja torténik. A PINK1 — Parkin-fliggetlen
ut soran a mitokondriumot receptorfehérjék ismerik fel, majd az LC3-mal kapcsolodva
megkezdddhet a mitokondriumok lebontdsa. Az &bran szerepld roviditések: BNIP3
(BNIP3L-BCL2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3-like receptor); FUNDC1
(FUN14 domain-containing 1 receptor); LC3 (microtubule-associated protein-1 light
chain 3/MAP1LC3); NDp52 (CALCOCO2-Calcium binding and coiled-coil domain 2);
NIX (BNIP3L-BCL2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3-like receptor); OPTN
(optineurin); P (foszforilaci); p62 (ubiquitin-binding protein/Sequestosome-1); PINK1
(PTEN-induced kinase 1); TAX1BP1 (Tax1 Binding Protein 1); TBK1 (TANK Binding
Kinase 1); TUFm (Tu translation elongation factor, mitochondrial); Ub (ubikvitinilacid)

(110. irodalom alapjan modositva).
Kisérleteinkben a sejthalalformak koziil az apoptozist, a nekrdzist, a nekroptdzist, az

autofagiat, valamint a mitofagiat vizsgaltuk, ezért tovabbi sejthalal formak ismertetésére

nem térek ki.
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1.7. Innovativ gyogyszerkombindciok és megkozelitések daganatterdpidas
jelentosége, tesztelése

Vannak olyan, eredetileg nem daganatellenes terapias indikacioban alkalmazott
gyogyszerek, amelyek képesek lehetnek daganatnévekedés gatlasara is. A korabban
elterjedt ,,egy betegség egy hatéanyag elméletet” felvalthatja a gyogyszerhatdoanyagok
ujrahasznositasa, ezt az Ujfajta gyodgyszerkutatdsi megkdzelitést nevezziik gyogyszer
repozicionalasnak (drug repositioning/repurposing). Ezzel az eljarassal lerovidithet6 a
farmakologiai tesztelések idotartama és a kutatasi koltségek is csokkenthetok, hiszen
korabban torzskonyvezett gyogyszerekkel az ujabb klinikai vizsgalatok IL./II1. fazisban
kezdédhetnek 0j betegség csoportok esetében [111,112].

Ilyen mar korabban torzskonyvezett gyogyszerek a cukorbetegség kezelésére
szolgdlo metformin vagy gyulladascsokkentd thalidomide. Kimutattak, hogy ezen
szereknek citosztatikus hatasuk is van, amely kemoterapias szerekkel kombinalva
javithatja a jelenlegi kezelési eredményeket. Ovatos megfontolast igényel azonban, hogy
amennyiben egy potencialis daganatellenes szer in vitro koriilmények k6zott hatékonynak
bizonyul, az in vivo és klinikai vizsgalatokban mar nem mindig tapasztalhatok hasonld
eredmények. Becslések szerint a potencialis gyogyszerjeloltek koriilbeliil csak 5-8%-a az,
amely fazis [ vizsgalatba 1épés utan engedélyezésre keriilhet. A fejlesztések
eredményességében jelentds javulas az elmult évek soran még nem tortént (11. abra)

[111,113].
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11. abra A gydgyszerfejlesztések l;atésfoka és ennek Osszefiiggése a daganatszovet
komplexitasaval. A daganatszovet heterogenitasa, a sejtek egyedi metabolikus
kiilonbségei, a mikrokornyezet, a megjelend rezisztens sejtek, amelyeket in vitro
vizsgalatokban nehéz vagy nem lehet modellezni, okai lehetnek a preklinikai és klinikai

vizsgalatok sikertelenségeinek.

1.7.1. A mitocanok és a tetraciklin tipusii antibiotikumok potencidlis
daganatellenes hatdasai

Ismert, hogy a mitokondriumok szdmos celluldris folyamatban kulcsszerepet
toltenek be a sejtek anyagcsere-folyamataitol, a jelatviteli utakon at a sejthalal-
mechanizmusokig. Ezzel 0Osszefiiggésben a mitokondriumok farmakologiai célzasa
megjelent a daganatellenes terapias fejlesztésekben [114].

A sejtekben az 0j mitokondriumok képzddése, biogenezise és a karosodott
szerkezetll vagy funkcidju, illetve feleslegessé valtak szelektiv autofagias lebontésa
kozott (mitofagia) [115,116] jol szabalyozott egyensuly van. A mitofagiaval
kapcsolatosan leirtak, hogy tamogatni és gatolni is képes a daganatprogressziot. Ezzel
Osszefiiggésben a mitokondriumok mindségellenérzé folyamatainak gatlasa igéretes
daganatellenes terapias megkozelitést jelenthet [115, 117]. Neuzil és munkatarsai a 2010-
es években alkottak meg a mitocan akronimat az angol mitochondria (mitokondriumok)
¢s a cancer (daganat) szavak Osszevonasaval. A kifejezés olyan hatdanyagok csoportjara
utal, amely daganatellenes hatasat mitokondrialis célpontokon keresztiil fejtik ki [118-

120]. llyen célzasi megkozelitések lehetnek példaul az elektrontranszportlanc, az
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OXPHOS, a glikolizis, a trikarbonsavciklus (TCA-ciklus), az apoptotikus utvonalak, a
ROS homeosztazis vagy akar a mitokondrialis DNS célzasa is [119,121-124].

A mitokondrium elsédleges funkcidja az ATP-termelés az OXPHOS-on keresztiil
¢s olyan metabolitok eldallitdsa, amelyek a sejtek bioenergetikai és bioszintetikus
igényeit kielégitik. Elébbieken til szerepe van az apoptdzisban, a Ca®* homeosztazis
fenntartasdban, a redox szignalizdcidban, a szteroid szintézisben ¢és a
lipidmetabolizmusban is. A metabolikus hatasaival Osszefiiggésben a mitokondrium
kapcsolatban van mas organellumokkal is (pl.: az endoplazmatikus retikulummal vagy a
sejtmaggal) [125,126].

Szamos tanulmany szerint a mitokondrialis anyagcsere-folyamatok célzasa
alternativa lehet a jelenlegi konvencionalis kezelések kiegészitéseként. Ezek alkalmazéasa
eldsegitheti kiilondsen magas kockdzatii betegekben terdpids beavatkozasok
eredményeinek javitasat. Altalanos megkdzelitésként javasolt példaul egyes FDA (Food
and Drug Administration, az USA Elelmiszerbiztonsagi és Gyogyszerészeti Hivatala)
altal is jovahagyott antibiotikumokat hasznalni a mitokondriumok célzott
befolyéasolésara.

A daganatokat, egy kiilonleges metabolikus Okoszisztémanak is tekinthetjiik
megjelenésiiket és progresszidjukat figyelembe véve, tobbek kozott mar azért is, mert a
tumorszovet felépitésében nem csak egyféle daganatsejt jelenik meg [127-129]. Ezzel
fligg Ossze a malignus Ossejtszerli fenotipussal rendelkezd sejtek (daganatdssejtek —
cancer stem cells) megjelenése, amelyekben a mitokondriumok valtozasainak,
képzddésének és funkcidinak is fontos szabalyozd szerepe lehet. Egyre tobb adat
tamasztja ala, hogy a mitokondrialis turnovernek kiemelt jelentOsége Iehet a
daganatGssejtek kialakulasaban és fenntartasaban [130-132]. A daganatdssejtek, illetve
anyagcseréjiik célzott gatlasa pedig hozzajarulhat a daganatos betegek hosszabb tulélési
esélyének noveléséhez.

A tetraciklin egy széles spektrumt antibiotikum, amelyet bakterialis
fertézésekben a  baktériumok  fehérjeszintézisének  gatlojaként  hasznalnak;
megakadalyozva az aktivalt aminoacil-tRNS beko6tddését a bakteridlis riboszoma 30S
alegységének A-oldaldhoz. Fontos, hogy a bakteridlis riboszéma 30S alegysége
homoldgiat mutat a 28S mitokondridlis riboszomdval, ez magyarazza a tetraciklin

kezeléshez kothetd kezelheté mértékti mellékhatasokat. A mitokondriumok szerkezeti és
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funkcionalis hasonlosagot mutatnak a baktériumokkal, amely magyarazza az
antibiotikumok nem vart egyéb, koztiik akar daganatellenes (igynevezett off-label/target)
hatasait [133,134]. A tetraciklin analdég antibiotikumok igéretes mitokondrialis
biogenezis gatlok lehetnek daganatokban is (gatolva a tumorok energiatermeld
folyamatait). A doxiciklin hatékony és stabil tetraciklin szarmazék, ez volt az els6 FDA
altal is jovahagyott tetraciklin az 1960-as években [127,131]. Az antibiotikumok
toleralhatd mellékhatasprofillal rendelkeznek (bar a mikrobiomra gyakorolt hatasai és
ennek szerepe a daganatos progresszidban kiilon vizsgalatokat igényel), igy repozicionalt

hasznalatukkal a daganatdssejtek is tamadhatok lehetnek [131,132].

1.8. Az emlédaganatok csoportositisa és kezelési lehetdségei
Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization — WHO) 2020-as

statisztikai adatainak becslése szerint az Ujonnan diagnosztizalt daganatos
megbetegedések szama elérheti az évi kozel 20 millio esetet. A GLOBOCAN elemzése
vilagviszonylatban az Osszes diagnosztizalt uj esetet figyelembe véve, beleértve a
férfiakat is, az emlddaganatok (11,7%) allnak az els6 helyen, a n6k daganatos betegségei
kozott az emlédaganatok gyakorisaga a 24,5% [135]. Magyarorszagon az adatok némileg
eltérnek, hazankban az emlédaganat a harmadik legnagyobb incidenciaju daganattipus.
A magas prevalencia egyik oka a betegség kialakulasat tamogatd kockézati faktorok
felhalmozodasa (pl.: genetikai hattér, kornyezeti €s €letmodbeli tényezdk), de az ijonnan
azonositott esetszamok novekedéséhez hozzajarulhatnak az egyre szélesebb korben
elterjed6 prevencios, szlir6-¢s regisztracios programok is [136]. Koszonhet6en a korszerti
fejlesztéseknek, sziiréseknek és kezelési lehetdségeknek a mortalitdsi rata enyhe
csokkenést mutat, de még igy is jelentds ebben a daganattipusban.

A patomorfologiai (lobulalis és duktélis) besorolas mellett az elmult évek kutatasi
eredményeit figyelembe véve az emlddaganatokat genetika és molekularis sajatossagaik
alapjan tobb szubtipusba sorolhatjuk, amelyek eltérd el6fordulasi gyakorisagliak,
kiilonbodznek a klinikai lefolydsban €s a terapias érzékenységben, tilélési esélyekben.

A molekuléaris osztdlyozas alapja a hormonreceptor (Osztrogén — ER ¢és
progeszteronreceptor — PR) és a human endothelidlis receptor 2 (HER2) kifejezddés.
Elkiilonitiink luminaris A és B (ER+ és/vagy PR+, HER2+/-), HER2+ (ER-, PR-;
HER2+), illetve bazélis jellegli/tripla negativ (ER-; PR-; HER2-) altipusokat. A

multimoduléris terapiak fejlesztéseinek koszonhetéen a betegek gydgyulasi esélyei
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novekedtek (70-80%). Ezzel szemben az elérehaladott, azaz metasztatikus
emlddaganatok a jelenlegi uj terapids stratégiak ellenére sem gyogyithato betegeségek, a
terapia {6 célja a tulélés meghosszabbitasa és jo életmindség biztositasa.

Perou és Sorlie 2000-ben irta le az tigynevezett intrinsic kategorizalasi rendszert,
amely alapjdn az emlddaganatok 4 szubtipusat kiilonithetjik el. Ez alapjan
megkiilonboztethetd a luminal A és B, valamint a bazalis és HER2 receptort expresszalo,
illetve a tripla negativ tumorok csoportja. Ez a tipusu klasszifikacios rendszer azonban
modosult és a tumorterheltségen alapuld klinikai alapu eljarast felvaltotta a bioldgiai
kozponti megkozelités [137]. A klinikai gyakorlatban jelenleg ugynevezett helyettesito
besorolési rendszert haszndlnak, amely mind a szovettani, mind a molekularis jellemzoket
figyelembe veszi, a betegek kezelése pedig multidiszciplinaris megkozelitést,

managementet igényel (1. tablazat). [138,139].

1. tablazat Az emlédaganatok molekularis szubtipusai és jellemz6i [138,139]

Molekularis szubtipusok

Luminal A Luminal B HER2+ Tripla negativ

gyakorisag 60-70% 10-20% 10-15% 10-15%

- HER2+
receptor. ) ER+; PR+ [ ]
expresszio
szovettani magas grade,
grade, alacsony grade, rosszul differencialt
differencialtsag | 16! differencialt

o 5 rossz
progndzis j6
kemoterapia
terdpia Endoknn [ trastuzumab |
anti-dsztrogén,
metabolikus
fenotipus — reverz Warburg-fenotipus -

o Warburg-fenotipus
glikéz (OXPHOS) e P
hasznositasa
glutamin-
felhasznalas v T
lipid- T T i

s koleszterinszintézis zsirsavszintézis koleszterin-
instabolizmy: felhasznalas
antimetabolit mitokondrialis zsirsavszintézis glutaminaz
célpontja komplex | gatlasa gatlasa gatlasa
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A konvencionalis lokalis terapidk mellett az emlddaganatok kezelésében nagy
szerepe van az endokrin terapianak (anti-6sztrogén — pl.: tamoxifen), és az anti-HER2
kezeléseknek, (anti-HER2-antitest — trastuzumab). Anti-6sztrogén kezelésekben
alkalmazhaték az Osztrogén kompetitiv inhibitorai (&sztogénreceptor-gatlok pl.:
tamoxifen, fulvestrant) vagy az dszrogénszintézist gatlo kezelések is (aromatazgatlok —
anastrozol, letrozol, emestan), illetve olyan kezelések is, amelyek receptor jelatviteli
utakon fejtik ki gatld hatasukat (pl.: everolimus — mTOR-gatlas, CDK4/6-gatlok —
abemaciclib, palbociclib, ribociclib). Rezisztencia kialakulasa esetén az elsGvonalbeli
terapia mellett lehetdség nyilik mas terapias lehetdségek felhasznéldsara is. Potencialis
célpont az mTOR-aktivitas gatldsa exemestane kombinacioban, illetve pl.: PTEN-
mutacioval rendelkezé tumorokban. Mig tripla negativ daganatok esetében jelenleg
elsdsorban a hagyomanyos kemoterapids protokollokat (platina, taxdn és antracyclin
szarmazékok kombinacioit) alkalmazzak [138-140].

A tripla negativ emlddaganatok esetében fontos bizonyos gének, illetve
immunologiai sajatsagok vizsgalata is a kezelés megkezdése eldtt, ezek az eredmények
befolyéasoljak az elsdvonalbeli terdpias protokollt. PDL-1 stitusz és a BRCA-mutéciok
vagy akar mas homolog rekombindcids zavart eredményezéd mutaciok meghatarozasa
torténhet, és amennyiben PDL-1 expresszio kimutathatd, immunterapia alkalmazasara
nyilik lehetdség. Az immunellendrzdpont inhibitorok koziil a PDL-1-és PD-1-receptor
inhibitorok a citotoxikus T-sejtek felszini PD-1 receptorainak immunszuppressziv
hatdsait gatoljak. Az 0roklédé vagy szomatikus BRCA-mutacidoval rendelkezd
emlddaganatok esetében pedig lehetdség van poly-ADP-ribose polymerase (PARP)
enzim gatlasara is [141,142].

Az emlddaganatok esetében fontos rizikotényezok a hormonalis valtozasok és az
elhizas is, amelyek alapjan ennek a daganattipusnak kialakulasaban a metabolikus
valtozasoknak kitiintetett szerepe van. Az emlddaganatok altipusai kiillonbséget mutatnak
a metabolikus fenotipusukban is, amely 6sszefliggésben 4all az adott szubtipusra jellemzd
daganatnovekedéssel, invazios képességgel, a terapia sikerességével és a fellépd
terapiarezisztenciaval is. A hormonreceptor pozitiv szubtipusba tartoz6 emlddaganatok
kevésbé fiiggnek gliikoz-, illetve glutaminfelhasznalastol, képesek a stromasejtek
termelte laktat hasznositasaira. A HER2+ szubtipusra jellemzé a megnovekedett

zsirsavszintézis, valamint az emelkedett glilkdz- és glutaminfelvétel. A tripla negativ
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szubtipusi daganatok tobbségére jellemzd szdmos metabolikus Utvonal emelkedett
aktivacidja, igy a magas aerob glikolizis, megvaltozott aminosav (szerin) metabolizmus

és altalanos glutaminfiiggéség [144-146].

1.9. Két- és haromdimenzios modellrendszerek
Sok évtizeden at a kétdimenzids (2D) adherens/monolayer tenyészetek uraltdk a

betegségmodellezést, citoxicitasi vizsgalatokat, és a gyogyszerfejlesztések elso 1€pései is
ebben a keretrendszerben valdsultak meg. Mint minden modellnek elényei mellett (pl.:
konnyli  kezelhetdség, biztositott reprodukalhatosag, koltséghatékonysag) a 2D
sejtkultraknak is vannak korlatai. Paldaul nem képesek az in vivo kornyezetet
reprodukdlni, szdmos fizikai tényezd, a sejt-sejt/matrix kozotti kapcesolatok,
citoszkeletalis atrendezddés miatt mesterséges polaritas jon 1étre, a nem daganatos szdveti
sejttipusok hianyoznak, korlatlan a sejtek hozzaférése a tapanyagokhoz, az oxigénhez stb.
[147-151]. Ezek a hatranyok napjainkra egyre nagyobb hangsulyt kaptak, és még jobban
feltlinnek, ha a gyogyszerfejlesztések hatasvizsgélatainak eredményességét is figyelembe
vessziik.

Nem véletlen, hogy az elmult években megndtt az igény régi/uj tipusu
sejttenyésztésitechnikdk megjelenésére. A 3D technoldgiai platformokra valod atallas
szilkségszeri ahhoz, hogy a biologiai folyamatokat és azok hatterében rejlé
mechanizmusokat jobban megismerhessiik kiilonds tekintettel a
rezisztenciamechanizmusokra, a tumorevoltuciora. A sejtek természetes, nativ
kornyezetének megfeleld, minél pontosabb, de kontrol alatt tarthatd lemasolasa jelenti az
els6 alapvetd 1épést ahhoz, hogy a kisérleti rendszerekben hasznalt modellek fiziologias
szempontbol minél pontosabbak legyenek [152]. Az elmult évtizedekben fejlodésnek
indult haromdimenzios (3D) sejttenyésztés esetében, a 3D szferoid-, organoid
tenyészetekben az eredmények azonban alig reprodukalhatok, és nem jelenitik meg a
gyogyszerpenetrancia kiilonbségeket sem. Elébbi modellekben a 3D, de nem szoveti
struktura még mindig tavol all az in vivo kornyezet modellezésétol.

Természetesen vannak in vivo modellek, ahol egerekben tumorigenezissel, vagy
immunszupprimalt (pl.: SCID — severe combined immunodeficiency, sulyos kombinalt
immunhiany) egerekben human tumorok, xenograftok is vizsgalhatok. Az

allatkisérleteket azonban egyre nehezebb engedélyeztetni, torekedni kell a 3R-elvekre
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(helyettesités, csokkentés, tokéletesités), igy a vizsgalatok egyre dragabbak. Mindezek
mellett az allatmodellekben tapasztalt megfigyelések értelmezése és interpretalasa a
human szervezetre vonatkozoan is kihivasokat jelent [153,154].

A 3D modellrendszerek alkalmasabbak arra, hogy reprodukaljak a mechanikai és
biokémiai jellegzetességeket, pl.: a sejt-sejt, sejt-extracellularis matrix kapcsolatok, a
szoveti merevség és egyes faktorok gradiens szerinti eloszlasa a daganatszdvetben [155-
157]. A legkorszeriibb megoldasok, koztik a 3D bionyomtatott modellek és
tumormodellek folyamatos technologiai fejlesztései egyre ujabb lehetoséget teremtenek
a hatékonyabb gyogyszertesztelésre és akar a személyre szabott terapidk tesztelésére is

[153].

1.9.1.3D sejttenyésztéses technikak, a 3D bionyomtatds
Az elmult évek kutatasainak és fejlesztéseinek koszonhetéen szamos 3D

daganatmodellt ¢és tenyésztési protokollt fejlesztettek tovabb, tobbek kozott a
szferoid/organoid tenyészeteket, a scaffold/vazelemek hasznalatat vagy az organ-on-chip
mintajara a cancer-on-chip modellrendszert.

Altalanos még kokultiira tenyészetek esetében is, hogy ezekben sokféle sejttipusbol
Osszeszervez6d6 komplex strukturat modellezni tovabbra sem lehet, valamint az, hogy
bizonyos esetekben az egyes kisérleti modellek reprodukalhatosaga rendkiviil alacsony
[158].

Az additiv gyartastechnologia [159] a 3D nyomtatas és igy a 3D bionyomtatas is,
lehetévé teszi, hogy egyedi szamitogéppel tamogatott tervezéssel (CAD), gyorsan,
egymasra épild rétegenként késziiljon el a tervezett struktira. A 3D nyomatas 0Orvosi
felhasznalasa elobbiekkel parhuzamosan rengeteget fejlodott az elmult évtizedekben —
3D nyomtatdval késziilnek mar kiilonb6z6 protézisek, ortézisek, implantatumok,
anatomia modellek [160,161]. Boland és munkatarsai irtak le els6ként 2003-ban az els6
bionyomtatasi technikat, tintasugaras nyomtatasi eljarassal hoztak létre (még csak) 2D
szoveti szerkezetet [162]. Azota szamos modszert dolgoztak ki, amelyeket a sejt
nyomtatasanak mddja szerint csoportosithatunk: 1) csepp alapi bionyomtatasi méodszer
(drop-based — pl.: tintasugaras vagy lézeres bionyontatas); 2) filament alapt (pl.:
extrusion-based — szalhuzasos bionyomtatas) és 3) sikalapu (pl.. DLP — digitalis

fényvezérelt vagy szterolitografias bionyomtatas — SLA) nyomtatas.
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Jelenleg a legelterjedtebb modozat a szalhuzason alapuld technika, a tobbi modszerrel
szembeni elénye a felbontoképesség (szalvastagsag) megvalaszthatosaga — amely
természetesen anyagfiiggd —, a gyors kivitelezés és a viszonylagos koltséghatékonysag
[163].

Hagyomanyosan az orvostudomanyi célokra alkalmazott 3D nyomtatas soran
felhasznalt anyagok inert és sejtmentesek voltak, akar a milanyag [164]. A fejlesztések
eredményeként, ma mar mas tipust anyagokat is alkalmaznak a 3D bionyomtatas soran,
pl.: biokompatibilis/biodegradabilis anyagokat implantatumok készitéséhez vagy
lagyszovetek rekonstrukcidojahoz (pl.: csontpotlasok, helyreallitd plasztikai sebészet)
[165,166].

Az egyik legtjabb teriilet, amely a 3D nyomtatasbol fejlédott ki, az az éldsejtes
3D bionyomtatas, amelynek soran matrixanyagba Kkevert sejtekkel tugynevezett
biotintaval nyomtatunk, majd ¢él6 szovetszerii struktirat alakithatunk ki [167]. A
biotintaval szembeni kovetelményeket Groll és munkatarsai a kovetkezéképpen foglaltak
Ossze: a biotinta olyan sejtkészitmény, amely bioldgiailag aktiv Osszetevoket és
bioanyagokat tartalmaz és automatizalt gyartasi technologiaval dolgozhatunk vele [168].
A 3D ¢ldsejtes bionyomtatasi technika egy korszerii és innovativ megoldas lehet
komplex, tobbféle sejttipusbol allo struktarak reprodukalhaté kialakitasahoz. Egy ideélis
scaffold/vazzal vagy biotintaval szemben tamasztott elsédleges kritérium, hogy
megfelelé kornyezetet biztositson a sejtadhézio, a proliferacio, a differenciacio és a
migracio, illetve a sejt-matrix kozotti interakciok kialakulasara.

A daganatsejtek egy igen Osszetett, sokféle sejttipusbol é€s extracellularis
matrixelembdl felépiild heterogén kornyezetben alakulnak ki és fejlédnek [169]. A
kiilonb6z6 biotintak olyan bioanyagok, amelyek hidrogélek keverékeibdl és sejtekbol
allnak. A biotinta késziilhet természetben is eldforduld anyagokbdl, de akar szintetikus
valtozatai is lehetnek [170]. A biotinta alapanyagnak megfeleldé mechanikai és
biodegradabilis tulajdonsagokkal kell rendelkeznie. Fontos példaul a nyomtathatosag,
illetve a késobbiekben a formamegtartas, igy a biotintanak meg kell felelni bizonyos
mechanikai feltételeknek, pl.: konnyti alkalmazas és nagyfoku
alakhtiség/formamegtartds. Nem elhanyagolhat6, hogy a nyomtatdshoz felhasznalt
anyagok nem okozhatnak sejtpusztulast, majd a nyomtatast kovetden is
biokompatibilisnek vagy biodegradabilisnek kell lenniiik [171,172]. A leginkabb elterjedt
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biotinta-alapanyagok a kiilonb6zé hidrogélek, f6 Osszetevdjik a viz, utdnozva a
természetes sejtes kornyezetet [173]. A természetes hidrogélek eltérnek a szintetikus
valtozatoktol — az eldobbiek korlatozott mechanikai erovel rendelkeznek, de ezzel
szemben gyors lebomlasra is képesek, mig az utobbiak kevésbé biokompatibilisek,
azonban jo nyomtathatosaggal és megfeleld mechanikai tulajdonsaggal birnak. Ebbdl
kovetkezik, hogy bizonyos csoportok természetes és szintetikus gélkeveréket, hibrid
biotintat, hasznalnak kihasznalva azok eldny0s tulajdonsagait.

Természetesen az, hogy milyen tipust biotintat valasztunk szamos tényez6t6l is
fligg: 1) a bionyomtési technoldgia; 2) a modellezendé szovet jellegzetességei (pl.:
merevség, mikrokornyezeti elemek); 3) a formatartas sziikségessége, illetve 4) az adott
biotintanak megfeleld keresztkotési eljaras és a felhasznalas lehetésége; 5) elobbiek adott
stabilizalja a 3D bionyomtatott struktGrat megérizve a biotinta sejtes elemeinek
¢életképességét is. Ez fizikai és kémiai modositasokat 0koz biotintaban, biztositja, hogy a
nyomtatott rétegek egyben maradjanak. A keresztkotést kialakithatjuk enzimatikus (pl.:
fibrinalapt biotinta — fibrinogén trombin), ionos (alginat — CaClz), kémiai (alginat —
tormaperoxidaz), fizikai (pl.: zselatin metakrilat — UV) vagy akar termikus (zselatin —
magas hémérséklet) uton is, €s erre sor keriilhet kdzvetleniil a nyomtatas elétt, kozben,
s6t a nyomtatasi folyamat végeztével is [174].

A 3D bionyomtatas fejlesztésével egy igen hatékony eszkoze lesz a kiilonbozo
betegségmodellek vagy akar személyre szabott terapiak tesztelésének. Ehhez azonban a
3D bionyomtatas protokollok standardizalasa nélkiilozhetetlen, amelyben tobb
szempontu fejlesztések sziikségesek: 1) nyomtatasi utmutato protokollok kidolgozésa; 2)
a biotintaként alkalmazott anyagok egységesitése; 3) ij bioanyagok 1étrehozasa, amelyek
kifinomultabb fizikai és biologiai sajatossagokkal rendelkeznek; 4) a 3D bionyomtatott
struktardk feldolgozasanak fejlesztése, valamint az ezekhez sziikséges tesztrendszerek

kidolgozasa [158,175].
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2. Célkitiizés

Munkamban rapamycin, doxiciklin és doxorubicin kezelések hatdsait vizsgaltam
kiilonbozé daganatbiologiai modellekben. A kisérleteimben a proliferaciogatlassal
parhuzamosan megjelend sejthalélfolyamatok, illetve metabolikus valtozadsok mellett,
kiilonbdz6 in vitro modellrendszerek (hagyomanyos 2D, 3D szferoid, valamint 3D
bionyomtatott szdvetszerti struktirdk és xenograft) metabolikus és mas kezelésekkel
szembeni  érzékenységet, metabolikus valtozasokat reprezentdld szerepét s

tanulmanyoztam.

A vizsgalatok céljai a kdvetkezok voltak:

1. Daganatsejtek, els6sorban human emldcarcinoma sejtek rapamycin, doxiciklin és
kombinalt kezelésekkel szembeni érzékenységének vizsgalata in vitro és in vivo.

2. Az clobbiekkel 0Osszefliggd tumorndvekedés-gatlas metabolikus hatterének
(MTOR-aktivitas és metabolikus valtozasok) és lehetséges sejthalal-
mechanizmusoknak a vizsgélata.

3. ZR75.1 humén emlécarcinoma sejtek hagyomanyos 2D, 3D sejttenyésztési (ultra-
low attachment plate és fliggdesepp szferoidok) és in vivo modellrendszereinek
Osszehasonlito vizsgalata, kiegészitve 3D bionyomtatott in vitro modellel:

e metabolikus, morfologiai jellegzetességek és egyes kezelések (rapamycin,
doxiciklin és doxorubicin mono- és kombinacios kezelések) hatdsainak

Osszehasonlitasa.
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3. Modszerek

3.1 Sejttenyésztés, in vitro kezelések
In vitro kisérleteinkben kiilonb6z6 szoveti eredeti human tumorsejtvonalakat

hasznaltunk (colon carcinoma sejtvonalak: HT29 — ATCC-HTB-38 és RKO — ATCC-
CRL- 2577; fibrosarcoma: HT1080 — ATCC-CCL-121; glioma/glioblastoma: U87 —
ATCC HTB-14, U251 — ECACC-09063001 ¢s U373-U — ECACC-08061901; tiido
adenocarcinoma: H1650 — ATCC-CRL-5883 ¢s H1666 — ATCC-CRL-5885; melanoma:
A2058 — ATCC-CRL-11147; prosztata carcinoma: Dul45 — ATCC-HTB-81), koztiik tiz
human eml6carcinoma sejtvonalat is hasznaltam. Ezek az emlécarcinoma sejtvonalak
reprezentaljak a legfontosabb emlétumor szubtipusokat: (a) luminal A (LumA): MCF7 —
ATCC-HTB-22 és T47D — ATCC-HTB-133; (b) luminal B (LumB): BT474 — ATCC-
HTB-20 és ZR75.1 — ATCC-CRL-1500; (c) HER2+: SKBR3 — ATCC-HTB-30 és MDA-
MB-453 — ATCC-HTB-131; (d) tripla negativ emldcarcinoma szubtipus: BT549 —
ATCC-HTB-122, HS578T — ATCC-HTB-126, MDA-MB-231 — ATCC-HTB-26 és
MDA-MB-468 — ATCC-HTB-132.

A sejteket igényeiknek megfeleléen RPMI 1640, DMEM alacsony (1,5 g/l) vagy
magas gliikoztartalma (4,5 g/1) alaptapfolyadékban tenyésztettiik (Biosera — Nuaille,
Franciaorszag), amelyekhez 10% fotalis borjusavot (FBS; Biosera), 2 vagy 4 mM L-
glutamint (Biosera) és antibiotikumot (80 mg/2 ml gentamicin — Sandoz, Bazel, Svijc
vagy 100 Ul/ml penicillin-streptomycin — Biosera) adtunk. Az optimalis novekedéshez
37 °C-os termosztatban 5% CO2-szint és a megfeleld paratartalom mellett tartottuk fenn
a tenyészeteket. 2D tenyésztési koriilmények mellett proliferacios litemiiket figyelembe
véve 2-3 naponta tapfolyadékcserét végeztiink, illetve passzaltuk a sejteket
foszfatpufferes (PBS-es) mosast kovetd tripszin-EDTA (Biosera) emésztés segitségével.
Elozetes kisérleteink alapjan adott sejtvonalakhoz és tesztekhez a korabban
meghatarozott optimalis kiindulési sejtszamot hasznaltuk. A sejtek felszaporitasdhoz,
fehérjeexpresszios-vizsgalatokhoz 25/75 cm? (T25/75) alapteriiletii feliiletkezelt
tenyésztoflaskakat (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag), illetve a kiilonboz6 proliferacios
(Alamar blue — AB- és szulforodamin B — SRB-tesztek) és sejtpusztulas-vizsgalatokhoz
6- és 96-lyuku plate-eket (Sarstedt) hasznaltunk. Indulési sejtszamok 3-5 x 10° sejt/5
ml/T25, 5-8 x 10° sejt/3 ml/6-0s, illetve 2-5 x 10* sejt/100 pl/96-os plate koncentracidkat

hasznaltunk.
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Szferoid  sejttenyészet  létrehozasahoz egy  specidlis  feliiletkezelésii
tenyésztélemezt hasznaltunk. Az ultra-low attachment (ULA) tipusu plate (Corning,
Costar, Coring, NY, USA) kovalensen kotott hidrogél feliileti rétege meggatolja a sejtek
aljzathoz valo letapadasat, igy szferoidokat hozhatunk létre. Egyes kisérleteinkben
alkalmaztuk a fiiggdcsepp technikat is a sejtek 3D kdrnyezetben valo tenyésztéséhez.
Ehhez Petri-csésze (Sarstedt, d =10 cm) fed6részének belsé oldalara cseppentettiik a
sejtszuszpenzidt, majd megforditva azt visszahelyeztiikk az als6 részére. A parolgasbol
eredé térfogatveszteség miatt az utdbbi részébe PBS-oldatot mértiink. Szferoid
kisérleteinkben 96-0s plate-ekben 1 x 10* sejt/100 ul (ULA-plate), illetve 1 x 10 sejt/20
ul/csepp (fliggdesepp) kiindulasi sejtkoncentracioval dolgoztunk tiigyelve, hogy
egysejtszuszpenzioval kezdjiik a kisérleteket (25G-s tlin atszivtuk a sejtszuszpenziot).

3D struktarak (scaffoldok) létrehozasahoz extrazios, ,,szalhtizason” alapuld 3D
bionyomtatdt hasznéltunk (Bioscaffolder 3.2, GeSiM, Radeberg, Németorszag). Kétféle
Osszetételli biotintat alkalmaztunk: 1) a struktira alapjat és annak szerkezetét
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) ¢és alginat (Merck-Sigma-Aldrich)
keverékébol, mig az €16 sejtekkel Osszekevert hidrogél — | sejtes gél” — alacsony
ZR75.1 esetében) allt. 3D tervezd szoftvert hasznaltunk (GeSiM Robotics, GeSiM) a
nyomtatasi protokoll kialakitasahoz. Vizsgalatainkban hatrétegli koralapu strukturakat
nyomtattunk rétegenként véltva a vazgél és sejtes gél biotintdt. A nyomtatds tovabbi
paraméterei (altaldnos paraméterek: rscaffold=2,5 mm, sejtes gél/vazgél specifikus
paraméterek: szalmagassag 50/110 um, nyomtatasi sebesség 6-10 mm/s, nyomas 20-425
kPa — sejt és biotinta Osszetétel fliggvényében). A scaffoldok keresztkotéséhez 200 mM-
0s CaClz-oldatot hasznaltunk, majd a scaffoldokat PBS-sel atoblitettiik és 96-os tenyésztd
plate-re a megfeleld tapfolyadékba helyeztiik.

3.2 In vitro kezelések
A kisérletekben, a sejtek kirakéasat kovetd nap hagyoméanyos 2D tenyésztéskor

médiumcsere utan, mig az ULA-plate-ek esetében plusz 100 pl tenyésztdmédiummal
frissitettiik a tapfolyadékot a kezelés elétt. A 3D bionyomtatott scaffoldok esetén a 72
oras kezelés megkezdése elott 1-2 hétig elotenyésztést végeztiink, amely kdzben 2-3

naponta médiumot cseréltiink.
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In vitro kisérleteinkben 0-96 6ras rapamycin (R — mTORC1-gatlo; 50 ng/ml;
Merck-Sigma-Aldrich), doxiciklin-hiklat (D - tetraciklin analdég, mitokondrialis
biogenezist gatlo antibiotikummal; Merck-Sigma-Aldrich), doxorubicin (Do -
kemoterapias szer; 50 ng/ml; Teva, Debrecen, Magyarorszag), klorokin (Chl — autofagia
inhibitor; 50 uM; Merck-Sigma-Aldich), necrostatin-1 (nec-1 — nekroptozis inhibitor; 50
uM; Merck-Sigma-Aldrich) és Ac-DEVD-CHO (kaszpaz-3 gatlé; 1 pM; Molecular
Probes, Leiden, Hollandia) kezeléseket alkalmaztunk (az alkalmazott koncentracidkat
masok ¢és sajat kisérleteink alapjan valasztottuk).

A vizsgalt kombinalt kezelések hatdsainak kvantitativ elemzéséhez a kovetkezd

kombinécios index (CI) szamitast hasznaltunk:

__ Ea+Eb
" Eab

CI

Ea és Eb az egyes monoterapiak hatdsa, mig Eab a két kezelGszer kombinalt
alkalmazasakor megfigyelt hatast jeloli. Ezek alapjan haromféle kategoriat kiilonithetlink
el: (a) nincs addicionalis hatas: CI > 1; (b) additiv hatas: CI = 1; és (c) szinergista hatas:
Cl<11[176,177].

Hosszatava in vitro kezelésekben az egyes kezelések okozta hatasok
visszafordithatdsagat is tanulmanyoztuk, ehhez a 72 6ras elékezelést kdovetden a sejteket
két csoportba osztottuk. Az 1. csoportban a 72 6ras kezelést kovetéen megvontuk a
kezeldszereket, majd anélkiil tartottuk fent a sejteket. A 2. csoport esetén a 72 Oras
kezelést kdvetden még 16 napig folytattuk folyamatosan kezelést. A két csoportban a
sejtnovekedés fiiggvényében a médiumcserek, illetve passzalasok mellett a bekovetkezd
sejtszamvaltozasokat regisztraltuk nyomon kovetve az Osszegezhetd sejtszamot. A
sejtszamolast tripankék kizarasos festést kovetden Biirker-kamra segitségével végeztiik.
Novekedési gorbék készitéséhez kumulativ sejtszamot hataroztunk meg, Adami és
munkatarsai altal leirt szamitasi modszer alapjan [178]. Vagyis minden Kkezelési
csoportndl a hossztava fenntartds soran az egyes passzalasok Osszesitett sejtszamanak
meghatarozasahoz a sejtek proliferacios ratajat megszoroztuk az el6zé passzalas soran

szamitott 0sszesitett sejtszammal.

3.3 In vitro proliferdcios tesztek — Alamar blue és szulforodamin B tesztek
A kezelOszerek sejtek proliferacios, metabolikus aktivitadsat befolydsold hatasait

72 vagy 96 oras kezelési id6 befejeztével Alamar blue (AB — Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA, USA) reagens segitségével hatdroztuk meg. Az AB egy redoxi indikétor,
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a modszer alapja, hogy az ¢l0 sejtekkel ardnyosan metabolikus aktivitasuk
kovetkezményeként a resazurin (kék) resorufinnd (rézsaszin) redukalodik, a szinvaltozas
kvantitativan mérhet6. A kezelés végén, az utolso 4 o6raban 10 ul/100 ul (2D monolayer
tenyészetek), illetve 20 ul/200 ul (3D szferoidok esetén) AB mellett tenyésztjiik tovabb a
sejteket, majd a fluoreszcencia valtozasat fluoriméterrel (Fluoroskan Ascent FL;
Labsystems International; Ascent Software — Vantaa, Finnorszag) 570-590 nm-en
hatdrozzuk meg. A sejtek mennyiségi valtozasanak megfeleléen a kezeletlen
kontrollsejtek %-aban adtuk meg a meghatarozott fluoreszcencia értékeket. Minden
kisérletben legalabb 6 parhuzamossal dolgoztunk és tobb fliggetlen kisérletet is
végeztiink.

Az  AB-vizsgélatokat kovetben a mintdk teljes fehérjetartalméanak
meghatarozasahoz szulforodamin B (SRB; Merck-Sigma-Aldrich) festést is
alkalmaztunk. A kisérlet végén a sejteket a plate-en fixaltuk 50 pl/well 10%-0S
triklorecetsavval (Merck-Sigma-Aldrich), ezutan 4 °C-on inkubaltuk (60 min), csapvizzel
atmostuk és 0,4 m/v%-0s SRB-t adtunk a wellekhez (50 pl/well). 15 perces inkubacio
utan a meg nem kotott SRB-festéket 1%-0s ecetsavval kimostuk. Szaritast kovetéen a
sejtekhez kotott SRB-festéket 10 mM-0s Tris base-oldatban oldottuk (Merck-Sigma-
Aldrich). Az abszorbanciat Multiskan MS mikroplate reader (Labsystems International;
Transmit Software — Vantaa, Finnorszag) segitségével mértiik 570 nm-en. Az ULA-plate-
ben fenntartott szferoid-tenyészeteknél nem tudtunk SRB-tesztet végezni, ezt
sejtszamolassal helyettesitettik. A 3D bionyomtatott scaffoldok fehérjetartalméanak
meghatarozasahoz az SRB-protokollt modositottuk (MSRB). A fixalas és az SRB-festés
utdni mosasokat (csapvizes, illetve ecetsavas mosasok) kovetd szaritasi idot, valamint az
SRB-festék visszaoldasanak (Tris base-oldatban) idejét is megnoveltik. Elézetes
eredményeink alapjan a telités megakadalyozasa érdekében megfeleléen higitottuk a

festékoldatot.

3.4 Fehérje-expresszio vizsgdlata hagyomdnyos Western blot és Wes™ Simple
modszerrel

A fehérjelizatumok mindkét modszer esetén a kovetkezok szerint torténtek. A
sejteket PBS-sel mostuk, majd a lizis puffer hozzaadasat kovetéen (150 mM NaCl + 50
mM Tris-HCI, pH = 7,5 + 10 mM NaF + 10% tomény glicerol + 1% NP40 + 1% PMFS
+ 2% NaVOs + 1% proteaz inhibitor koktél; Merck-Sigma-Aldrich) a sejteket
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felkapartuk. Az 6sszegyiijtott lizatumot vortexeltiik, majd 20 percig jégen inkubaltuk. Ezt
kovetden a centrifugalassal (15.000 g; 20 perc; 4 °C) elvalasztott feliiluszokhoz Bradford-
reagenst adtunk (1:4 aranyban), majd spekofotométerrel meghataroztuk a mintak

Az alap fehérje-expresszids szintek, illetve a kezelések hatasara bekovetkezo
fehérjeszintli valtozasok kimutatasara hagyomanyos Western blot technikat és/vagy
kapillaris-alapa Wes™ Simple (Biotechne-ProteinSimple; San Jose, MN, USA) médszert
hasznaltunk.

Hagyoméanyos Western blot modszerhez egyenlé mennyiségli (20-40 pg)
fehérjelizatumot forraltunk (5 perc) 2-merkaptoetanol-Laemli puffer (Bio-Rad) 1:20
aranyu elegyében, majd SDS PAGE gélben (8-12,5%-0s) elektroforézist végeztiink, és
PVDF-membranra blottoltuk a mintak fehérjéit (nedves blottolasi rendszer, Bio-Rad).
Ezutan a membranokat elsédleges ellenanyagokkal inkubaltuk (2. tablazat). Loading
kontrollként anti-B-aktint (1:2000; A2228; Merck-Sigma-Aldrich) hasznaltunk.
El6hivaskor Vectastain Elite ABC HRP Kit-et (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) ¢és kemilumineszcencens el6hivast (Thermo Fisher Scientific, ECL Western
Blotting Substrate) alkalmaztunk, C-digit (LI-COR Biotechnology; Lincoln, NE, USA)
fotddokumentécios rendszert hasznalva. A denzitometralashoz az Image Studio Digits
(LI-COR Biotechnology) programot hasznaltuk.

Wes™  Simple moédszer segitségével vizsgaltunk egyes MTOR/AKT és
metabolikus utvonalban érintett fehérjéket, amelyekhez anti-nyul (Anti-Rabbit Detection
Kit ProteinSimple DM-001) vagy anti-egér detektalod rendszert (Anti-Mouse Detection
Kit ProteinSimple DM-002) hasznaltunk. A mintdk futtatasdhoz 12-230 kDa-0s
szeparacios modult (Separation Module ProteinSimple SM-W004) és a normalizaciéhoz
anti-B-aktin ellenanyagot (1:50, A2228, Merck-Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A
futtatasokban az alkalmazott elsddleges ellenanyagok fliggvényében 1 vagy 5 ug fehérjét
vizsgaltunk fluoreszcens Master Mix-ben oldva 5 perces (95 °C-on) denaturalast
kovetden. A vizsgaland6 fehérjemintakat, a blokkolashoz hasznalt oldatot, az elsddleges
(2. tablazat) és az azoknak megfeleld masodlagos ellenanyagokat és a kemilumineszcens
reagenst egy speciélis kialakitasa Wes™ Simple plate welljeibe pipettaztuk. Majd a
munkacsoportunk altal korabban leirt beallitasok alapjan [79] a kovetkezd 1épéseket

kovetve végeztiik el az analizist: (1) mintaelvalasztas (395 V; 30 perc), (2) blokkolas (5
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perc), (3) inkubdlas a vizsgalni kivant elsddleges ellenanyagokkal (30 perc), (4) az
elsddleges ellenanyagoknak megfeleld masodlagos ellenanyagokkal valo inkubacié (30
perc), (5) kemilumineszcens detektdldas (luminol peroxidaz; 15 perc). Az adott
ellenanyagnak megfeleléen az elhivast 1-512 méasodperces iddintervallumban tortént,
majd az eredmények elemzéséhez a Compass for Simple Western szoftvert (Biotechne-
ProteinSimple) hasznaltuk. Amennyiben sziikséges volt, manudlis korrekciot is

alkalmaztunk az elektoferogramokon.

3.5 Immunhisztokémiai festések
Kiilonb6z6 molekularis szubtipussal (luminal A — LumA, luminal B — LumB,

HER2+ ¢és tripla negativ — TN) diagnosztizalt emlédaganatos betegek szovettani
mintainak vizsgalatat is elvégeztiik (n = 10/szubtipus). A betegeket diagnosztizalasara a
Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében kertilt sor 2009 és
2017 kozott. A diagnozis idején a betegek atlagéletkora 59-68 év volt. A minimum 5 éves
betegkovetés eredményei alapjan a betegek 52,5%-a jelenleg is €1, két betegnél recidiva,
illetve masik két esetben metasztazis alakult ki a jelenlegi terapias protokollok
alkalmazasa mellett. Az archivalt szovetblokkok felhasznaldsa a Semmelweis Egyetem
Etikai Tanacsanak (SE KREB 216/2020.) és az Egészségiigyi Tudomanyos és Kutatasi
Tanacsanak (7/2006-os engedélyszam) jovahagyasaval valosult meg.

Formalin-fixalt és  paraffinba  agyazott  xenograftokbol  szarmazo
tumorszovetmintakon  immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatokat is végeztiink.
Deparaffinalast és endogén peroxidaz blokkolast kovetden, antigénfeltarast végeztiink
(citrat puffer pH = 6), majd a lemezeket szobahdmérsékleten inkubaltuk az elsédleges
ellenanyagokkal (2. tablazat). A kovetkezd 1épésekben Novolink Polymer Detection
System (Leica Biosystems; Deer Park, IL, USA) Kit-et és kromogénként a 3,3’-
diaminobenzidint (DAB — Dako DAB Aligent; Santa Clara, CA, USA) hasznaltunk.
Hematoxilint hasznaltunk a sejtmagok hattérfestéséhez. Az THC-festések értékelését
szkennelt metszeteken (Case Viewer program; 3D Histech, Budapest, Magyarorszag) két
fliggetlen vizsgald végezte.

A Human Protein Atlas (Protein Atlas version 21.0, https://www.proteinatlas.org
[179]) adatbazisban fellelheté emlédaganatos betegmintak szovetmintanak elemzését is
elvégeztiik annak érdekében, hogy az IHC analiziseink soran kapott szoveti heterogenitas

eredményeket mas betegmintakkal is dsszevessiik.
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Az 6kologiai kutatasokbol ismert Shannon-féle diverzitasi index (SDI) egyre tobb
daganatkutatassal kapcsolatos kozleményben jelenik meg a tumorszéveti mintdk
intratumoralis heterogenitasdnak értékelésének modszereként. Az SDI hasznalata
hasonloképpen torténik, ahogy azt a biologidban a sokféleség (biodiverzitas)
szdmszerusitésénél alkalmazzak, vagyis egy adathalmazbdl véletlenszertien kivalasztott
egyed rendszertani besorolasanak megjoslasakor [180]. Daganatbiologiai vonatkozasban
a tumorsejtpopulaciok szamanak/eloszlasanak becslése a kovetkezd képlet alapjan

torténik [181]:

SDI'= = pi In(py),
ahol a pi az egyes immmunfestések intenzitasat jelzi a tumorszovetben.
Minden esetben a pi-t két fliggetlen megfigyel6 hatarozta meg a histo score (H-score)
értékelési modszer alapjan [182]. A H-score értékeket a festédés intenzitasanak
(0/+/++/+++), valamint az adott intenzitasassal fest6do (pozitiv) daganatsejtek szazalékos

aranyanak szorzataként szamitottuk.

A tumorsejtek jelenlétét a 3D bionyomtatott ZR75.1 TMS-ekbdl inditott xenograft
modellben human citokeratin ellenanyaggal (1:150; CK AE1/AE3 #M3515A; Dako,
Aligent, Santa Clara, CA, USA) igazoltuk. Az antigénfeltarast kovetéen (pH = 9) Leica
Bond Max DAB kromogén (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) segitségével
detektaltuk az immunreakciot.

Egyes lokalizacios vizsgalatainkhoz fluoreszcens immunfestéseket is végeztiink,
majd konfokélis (Semmelweis Egyetem, Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet —
Zeiss LSM780, Jéna, Németorszag — Zen Software, Jéna, Németorszag), illetve
fluoreszcens (Nikon Eclipse E600, Nikon Corporation, Tokio, Japan — Lucia
Cytogenetics Software, Laboratory Imaging, Praga, Csehorszdg) mikroszkopos

felvételeket készitettiink.
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2. tablazat A fehérje-expresszios és immunhisztokémiai vizsgalatokban hasznalt

elsodleges ellenanyagok

. Higitas
Elsédleges ellenanyag ~ Révidités Gyartg ~ <atalogus Target/funkcié
Szam WB Wes IHC
lipidmetabolizmus,
poetyl- Con acc S w3676 - - 1100 acetil-koenzim A
y gnating karboxilalds
Acyl-CoA synthetase Cell
short-chain family ACSS2 P #3658 - - 1:200  acetathasznositas
Signaling
member 2
Alanine, serine, #A304-
cysteine-preferring ASCT2 Bethyl - - 1:250  glutamintranszporter
353A
transporter 2
Merck-
p-aktin - Sigma- #A2228 - 1:50 - belsd kontroll
Aldrich
B-F1-ATPase ATPb  Abcam #14730 - - 100 Mitokondridlis
oxidativ foszforilacio
Carnitine - .
palmitoyltransferase CPT1A Abcam #128568 - 1:50 1:500 Ilpldmetabo!lzrng§ '
1A zsirsav B-oxidacio
Cytochrome c oxidase gy Cell #4850 - 150 - termindlis oxiddci6
subunit 4 Signaling
. Cell . . lipidmetabolizmus,
Fatty acid synthase FASN Signaling #3180 - 1:50  1:100 Jsirsavszintézis
Glucose transporter 1 GLUT1 Abcam #652 - - 1:400  gliikoztranszporter
Glutaminase GLS Abcam #156876 - - 1:200  glutaminolizis
Cell végrehajto kaszpaz,
Hasitott kaszpaz-3 - Si - #99664 - - 1:1000  fehérjehasitas az
ignaling -
apoptozisban
. Cell . S
Hexokinase 2 HK2 Signaling #2867 - - 1:200  glikolizis
Microtubule- Cell
associated protein-1 LC3-B P #2775 1:500 - 1:100  autofégia indikatora
; . Signaling
light chain 3 B
Lactate Cell . S
dehydrogenase A LDHA Signaling #3582 - - 1:400  glikolizis
Lactate i o
dehydrogenase B LDHB Abcam #85319 - 1:50 - glikolizis
. } } autofagia,
p62 - Abcam #91526 1:1000 ubikvitinilicié
phospho-The37/46- ) Cell ) . ) mTOR-komplex
4EBP1 P-4EBPL  gignaling #2895 1:50 aktivitas
. Cell . S
Phosphofructokinase PFKP Signaling #8164 - - 1:100  glikolizis
Cell lipidmetabolizmus,
phospho- Ser79-acetyl- p-ACC Signaling #11818 - - 1:100  acetil-koenzim A
CoA carboxylase s
karboxilalas
phospho-Ser235/236- ) Cell ) . . mTOR-komplex
ribosomal S6 p-S6 Signalling #4858 1:50 | 1:100 aktivitas
) ) p-Serd73-  Cell } . } mTOR-komplex
phospho-Ser473-Akt Akt Signaling #4060 1:50 aktivitas
phospho-Ser2448- ) Cell ) . . mTOR-komplex
mTOR p-mTOR Signaling #2976 1:50 1:100 aktivitas
Pyruvate kinase pkmz oIl #4053 - 1:50 - glikolizis
isoenzyme M2 Signaling
. #A300- . mTOR-komplex
Rictor - Bethyl 458A - - 1:1000 aktivitas
Receptor-Interacting rpr Sl #3493 11000 - - nekroptézis indikatora
Kinase 1 Signaling
translocase of the mitokondridlis
A . Cell . preproteinek
outer mitochondrial TOM20 Signaling #42406 - - 1:500 transzlokéciéja (KiilsS

membrane
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3.6 Nekrozis és apoptozis meghatdrozdasa, valamint sejtciklusanalizis daramldsi
citométerrel

A nekrozis, illetve apoptozis %-os ardnyanak meghatarozasahoz, elkiilonitésé¢hez
aramlasi citométert hasznaltunk. A nekrotizald sejtek detektalashoz propidium-jodidot
(PI; 15 perces inkubacio, szobahémérsékleten, sotétben, 1 mg/ml; Merck-Sigma-Aldrich)
adtunk az el6készitett, fixalatlan sejtmintdinkhoz, igy a PI a karosodott membrannal
rendelkez6 nekrotikus sejtek DNS-tartalmat festi csak meg. Az apoptozis és a sejtciklus
meghatarozasahoz [183] a sejteket fixaltuk 70%-os jéghideg etanollal, majd alkalikus
extrakcio (200 mM; NapHPOg; pH = 7,4) és RNaz (100 pg/ml, Merck-Sigma-Aldrich)
kezelés utan végeztiik el a Pl-festést (1 mg/ml). Igy valamennyi sejt DNS-tartalma
festddik, és ez alapjan az G1, S- és a G2-fazisban levo sejtek, illetve a csokkent DNS-
tartalma (szubG1l) apoptotikus sejtek azonositdsa is megtorténhet. A méréseket
FACSCalibur tipusu aramlasi citométer (Beckman Coulter — Indianapolis, IN, USA)
segitségével végeztik. Minden vizsgalt minta esetében minimum 10.000 eseményt

mértlink, az adatelemzés a Kaluza szoftverrel (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) tortént.

3.7 Invitro fluoreszcens caspase-3 assay
Az indukalt apoptdzis kimutatasahoz az EnzChek Caspase-3 Assay Kit #1

(Molecular Probes) kaszpaz-3 aktivitas vizsgalatot is elvégeztiik. A tesztet a gyartd
protokollja alapjan végeztiik. Mintanként legkevesebb 1 x 10° sejtet hasznaltunk, majd
centrifugalas utan (10 perc; 1.000 rpm; szobahémérsékelt) a pellethez 50 ul 1x Cell Lysis
Buffert adtunk és 30 percig jégen inkubaltuk a mintékat. Centrifugélas utan (5 perc; 5.000
rpm; szobahdmérséklet) a feliiluszokat 96-lyuku plate-ben, 50 pl/well 2x-es Reaction
Bufferrel (400 ul 5x Reaction Buffer + 10 ul DTT + 590 ul desztillalt vizben higitva)
egészitettiik ki és hozzaadtuk a Z-DEVD-AMC-oldatot (1 ul). 30 perc utan 355-460 nm-
en Fluoroskan Ascent FL fluoriméterben detektaltuk a kaszpaz aktivitdssal aranyos
fluoreszcenciat (Labsystems International, Ascent Software). A jelintenzitas
valtozasanak nyomon kovetéséhez kinetikus mérési modot hasznaltunk és 50 perces
intervallumban 5 percenként ismételtiik meg a leolvasast. A kapott eredményeket
standard higitasi sorbol (Z-DEVD-AMC és Reaction Bufferrel higitva) készitett és
szerkesztett gorbe adataival vetettiik 0ssze, illetve negativ kontrollként a kisérleti kezelési

kontrollt, illetve Ac-DEVD-CHO inhibitort is hasznaltunk.
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3.8 In vivo xenograft modell
Az in vivo kisérletek soran kovettiik az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs

altal megfogalmazott allatkisérletekre vonatkozé irdnymutat6 szabalyzatokat, amelyeket
a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak etikai tanacsa feliilvizsgalt
¢s jovahagyott. A Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézetének
allathaza és munkacsoportunk in vivo kisérletek végzéséhez az alabbi hivatalos
engedélyekkel rendelkezik: PE/EA/801-7/2020 és PEI/001/1733-2/2015.

Xenograft modellek létrehozasahoz 2,5 x 10° ZR75.1 huméan emldcarcinoma sejtet
injektaltunk 8 hetes ndstény sulyos SCID egerek emldtajékara. A tapinthaté tumorok
megjelenése utan (3-5 hét utan), az egereket véletlenszertien 5 csoportba osztottuk. A
csoportokat a kezelési protokolloknak megfeleléen az aldbbiak szerint jeloltik: 1.
csoport: kontroll — fiziologias sdoldat (0,9%-o0s natrium-klorid oldat, Fresenius Kabi; Bad
Homburg, Németorszag) intraperitonedlisan; 2. csoport: Rapamune (hatdanyaga:
rapamycin; Pfizer; Budapest, Magyarorszag) — 3 mg/kg per os; 3. csoport: doxiciklin
(Merck-Sigma-Aldrich) — 5 mg/kg per os; 4. csoport: rapamycin + doxiciklin kombinacid
¢és 5. csoport:_doxorubicin (TEVA; Debrecen, Magyarorszag) — 2 mg/kg intravénasan. A
kezelési protokoll szerint a kezeléseket heti harom alkalommal 3 vagy 6 hétig végeztiik.
A kezelések soran a testtomeget €s a tumorméretet rogzitettiik, a valtozasokat nyomon
kovettiik. A kisérlet végén a tumortérfogat meghatarozasahoz a kovetkezd egyenletet
hasznaltuk [184]:

(2 x révidebb 4tmérd) + hosszabb atmérs|’
3

s
— X
6

A kisérletek végén a tumorok eltdvolitdsa utdn azok tomegét regisztraltuk, a
szovetekbdl formalin-fixalt, paraffinba agyazott blokkokat, illetve elektronmikroszkopos

metszeteket is készitettiink tovabbi IHC-, illetve morfologiai vizsgalatokhoz.

3.9 Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok
A transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a tumorszoveteket 2%-0S

glutaraldehid és 2%-0s ozmium-tetroxid (1:1) keverékével jégen fixaltuk. Mosas (0,1 M-
os kakodilat pufferben), majd zsirtalanitas utan alarditos beagyazast megeldzden a fixalt
mintakat viztelenitettilk. A membrankontrasztositashoz 1%-0s uranil-acatat és 70%-0S

etanol keverékét hasznaltunk (1 ora, sotétben, 4 °C-on). A viztelenités befejeztével a
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mintakat propilén-oxidban, majd propilén-oxid és araldit oldatok kiilonbdz6 aranyu
keverékeiben inkubaltuk. A vizsgalandé mintak végiil aralditba keriiltek at. A miigyantas
bedgyazas utan ultravékony metszetek késziiltek Reichert Ultracut (Bécs, Ausztria)
mikrotom segitségével. Tovabbi kontrasztositashoz uranil-acetatot és 6lom (II)-nitratot
alkalmaztunk. Az elkésziilt mintdk tanulmanyozasahoz Hitachi H-7600 tipusu (Tokio,

Japan) transzmisszios elektronmikroszkopot hasznaltunk.

3.10 MitoTracker Red festés és konfokdlis mikroszkop
A 72 oras kezelés mitokondriumokat érintd morfoldgiai valtozasainak

megfigyeléséhez MitoTracker Red CMXRos (1:10000, #M7512, Invitrogen) festéket
hasznaltunk 1 pM (1x-es PBS-ben higitva 100 pl-es végtérfogatra) koncentracidoban. 30
perces inkubaciot és PBS-es mosast kovetden a sejteket 4%-0s paraformaldehiddel
fixaltuk. Ezt kdvetden fluoreszcens immunfestést végeztiink, blokkolds-permeabilizalas
(10% FBS + 0,5% Triton-X + 300 mM glicin 20 perc) utan LC3 (1:400; Cell Signaling
Technology — CST, Leiden, Hollandia) és TOM20 (1:500; CST) antitesteket, illetve
fluoreszcens masodlagos kecske anti-nytal Alexa488 1gG ellenanyagot (1:400, #A27034,
Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A mosésok utan Diamond Antifade Mountant
(Invitrogen) fedéanyaggal fedtiik a lemezeket és konfokalis mikroszkoppal készitettliink
felvételeket (Zeiss LSM780 — Zen Software, Jéna, Németorszag).

3.11 3D bionyomtatott szovetszerii strukturdk vizsgdalata konfokdlis mikroszkop
segitségével
Konfokalis mikroszkoppal tanulmédnyoztuk a 3D bionyomtatott és fenntartott

TMS-ekben kialakulé lumindlis szerkezetet. A fluoreszcens immunjeldléshez elébb a
mintakat 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, a blokkolé oldat PBS-ben higitott FBS-t
(5%) és Triton X100-at (0,3%) tartalmazott. Intracellularis markerként a direkten
fluoreszcens jelolésti phalloidin-Atto550-et (1:600; Merck-Sigma-Aldrich), valamint
egyidejiileg a Diamond antifade mountant tipust fedémédiumba kevert DAPI (1:600,
#H3570, Invitrogen) festést hasznaltuk. Az immunreakciot konfokalis mikroszkoppal

elemeztiik (Leica Sp8 Lightning — LAS X Software; Leica Microsystems).

3.12 Statisztikai analizis
Az atlagokat és a szorasokat harom fiiggetlen kisérlet minimum hérom vagy tobb

parhuzamos mintajabol szamitottuk (az alkalmazott teszt fliiggvényében). GraphPad
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Prism szoftvert (9.1.2. verzio, La Jolla, CA, USA) hasznaltuk az in vitro és in vivo
kisérleteinkbdl szarmazé adataink statisztikai elemzéséhez.

Statisztikai szamitdsokhoz Student-féle t-tesztet, egy-, valamint kétszempontos
variancia analizist (one-/two-way ANOVA) alkalmaztunk a szignifikancia értékek
meghatdrozasahoz, melyhez Tukey-féle poszt hoc probat is haszndltunk. p < 0,05
értekeket tekintettiik statisztikailag szignifikans eredményeknek, ezeket *-gal jeloltiik az

abrakon.
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4. Eredmények

4.1 Rapamycin + doxiciklin sejtproliferdciot gatlo hatdsai in vitro és in vivo

Egyre tobb adat van arr6l, hogy a rapamycin monoterapia (in vitro) csokkenheti a
legkiilonb6zobb daganatsejtek (koztilk nemcsak lymphomak, leukémiak, hanem
korabbi példaul gliomasejtekkel végzett vizsgalataink mas antimetabolikus kezelések és
azok kombinalt hatdsainak potencialis jelentdségére, akar szignifikdns tumorndvekedés-
gatl6 hatasara hivjak fel a figyelmet.

Munkacsoportunk  kordbbi  kisérleteiben, amelyekben részt  vettem,
tanulméanyoztam magas malignitasi glioma sejtvonalakban metabolikus célpont szerek
(rapamycin — mTORC1-gatlo, doxiciklin — antibiotikum) sejtnovekedésre gyakorolt
hatasait, valamint ezek kombinacidjat a konvenciondlis kemoterdpiaként alkalmazott
temozolomid kezeléssel. Ezeket a hatasokat glioma sejtvonalakban fehérjeszintii
vizsgalatokkal is kiegészitettikk, eredményeink igazoltdk metabolikus enzimek

expressziovaltozasait a hatasokkal osszefiiggésben [78,79].

4.1.1 Rapamycin + doxiciklin sejtproliferdciot gatlo hatisa humdan tumor-,
illetve emldcarcinoma sejtvonalakban

Ezek az eredményeink felhivtak a figyelmet a daganatok metabolikus
jellegzetességeire, valtozékonysagara, heterogenitasara, ezen belill az anyagcsere-
utvonalak terapias kezeléseket kovetd valtozasara, amelynek kombinalt gatlasa hatékony
terapias eszkoz lehet.

PhD-munkam soran ezzel Osszefliggésben vizsgaltam, hogy a rapamycin és
doxiciklin kezelés és kombinaciéi hogyan befolyasoljak kiilonb6z6 szolid daganat
eredetli sejtvonalak novekedését. A rapamycin + doxiciklin kombinacids kezelés a
vizsgalt sejtvonalak kétharmadaban additiv (BT549, MDA-MB-231, MDA-MB-468,
MCF7, T47D, HT1080 és U87 sejtvonal) vagy szinergista (BT474, ZR75.1, RKO, A498,
H1666, U251 és U373-U sejtvonal) mddon csokkentette a sejtproliferacio mértékét (13.

abra).
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BT549
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MDA-MB-231
MDA-MB-468 HT29
87 H1650
add A2058
nem Duts
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13. abra In vitro rapamycin és doxiciklin kombinacios kezelés szignifikans
tumornévekedés-gatlé hatasa. (a) A rapamycin €s doxiciklin kombinacids kezelés a
vizsgalt sejtek kétharmadaban additiv, illetve szinergista hatdsu. A kombindlt kezelések
Alamar blue teszt eredményei alapjan a sejtvonalak harom kategoriaba sorolhatok (a
gatlohatasokbdl szamithatd kombinacids index segitségével): (a) additiv; (b) nem additiv
¢s (c) szinergista hatasu kategoridk. Az alahuzas a human emldcarcinoma sejtvonalakat,
mig a félkovér betiistilus azokat a sejtvonalakat jeloli, ahol 50%-nal nagyobb

sejtproliferacio-gatlast tudtunk kimutatni kombinalt kezelés utan. n = 3.

Elobbi sejtvonalakbol a human emlécarinoma sejtvonalakkal végeztiik tovabbi
vizsgélatainkat. A vizsgalt tiz emldcarcinoma sejtvonalban sejtvonalfiiggd (nem
szubtipus alapjan) kiilonbségeket figyeltink meg a rapamycin és a doxiciklin
monoterapias kezelésekkel szemben (3. tablazat). A vizsgalt sejtvonalak esetében a
rapamycin + doxiciklin kombinalt kezelés azonban szignifikans sejtndvekedés-gatlast

eredményezett.
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3. tablazat A vizsgalt tiz human emlécarcinoma sejtvonalban rapamycin és
doxiciklin kezelések (72 ora) Alamar blue teszttel meghatarozott proliferacios

valtozasai

Human eml6carcinoma sejtvonalak rapamycin, doxiciklin és doxorubicin
kezelésekkel (72 éra) szembeni érzékenységi kiilonbségei

tipus sejtvonal R D R+D Do
i MCF7 74% +10% | 94% + 13% |65% * 10% | 75% * 8%
T47D 68% * 3% 86% +4% | 63%+2% | 89% + 3%
liifiinalB ZR75.1 83% + 6% 92% +6% | 62%%3% | 91% + 7%
BT474 74% * 6% 20%+2% | 16% *6% | 25% * 3%
HERD+ SKBR-3 56% + 8% 85% +9% | 39%+5% | 31% * 6%

MDA-MB-453 57% 2% 67%+4% | 26%+2% | 25% + 2%
MDA-MB-231 88% + 3% 82%+7% | 66%+4% | 59% * 6%
MDA-MB-468 82% + 5% 43% 5% | 29% *+4% | 39% + 4%
BT549 80% + 2% 37%14% | 33%*+5% | 59% * 5%
HS578T 92% + 6% 82%15% | 67%+2% | 91% + 4%

tripla negativ

A sejtproliferacio mértékét a kontroll%-ban adtuk meg (a tablazatban feltiintetett adatok
az atlagos értékek +/-szords). A félkovér-dolt betlistilussal jelolt sziirke hatterti cellak
azokat az értékeket jelolik, ahol a p < 0,05-nek bizonyult. (Co — kontroll; R — rapamycin,
50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D — rapamycin + doxiciklin kombinaci6; Do —

doxorubicin, 50 ng/ml). n = 3.

A sejtproliferacios eredményeinket elemezve, tovabbi vizsgalatok céljabol két,
kiilonbozd szubtipusba tartozo, a doxorubicinnel szemben eltérd érzékenységet mutatod
sejtvonalat, a ZR75.1 (luminal B) és az MDA-MB-231 (tripla negativ) carcinomat
valasztottuk ki. Ezekben a monoterapids kezelések nem eredményeztek jelentds (20%-
nal nagyobb) sejtproliferacio csokkenést in vitro, a kombinalt kezelés azonban AB- és
SRB-tesztekkel is (a proliferaciés gatlas hasonld volt mindkét proliferacios teszt
esetében) jelentds/szignifikans sejtndvekedés-gatlast eredményezett. A kombinacios
eredményeket 0sszehasonlitva egyes kezeldszerek hatasaval tendenciozusan jelentdsebb
hatdsokat mutattunk ki a kombinaciokkal mindkét sejtvonal esetében. A kombinalt
kezelés eredményeképpen a ZR75.1 sejtvonal esetén a két szer szinergista, mig az MDA-
MB-231 sejtnél additiv sejtproliferacié csokkenést eredményezé hatasat igazoltuk (14.
abra). A rapamycin + doxiciklin kombinacié hatdsait Osszehasonlitva a sejtek

doxorubicin érzékenységével, azt figyeltiik meg, hogy legalabb a doxorubicin hatasdhoz
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hasonlo, vagy a kevésbé érzékeny sejt esetében szignifikansan nagyobb hatdsu a vizsgalt
kombinacios kezelés a két proliferacios teszttel, mint a doxorubicin kezelés (14. abra).
A Kkét sejtvonal alap metabolikus aktivitas és metabolikus plaszticitas kiilonbségeit is
megfigyelhetjiik a doxorubicin kezelés esetében. Mar korabbi vizsgalatokban jellemezték
¢s kimutattdk intézetiinkben a ZR75.1 sejtvonal kiegyensulyozottabb metabolikus
aktivitasat, igy az OXPHOS- és Warburg-folyamatok egyiittes jelentdségét [185,186].
Eredményeink szerint az SRB-tesztek joval nagyobb mértékii sejtszamvaltozast mutatnak
a kezelésekben, mig a feltételezett metabolikus adaptacio a taléld kevés sejtben olyan
jelentés metabolikus valtozast okoz, amelynek kovetkezményeként a sejtben a NAD™,

H*/NADP*, H szint emelkedése torzithatja a teszteredményeket.

ZR75.1 sejtvonal MDA-MB-231 sejtvonal

16 2,5 9 1,6
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14, abra Rapamycin, doxiciklin, illetve doxorubicin kezelések proliferaciégatlo
hatasa in vitro a ZR75.1 és az MDA-MB-231 sejtvonalakban. Alamar blue (AB) és
szuforodamin B (SRB) tesztek eredményei 72 oras kezelés utan. A diagramokon a relativ
fluoreszcencia (relative fluorescence unit — RFU; AB-teszt), illetve abszorbancia
egységben (absorbance unit— AU, SRB-teszt) mutattam be az adatokat (atlag +/- szoras).
*p <0,05. (Co — kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D —

rapamycin + doxiciklin kombinacio; Do — doxorubicin, 50 ng/ml). n = 3.

4.1.2 Apoptozis, nekrozis és nekroptozis indukcio vizsgdalata rapamycin +
doxiciklin kombindcios kezelés hatdsdra
Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, milyen sejthaldl-mechanizmus all a

rapamycin + doxiciklin kezelés eredményeként megfigyelt kozel 40%-0s
proliferaciogatlas hatterében, a sejteket Pl-vel festettiik, majd aramlési citométerrel
meghataroztuk a nekrotikus sejtek %-os aranyat. Eredményeink szerint, nincs
szignifikans kiilonbség a Pl-pozitiv sejtek aranyaban, indukalt nekrozist sem 72, sem 96

oras kezelt mintdkban nem tudtunk igazolni. Ugyanazon mintdkban ezt kdvetden
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alkoholos fixalas, alkalikus puffer, majd PI-festés utan a sejtek DNS-tartalmat vizsgaltuk
aramlasi citometerrel. Csokkent DNS-tartalmt (szubG1l) apoptotikus sejtek
mennyiségének emelkedését, vagyis indukalt apoptdzist sem 24 Oras, sem 72 Oras
mintainkban nem tudtunk a kezelések utan igazolni (ZR75.1 és MDA-MB-231) (15.

abra).
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15. abra Indukalt nekroézis nem igazolhaté rapamycin és doxiciklin kezelések utan
72 és 96 6raval. Aramlasi citometria vizsgalat (propidium-jodid (PI) festett nativ kontroll
és kezelt ZR75.1 sejtekben). Az atlag és +/- szoras adatokat abrazoltuk (Co — kontroll; R
— rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 pM; R+D — rapamycin + doxiciklin

kombinécio). n = 3. Nincs szignifikans kiillonbség a kezelések hatdsai kdzott.

Ezt kovetden a ZR75.1 sejtvonalon folytattuk vizsgalatainkat, eredményiinket,
miszerint nincs apoptozis, mint indukalt sejthalal az in vitro modellrendszeriinkben,
kaszpaz-3 aktivitas méréssel (Z-DEVD-AMC szubsztrat alkalmazasa) is alatdmasztottuk
in vitro. A vizsgalt mintdinkban emelkedett kaszpaz-aktivitast kizarolag a doxorubicin
monoterapia esetén tudtunk kimutatni (72, illetve 96 6ras kezelt mintainkban) — amelyet,
mint pozitiv kontroll hasznaltunk a vizsgéalatokban. Hasonl6 megerdsitd eredményiink,
hogy az Ac-DEVD-CHO kaszpazgatld kezelésnek sem volt hatasa ZR75.1 sejtekben
indukalt novekedésgatld hatasokban (16. abra).

59



DOI:10.14753/SE.2023.2757

a ZR75.1 sejtvonal MDA-MB-231 sejtvonal
. 25 30
20 ’; _ 25 * ;
X X
> & 70 =
515 3
s = 15
2 10 g
© @ 10
5 I 5 I ! I z I
I
= i = i I 1 0
Co R D R+DDofCo R D R+D Do Co R D R+DDofCo R D R+D Do
24 h 72 h 24 h 72h
300 900
b. — 72 h PR L4 — 800 |96h et
® 250 - n -
£ -» S 700 L g
> » = PR
X 200 e & %< 600 »-*
% 150 - 220 e
§ § 400
s 100 @ 300
= =3
Yy 200
> =3 lm 5
= = & 100 | —
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
id6 (perc) id6 (perc)
=l (CO R =g D stliss RED ==g== DO

16. abra Rapamycin és doxiciklin hatisaban sem mutathatoé ki indukalt apoptézis
(ZR75.1 és MDA-MB-231). a.) 24 és 72 oras kezelés utan a ZR75.1 és MDA-MB-231
sejtekben detektalt apoptototikus sejtek %-a. A doxorubicin kezelés mint pozitiv kontroll
szerepel. b.) Kaszpaz-3 aktivitas vizsgalat Z-DEVD-AMC szubsztrattal 72, illetve 96
o6raig rapamycinnel és doxiciklinnel kezelt ZR75.1 sejtekben. (Co — kontroll; R —
rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D — rapamycin + doxiciklin kombinacio;
Do — doxorubicin, 50 ng/ml; Ac-DEVD-CHO — 1 uM; RFU - relative fluorescence unit).
n=3.*p<0.05.

A nekroptozis esetleges megjelenését kezeléseinkben (48 €s 72 6ras mintak) RIP1
fehérje-expresszio vizsgalataink (Western blot eredmények) segitségével sikeriilt kizarni,
nem talaltunk expressziovaltozast a ZR75.1 sejtekben. Eredményeinket megerésitettiik
necrostatin-1 (nec-1) kombinalt kezeléssel is. A kezelések, és igy a rapamaycin +
doxiciklin kezelés proliferaciogatlo hatasait nem fiiggesztette fel a necrostatin kezelés,

bar a nekroptdzis inhibitornak inkabb kismértékii antiproliferativ hatasa volt (17. abra).
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a. b. 72 éraigkezelt ZR75.1 sejtek
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17. abra A nekroptozis és apoptézis indukcié hianya a rapamycin + doxiciklin kezelt
ZR75.1 sejtekben. a.) RIP1 expressszi6 vizsgalata Western blot analizissel 48 és 72 6ras
rapamycin és doxiciklin kezelések utan (az abra bal oldala — reprezentativ Western blot
kép). b.) A necrostatin-1 (nec-1) és az Ac-DEVD-CHO (kaszpaz-3 inhibitor) sem gatolta
arapamycin ¢és doxiciklin kombinaci6 proliferacidcsokkentd hatdsat (72 6ras Alamar blue
teszt eredmények relativ fluoreszcencia értékei — relative fluorescence unit — RFU). (Co
— kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D — rapamycin +
doxiciklin kombinacio; Do — doxorubicin, 50 ng/ml, nec-1 — 50 uM; Ac-DEVD-CHO —
1 uM). n=3.

4.1.3 Hosszutava rapamycin + doxiciklin kezelés, illetve kezelés
megvonds/megszakitis hatisa a ZR75.1 human emlécarcinoma
sejtekben in vitro és in vivo

A rapamycin ¢és a doxiciklin kezelések hosszatdva hatdsait, a hatasok
visszafordithatosagat ZR75.1 in vitro sejt és in vivo xenograft modellekben vizsgaltuk a
tovabbiakban.

A 3 napos in vitro kezeléseket felfiiggesztve azt figyeltik meg, hogy
sejtproliferacio-gatlo hatasok megsziinnek, ismét ndvekedni kezdenek a sejtek. Ebben a
kisérleti csoportban a kezeldszermegvonast kovetd kozel 2 hétben csupan az egyes
kezelések hatdsara 72 ora alatt kialakult sejtnovekedés-hatrany maradt meg. A
parhuzamosan 16 napig folyamatosan kezelt in vitro tenyészetben azonban a hosszatava
doxiciklin monoterapia és a rapamycin és kombindcioja szignifikansan csokkentette a
sejtnovekedést (18. abra a), a sejtproliferacio teljesen leallt, a kezelt sejtek 2 hét utin mar
nem voltak ¢letképesek.

Hasonl6 eredménnyel zarult a haromhetes in vivo kezelés is, melyben a rapamycin

¢s a rapamycin ¢és doxiciklin kombindci6 is szignifikdns tumorndvekedés csokkenést
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eredményezett ZR75.1 xenograftok esetében. Az in vitro megfigyeltekkel ellentétben, a
doxiciklin monoterapia nem csokkentette a tumorméret ndvekedését in Vivo
modelliinkben. A Rapamune + doxiciklin kombinaci6 hatasosabbnak bizonyult
Osszehasonlitva a hagyomanyos doxorubicin kemoterapiaval, illetve a Rapamune
monoterapiaval szemben in vivo folyamatosan fenntartott kezeléseinkben (23. abra a).
Az in vivo kezelés megvonasa a megszakitas nélkiili kezeléshez képest szignifikansan
kisebb mértéki ndévekedésgatld hatast mutatott. A kombindcioban alkalmazott
kezeldszerek nem tudtak eliminalni az Osszes tumorsejtet, a kezeletlen tumorok
ismételten novekedni kezdtek (23. abra b). Eredményeink alapjan, az in vivo kezelés
tumornovekedés-gatldé hatasa visszafordithatd a kezelés megvonasaval, a tuléld

tumorsejtek ujra novekednek.
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18. abra A rapamycin/Rapamune és doxiciklin kombinacids kezelések hosszutavi
hatasai ZR75.1 sejtekben. a.) In vitro rapamycin és doxiciklin kezelés hatasa a ZR75.1
sejtek hosszatava novekedésére (16 napos novekedési gorbe). A baloldali abran 72 oras
rapamycin €s doxiciklin kombinécios eldkezelés utan megvontuk a kezeléseket,
jobboldali abrdn bemutatott kisérletben folyamatosan alkalmaztuk a kezeléseket. 3
naponta passzaltuk a tenyészeteket, a bemutatott grafikonon a kumulativ sejtszamokat
tiintettem fel (Co — kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D —
rapamycin + doxiciklin kombinacio). *-gal a sejtporilferacid megsziinését jeldltem (mar
nem volt €16 sejt). b.) ZR75.1 xenograftok 21 napos kezelésének végén eltavolitott
tumorttomegek (bal abrarész) és a folyamatosan regisztralt tumortérfogat-novekedés
nyomon kovetése (jobb abrarész) (Co — kontroll; R — Rapamune 3 mg/kg; D — doxiciklin
5 mg/kg; R+D — Rapamune + doxiciklin kombinacié; Do — doxorubicin, 2 mg/kg). n = 3.
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4.1.4 Autofdagia és mitofagia indukcio rapamycin és doxiciklin kezelés
kovetkeztében
A rapamycin jol ismert mTOR-aktivitds gatld hatasait igazoltuk az mTOR-

aktivitashoz kapcsolodo fehérjék (p-mTOR, p-AKT és p-S6) expresszid valtozasainak
kimutatasaval. A doxiciklin monoterapia nem befolyasolta a p-mTOR ¢és a p-S6 fehérjék
szintjét, de egy enyhe p-Serd73-AKT fehérje-expresszié csokkenést detektaltunk a
kontroll mintahoz képest (19. abra). A kombinalt kezelések a rapamycin monoterapidhoz
hasonl6, de nagyobb mennyiségi valtozast okoztak, gyakorlatilag kimutathatatlanna

tették Wes™ Simple-lel a fehérjék aktiv, foszforilalt formait a ZR75.1 sejtekben.

Relativ fehérje-expresszios értékek (B-aktinhoz normalizalva)
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19. abra mTOR-aktivitas cs6kkenése in vitro rapamycinnel és doxiciklinnel kezelt

ZR75.1 sejtvonalban. A foszforilalt fehérjék expresszidjat Wes™ Simple-lel vizsgaltuk,
loading kontrollként B-aktint hasznaltunk (reprezentativ Wes™ Simple kép). Az
eredmények analizisekor fehérjemennyiségeket B-aktinhoz normalizaltuk, a szaggatott
vonal a kontroll mintdk normalizalt értékeit jeldli, az adatok az atlag +/- szorasi értékeket
mutatjak. (Co — kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D —

rapamycin + doxiciklin kombinacio).

Az autofagia megjelenésének igazolasahoz, az LC3-B két formdjanak aranyat és
a p62 fehérje mennyiségének idofiiggd valtozasat vizsgaltuk. Az LC3-B-11/LC3-B-I
aranya 8 orandl szignifikans valtizast mutatott (csokkent), amelyet a p62 csokkenése is
megerdsitett. A rapamycin, valamint a kombinacios kezelés korai szakaszéban tehat

megfigyelhetjiik az autofagia aktivaciojat (20. abra).
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20. abra Az autofagia aktivitasaval osszefiiggo fehérje expresszios valtozasok in vitro
rapamycin és doxiciklin kezelt ZR75.1 sejtvonalban. Az LC3-B-I/II és p62 fehérjéket
Western blottal vizsgaltuk (az abra fels6 része egy reprezentativ  Western blot képet
mutat). A kisérleteinkben klorokin (Chl) kezelt sejteket hasznaltuk pozitiv kontrollként,
¢s a B-aktinhoz normalizaltuk a denzitometralt eredmanyeket. A denzitometralds utdn
kapott LC3-B-I/II aranyt és a p62 relativ fehérje-expresszios értékeket az abra kozépsod
és alsé részén mutatom be. A szaggatott vonal a kezeletlen kontroll mintak értékeit jelzi.
Az atlag és +/- szorasi értékeket abrazoltam. (Co — kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D
—doxiciklin, 10 uM; R+D —rapamycin + doxiciklin kombinacié; Chl — klorokin, 50 uM).

LC3 fluoreszcens immunjeldlés igazolta, hogy a rapamycin és a doxiciklin
monoterapia enyhén, mig a kombindciojuk jelentdsen fokozza az autofagoszomak
felhalmozodasat in vitro. MitoTracker és TOM20 festést hasznaltunk a sejtek
mitokondriumainak tovabbi vizsgalatdhoz. A MitoTracker legintenzivebb festddése az
Osszecsapzodott organellumok egy elére nem vart morfologiai jellemzdjét mutatta, amely
a doxiciklinnel kezelt sejtek hibas mikodésii mitokondriumaira utal. Az LC3 ¢és a

MitoTracker kolokalizacidja, valamint a TOM20 fehérje mennyiségének csokkenése
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felhivja a figyelmet arra, hogy a rapamycin + doxiciklin kombinacios kezelés hatasara

mitofagia kovetkezik be (21. abra).
Co _ R _ D _____R+D

(Mito+LC3) + Hoechst

OM20 + Hoechst

.

21. abra Mitokondrium és autofagoszoma markerfestések in vitro 72 éras rapamycin

és doxiciklin kezeléseket kovetéen ZR75.1 sejtekben. Fluoreszcens konfokalis
mikroszkopos képek a festddési intenzitast és a MitoTracker (Mito; piros), LC3 (z61d) és
egyiittes megjelenésiiket (merged képek), illetve a TOM20 (szintén zold) sejten beliili
megoszlasat mutatjak. Hoechst festést hasznaltunk a sejtmagok festéséhez (kék festddés).
(nagyitas 63x; Co — kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; R+D —

rapamycin + doxiciklin kombinacio).
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A ZR75.1 xenograft szovetmintak transzmisszids elektronmikroszkopos
elemzésével igazolni tudtuk az elébbieket in vivo is. Eredményeink szerint a Rapamune
stimulélta az autofag vakuolumok feldusulésat, a doxiciklinnel kezelt tumorokban, a
tumorsejteket jellemezte az 6sszezsugorodott és karosodott struktiraju mitokondriumok
megjelenése és ezek az organellumok Osszecsoportosultak, dsszecsapzodtak. Autofag
vakuolumok és degradalodd mitokondriumok megjelentek a Rapamune + doxiciklin
kombinacioval kezelt tumorsejtekben, s6t a kombinalt kezelés hatasara degradalodo
mitokondriumokat autofagoszomak szekvesztraltak is (22. abra).

Ezek az eredményeink megerdsitik a mitofagia — vagyis egy kovetkezményesen
fellépd szelektiv autofagias folyamat — jelenlétét, amely a hosszutava in vitro és a
haromhetes in vivo kombinacios kezelések eredményeként sejthalalt idéz el6 a

tumorsejtekben, tumorszovetben.
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zutava Rapamune + doxiciklin kezelés morfologiai hatasai ZR75.1

22. abra Hoss
xenograftokban. 3 hétig kezelt xenograft tumorok transzmisszios elektronmikroszkopos
felvételei. Rapamune és doxiciklin kombinacios kezelés eredményeként mitofagiat
detektaltunk, a karosodott strukturdju mitokondrimok megjelenését figyeltik meg
autofag vakudlumokban. (mitokondriumok - M; az 6sszecsapzodott mitokondriumokat
bekereteztiik, autofdg vakudlumok - (nyil); sejtmag - N, multvezikularis testek — MVB,;
nagyitas 20.000x). (Co — kontroll; R — Rapamune 3 mg/kg; D — doxiciklin 5 mg/kg; R+D

— Rapamune + doxiciklin kombinécio; @ nincs kezelés).

A ZR75.1 xenograft tumorok IHC-festéseinek értékelése is igazolta, a
kezelésekben megjelend szelektiv autofagias folyamatokat és az apoptdzis hianyat in
vivo. Xenograft tumormodelliinkben nem volt kimutathaté emelkedés egyik kezelés
esetében sem a hasitott kaszpaz-3 pozitiv sejtek szdméaban. Az LC3 mennyiségében
szoveti szinten emelkedést tudtunk kimutatni mindharom kezelés esetében, a kombinalt
rapamycin + doxiciklin kezelésben is (23. abra). Elébbiek mellett a TOM20 festés
igazolta az in vitro detektalt mitokondriumok strukturalis karosodasat — a TOM20 festés
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intenzitasa is csokkend tendenciat mutatott a harom hétig kezelt mintdkban. A TOM20
¢és az LC3 festéseink azt is igazoltak, hogy a kezelés felfiiggesztése utan 21 nappal a tuléld
sejtekben a mitokondridlis funkciok helyreallhatnak szoveti szinten. Ezek az
eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy ZR75.1 human emldcarcinoma sejtvonal
magas metabolikus plaszticitassal, adaptacios képességgel rendelkezik, ahogy azt korabbi
metabolikus jellemzéssel foglalkoz6 munkainkban kiemeltiik [187]. Ugyanakkor azt is
mutatjak az in vivo és in vitro vizsgalataink, hogy a hosszutava in vivo Rapamune +
doxiciklin kombinacids kezeléseink jelentds tumorndvekedés-gatlast eredményezhetnek,

amely kiemeli a kisérleteinkben is vizsgalt antimetabolikus kezelési kombinaciok

jelentdségét.
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23. abra Hosszutava (21 nap) rapamycin + doxiciklin kezelés hatasai in vivo (ZR75.1
xenograftok). Hasitott kaszpaz-3 (apoptozis markere), LC3 (az LC3-B-I és II
autofagoszoma fehérje) és a TOM20 (mitokondrialis marker) immunhisztokémiai (IHC)
festések ZR75.1 xenograft metszetekben. 21 nap kezelés utani szovetek, illetve 21 napig
kezelt majd a kovetkezd 21 napban kezeldszermegvonas utani szovetmintak vizsgalata (a
fehérjék mennyiségi valtozasait kovettiik IHC vizsgalattal a szovetben; DAB — barna —
kromogén €s hematoxilin hattérfestés, nagyitasi skala 50 um-t jelol; Co — kontroll; R —
Rapamune 3 mg/kg; D — doxiciklin 5 mg/kg; R+D — Rapamune + doxiciklin kombinacio;

@ nincs kezelés).
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4.2 Metabolikus fehérjék, enzimek mennyiségének szoveti heterogenitdisa
A szoveti heterogenitas, illetve ennek megjelenése jol ismert a patologiai

diagnosztikaban. A daganatok metabolikus jellegzetességeit és a metabolikus szdoveti
heterogenitasat szamos modszerrel lehet tanulményozni (pl.: IHC).

Korabbi vizsgédlatunkban humén emlddaganatos betegek szovetmintanak
metabolikus plaszticitasanak értékeléséhez hat, mTOR-aktvitassal Osszefliggd fehérje,
illetve metabolikus enzim (p-S6, Rictor, LDHA — Lactate dehydrogenase A, GLS,
CPT1A, FASN) expresszidjanak analizisét végeztiik el [187]. A megfigyelt metabolikus
plaszticitds — magas mTOR-aktivitas érték mellett, tovabbi négy vizsgalt metabolikus
enzim koziil legalabb kett6 esetében magas H-score értékek — a rosszabb, mig annak
hianya a betegség jobb prognozisaval, hosszabb betegségmentes és teljes tuléléssel fiigg
Ossze. Azt tapasztaltuk tovabba, hogy a fehérjék expressziokiilonbségei csak részben
mutatnak Gsszefliggést a daganatszubtipussal, mig a metabolikus plaszticitas progresszios
jelentésége szubtipus fiiggetlen. Ezen munkankat kdvetden szamos daganat esetében
értékeltiik a szovetek metabolikus jellegzetességeit az mTOR (p-mTOR, p-S6, Rictor),
valamint a glikolizis (GLUT1, LDHA, HK2 - Hexokinase 2, PFKP -
Phosphofructokinase), a glutaminolizis (ASCT2 — Alanine, serine, cytein-preferring
transporter 2, GLS) és egyéb metabolikus jelutak markereinek (ATPb — B-F1-ATPase,
CPT1A, FASN, ACSS2, ACC — Acetyl CoA carboxylase) vizsgaltaval. Az 1j, szintén az
emlddaganatokat reprezentalo IHC (n = 40; 10 eset minden fébb szubtipusbodl)
festésekben a vartnak megfeleléen igen jelentds szoveti heterogenitast figyeltiink meg,
mig csak egy-egy festés esetében (pl.: GLS és ATPDb) volt hasonlo intenzitast festédés

valamennyi, a szovetben megjelend tumorsejtben (24. és 25. abra).
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24. abra Metabolikus enzimexpresszioval osszefiiggd metabolikus plaszticitas
emlédaganat-szubtipusfiiggetlen  prognosztikai  jelentésége. Eltér6  szoveti
metabolikus plaszticitas és jelentdségének bemutatasa két emlédaganatos beteg esetében:
a luminal B (LumB) szubtipusba tartozé esetben metabolikus plaszticitas — a magas
mMTOR-aktivitds mellett legalabb két metabolikus tutvonal elemének emelkedett/magas
expresszidja a daganatszovetben — volt megfigyelhetd (a Rictor, a p-S6, a GLS —
Glutaminase, a FASN — Fatty acid synthase és a CPT1A — Carnitine palmitoyltransferase
1A intenziv immunfestések) és ebben az esetben a teljes talélés csupan 14 honap volt; a
masik tripla negativ (TN) szubtipust esetben metabolikus plaszticitas hianya igazolodott
¢s a TN esetekben varhato rosszabb prognozissal ellentétben ez hosszabb teljes taléléssel
parosult (201 honap). 3,3'-diaminobenzidint (DAB) (barna) hasznaltunk kromogénként.

A méretskala az abrakon feltiintetésre kertilt.

71



DOI:10.14753/SE.2023.2757

ASCT2 FASN CPT1A HK2

25. abra Emlédaganatok szoveti heterogenitasinak bemutatisa. Kiilonb6zd
metabolikus enzimek (Rictor, p-S6, p-mTOR, ACC — Acetyl-CoA carboxylase, ASCT2
— Alanine, serine, cysteine-preferring transporter 2, FASN — Fatty acid synthase, CPT1A
— Carnitine palmitoyltransferase 1A, HK2 — Hexokinase 2) immunfestésének — heterogén
szoveti megjelenésének — reprezentativ képei a vizsgalt emlddaganatos esetekben. 3,3'-
diaminobenzidint (DAB) (barna) hasznaltunk kromogénként. A méretskala az dbrakon

feltiintetésre kerilt.

A metabolikus markerek expressziojat heterogenitds szempontjabol értékeltiik
nemcsak ezekben a szoveti mintakban, hanem a Human Protein Atlas adatbazisban
fellelhet6 THC mintakban (az adatbazisban tovabbi 7-12 mintat tudtunk értékelni, adott
ellenanyagok esetében) is. Az in situ fehérje-expresszié megoszlasat akkor tekintettiik
heterogénnek a tumortipusban, ha az értékelt szovetmintdk tobb mint 40%-aban
patologusok segitségével intratumoralis heterogenitast azonositottunk. Elemzésiink soran
intratumoralis heterogenitast 10 metabolikus marker festédésénél tudtunk kimutatni (4.
tablazat). Kizarolag az ATPb, az LDHA, a GLS ¢és az ACSS2 estében talaltunk homogén
festodéseket, a szoveti heterogenitas hidnyat a vizsgalt IHC mintak jelentds részében.
Annak ellenére, hogy a legtobb, a Human Protein Atlas adatbazisaban vizsgalatunk idején
elérheté emlécarcinoma a HER2+ szubtipusba tartozott, az elemzésiink megerdsitette,
majdnem minden el6bbi marker heterogén IHC festédését. Kivétel csupan az ATPb és a
CPTI1A volt, melyek esetében eltér6 festédési mintazatot talaltunk az adatbazisban (4.

tablazat), Az adatbazis elemzése felhivta a figyelmet tovabbi, sajat mintainkban nem
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vizsgat szoveti szintii metabolikus kiilonbségekre (emelkedett heterogenitas) is (pl.:
PKM2 — Pyruvate kinase isoenzyme M2 — CAB019421, MCT1 — Monocarboxylate
transporter 1 — HPA003324, PDHB — Pyruvate dehydrogenase E1 subunit beta —
HPA036745, SDHA — Succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A —
CAB034929).

4. tablazat A vizsgalt metabolikus enzimek szoveti heterogenitas értékelésének

osszefoglalasa

A festddési heterogenitas értékelése
(heterogén festddést mutato esetek szama/osszes vizsgalt eset szama; %)

elvégzett THC analizis adatok a Human Protein Atlas-bol
LumA LumB HER2+ TN heterogenitas (%)  heterogenitas (%) gﬁfeir:;‘;;%
Rictor 7/8 5/9 6/8 37 60% 42% (5/12) HPA037802
p-S6 8/9 8/10 8/8 8/10 87% n/a n/a
p-mTOR 9/10 10/10 7/9 6/10 84% n/a n/a
GLUT1 4/10 6/10 9/9 7/10 67% 90% (10/11) CAB002759
LDHA 2/10 4/10 3/9 2/10 28% 30% (4/12) CAB015336
HK2 6/9 9/10 7/8 6/10 76% 30% (3/10) HPA028587
PFKP 2/9 4/10 6/8 5/8 49% 46% (5/11) HPA018257
ASCT2 8/10 10/10 8/8 9/10 92% 75% (9/12) HPA035240
GLS 17 2/9 317 4/8 32% 18% (2/11) HPA036223
FASN 4/10 6/10 5/9 4/9 45% 55% (6/11) HPA006461
CPT1A 6/9 1/10 5/9 4/9 43% 30% (3/12) HPA008835
ACC 4/8 6/10 6/6 3/8 59% 67% (8/12) HPA063018
ACSS2 2/10 1/10 4/9 2/10 23% 33% (4/12) HPA004141
ATPb 0/8 1/8 317 1/8 16% 50% (5/10) HPAO001528

Roviditések: ACC — Acetyl-CoA carboxylase; ASCT2 — Alanine, serine, cysteine-preferring transporter 2; ATPb — B-F1-
ATP-ase; CPT1A — Carnitine palmitoyltransferase 1A; FASN — Fatty acid synthase; GLS — Glutaminase; GLUT1 —
Glucose transporter 1; HK2 — Hexokinase 2; LumA — luminal A; LumB — luminal B; LDHA — Lactate Dehydrogenase
A; PFKP — Phosphofructokinase; p-mTOR — phospho-Ser2448-mTOR; p-S6 — phospho-Ser235/236-ribosomal S6; TN —
trippla negativ eml6daganat

n/a — nincs adat
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4.3 Kezelésekkel szembeni érzékenység és metabolikus enzimexpresszios
kiilonbségek hagyomdnyos 2D és 3D szferoidtenyészetekben és in Vivo
xenograft modellben

Korabbi munkéankban &sszehasonlitottuk bizonyos metabolikus enzimek
expresszigjat, illetve az mTOR, a GLS, a glikolizis és a lipidmetabolizmus inhibitoraival
szembeni érzékenységét in vitro 2D kisérletekben. Ezen eredményeink ramutattak arra,
hogy a metabolikus gatloszerek kombinalt alkalmazasa — pl.: a rapamycin és a doxiciklin
— jelentds proliferaciogatlast eredményezhet a legkiilonbozébb daganatsejtek, igy az
emlGcarcinoma sejtvonalak tobbségében is [177].

Munkamban Gsszehasonlitottuk a ZR75.1 sejtvonal hagyomanyos (2D)
sejttenyészet és az ebbdl a sejtvonalbdl létrehozott in vivo xenograft rapamycin,
doxiciklin és doxorubicin (kemoterapids szer) érzékenységét, és ezzel parhuzamosan
kombinacios kezelések érzékenységnoveld hatésait is teszteltiik.

72 oras in vitro kezelések utan AB és SRB proliferacios tesztet és/vagy
sejtszamolast végeztiink. Parhuzamosan, a ZR75.1 xenograftokban 21 napos kezelések
tumorndvekedést befolyasold hatasait is vizsgaltuk. In vitro 2D tenyészetekben
kezelések voltak a leghatékonyabbak (26. abra a). A regisztralt tumortérfogatok és a
végsé tumortdmeg alapjan azonban a ZR75.1 sejtek in vivo rezisztensek voltak a
monoterapias kezeléssekkel szemben, de a rapamycin kombinacioban alkalmazva
érzékenyitette az in vivo ndvekvo tumort, attdrte a rezisztenciat (26. abra b).

A 2D és a 3D sejttenyésztési koriilmények tumorsejtek in vitro érzékenységét
befolyasold hatdsanak kiilonbségeinek tanulmanyozasahoz az eldbbieket kiegészitd,
szélesebb korben elterjedt kétféle 3D sejttenyésztési modszert is alkalmaztunk (ULA —
plate-eket és fliggécsepp sejtkulturakat). Ezekben az esetekben AB-teszttel és
sejtszamolassal kovettik az ULA-plate-eken novekvé szferoidsejtek proliferacios
valtozasait. Mig fliggdcsepp-sejttenyészetekben a modszer tulajdonsagaibol adédoan (ez
a technika sokkal korlatozottabban alkalmazhat6 szamos vizsgalatban) a kezelések
hatasait proliferacios tesztekkel nem, csak sejtszamolassal tudtuk nyomon kovetni.

Fontos megjegyezni, hogy az AB/SRB-tesztek és a sejtszamolas eredményeiben
tapasztalt eltérések hatterében példaul metabolikus, illetve apoptotikus hatisok is
allhatnak (metabolikus adaptacio befolyasolja a metabolikus tesztek eredményeit, illetve

az apoptotikus sejtek fehérjetartalma az SRB-tesztek eredményeit zavarhatja meg, pl.:
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doxorubicin). Az in vivo kapott eredményeinkkel ellentétben, az ULA-plate-eken és a
fliggbeseppben képzodott szferoidok, az in vitro 2D tenyészetekhez hasonldan rapamycin
és doxorubicin érzékenynek bizonyultak, de a doxiciklin kezelés a 2D tenyészetekben
tapasztaltakkal ellentétben nem okozott szignifikans sejtproliferacio-csokkenést (26.
abra c).
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26. abra Rapamycin, doxiciklin és doxorubicin érzékenység kﬁliinbségek in vitro a
2D és 3D szferoidtenyészetekben (fiiggocsepp vagy ultra-low attachment plate),
illetve in vivo xenograft modellekben. a) A ZR75.1 sejtek szenzitivitaisa 2D
tenyészetben (proliferacios eredmények in vitro 72 oras kezelések utan). A szaggatott
vonal a haromféle proliferacios értékelésben kapott eredmények atlagat mutatja (Alamar
blue — AB, szulforodamin B — SRB és sejtszamolas). b.) A tumorok tomege és a végleges
tumorméretekbdl szamolt tumortérfogatok a ZR75.1 xenograftok 21 napos kezelése utan.
(Rapamune 3 mg/kg; doxiciklin 5 mg/kg; doxorubicin, 2 mg/kg). c.) Alamar blue (AB)
tesztet €s sejtszémolést Végeztﬁnk az ULA plate-ekben képzédétt ZR75.1 szferoidok in
eredményeket a kontroll %-aban adtuk meg, a bemutatott kisérletek parhuzamosaihoz
tartozo szorasok feltiintetésével. (Co — kontroll; R — rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin,
10 uM; R+D — rapamycin + doxiciklin kombinacio; Do — doxorubicin, 50 ng/ml, nec-1 —
50 uM). Szinergista kombindcios hatast S-sel jeloltiik (kombindcidés index szamités

alapjan), * p <0,05.
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Az érzékenységi vizsgalatokat kiegészitve adott modellrendszerek mTOR ¢és mas
metabolikus fehérje-expreszidjat Wes™ Simple technikaval is dsszehasonlitottuk. A 2D,
a 3D szferoid sejttenyészetekben és a xenograft modellben az mTOR-aktivitas jelentésen
eltért. A két in vitro modellrendszer esetében azonban jelentés hasonlosagokat mutatott a
vizsgalt fehérjék (p-mTOR, p-Serd473-AKT, p-S6, p-4EBP-1, FASN, CPT1A, PKM2,
LDHB, COX4) mennyisége (27. abra).
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27. abra Metabolikus enzimexpresszios Kiilonbségek a 2D és 3D szferoid-
tenyészetekben (fiiggécseppben vagy ultra-low attachment plate-ekben képzodott
szferoidok), illetve in vivo xenograft modellekben. A fenntartasi és tenyésztési
koriilmények befolyasoljak a ZR75.1 sejtek (2D és fiiggdecsepp) €és a xenograft (Xeno)
tumorok fehérje-expresszids mintazatat. Bizonyos, az mTOR-aktivitashoz kothetd (p-
MTOR, p-(Ser473)-AKT, p-S6, p-4EBP1) és egyes metabolikus enzimek (FASN — Fatty
acid synthase, CPT1A - Carnitine palmitoyltransferase 1A, PKM2 — Pyruvate kinase M2,
LDHB - Lactate dehydrogenase B, COX4 — Cytochrome c oxidase subunit 4)
expresszioit Wes™ Simple technikéval vizsgaltuk (bal oldali dbrarész). A normalizalt
fehérje-expresszios kiilonbségek elemzéséhez B-aktin normalizalast végeztiink (jobb
oldali 4brarész) a Wes™ Simple Compass for Simple Western program értékelésének
segitségével. A 2D és a szferoid tenyészetek enzimexpresszids hasonlosagait és eltérését

az in vivo ZR75.1 xenograft modellétdl piros keret emeli ki.
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A legmagasabb mTOR-aktivitast a 3D szferoidokban detektaltuk. Az mTORC1- és
MTORC2-komplex aktivitasban jellegzetes eltérést mutattak az in vitro és az in vivo
modellrendszerek. Xenograft modellben az in vivo névekvé daganatsejtek magasabb
MTOR-aktivitasra utaléan S6K aktivacidt (p-S6) €és csokkend mTORC2-aktivitast (p-
Ser473-AKT) mutattak. Azonban, az in vitro 2D és 3D sejtvonal modellrendszerekben, a
magasabb mTOR-aktivitas (p-mTOR) az emelkedett mTORC2-komplex aktivitassal
allhat Osszefiiggésben (p-Ser473-AKT), hiszen in vitro mTORC1-aktivitasra utald
foszforilalt S6 kinazt nem vagy csak nagyon alacsony mennyiségben tudtunk kimutatni,
igaz a foszforilalt 4EBP1 szintje relative magas maradt az in vitro 2D ¢és 3D
modelljeinkben. Mas vizsgalt metabolikus enzimexpressziok (pl.: FASN, CPT1A, PKM2
¢s LDHB) is sokkal nagyobb hasonldsdgot mutattak a hagyomanyos 2D tenyészetek és a
3D szferoidok ko6zott, viszont jelentdsen eltértek az in vivo novo daganatokban kimutatott
expresszios eredményektdl. Ezek a valtozasok kiemelik a mikrokdrnyezet és a 3D-ben in
Vivo noévO tumorok eltéréseit, amelyet a kiilonb6z6 modellekben megfigyeltink a
kiegyensulyozott  metabolikus  tulajdonsagokkal rendelkez6 ZR75.1  sejtek

felhaznalasaval.

4.4 3D bionyomtatott in vitro szovetszerii ZR75.1 ,tumorok” nédvekedési,
morfologiai sajdatsagainak jellemzdi és hatéanyagérzékenysége
Az el6bbi kisérleti eredményeink is megerdsitik, hogy sziikséges uj in vitro modellek

fejlesztése. Ehhez egy ujfajta in vitro 3D tenyésztési modszert alakitottunk ki; 3D
bionyomtatdval létrehozott szovetszerli strukturdkban (tumor szdvetet reprezentald —
tissue mimetic structure — TMS) tanulmanyoztuk in vitro a ZR75.1 sejtvonal novekedését,
érzékenységét, Osszehasonlitottuk a TMS-ben névé tumorsejtek esetében tapasztalt
rapamycin, doxiciklin és doxorubicin mono- és kombinacios kezelések hatasait a korabbi
modellekben (2D sejtkultira, 3D szferoidok, valamint in vivo xenograftok) kapott
eredményekkel. A 3D bionyomtatott ZR75.1 sejtek idofliggd ndvekedését 3, 7, 10, illetve
hosszabb tenyésztési id6 mellett kovettiik (28. abra ¢). A TMS-ek morfologiai sajatsagait
a 3D bionyomtatds utan kozvetleniil vagy hosszabb, akdr 10-14 nap tenyésztés utan
konfokalis, illetve hagyomanyos patomorfologiai vizsgalatokkal is vizsgaltuk. A
hematoxilin-eozin festés alapjan a 10/14 napos TMS-ekbdl, a xenograft tumorokbol,
illetve hasonld tipust human emlétumorokbol késziilt szoveti metszetek hasonld

morfologiai jellegzetességeket mutatnak. A 3D bionyomtatast kovetéen in vitro
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tenyésztett TMS-ekben formalddo/kialakult lumindlis szerkezet kialakuldsat konfokalis
mikroszkopos felvételeinken is megfigyeltiik (phalloidin és DAPI jeldléssel) (28. abra d,
e).

Vizsgaltuk a nyomtatott TMS-ek tumorigenitasat is. A SCID egerekbe
xenotranszplantalt TMS-ek ndvekedésnek indultak és beerezddtek. IHC festéssel (humén
citokeratin ellenanyag) kimutattuk, hogy a TMS-ek 1-2 hetes in vitro fenntartas, majd
xenotranszplantacio és hosszatava in vitro novekedés utan is megérzik a TMS-ek human

emlddaganatsejt eredetiiket (28. abra f).
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28. abra A ZR75.1 human eml('icarcima sejtvonal 3D bionyomtatott szovetszerii
modelljének jellegzetességei. a.) Két, egymastol fiiggetleniil miikod6é adagolo egység
segitségével késziiltek el a 3D bionyomtatott szovetszer(i struktarak (TMS-ek).; b.) A
ZR75.1 3D bionyomtatott TMS-ekben névekedését inverz mikroszkoppal (Olympus CK-
2) is monitoroztuk. Az dbran bemutatott fotddokumentacio a tenyésztés/fenntartas 24.,
48. és 72. orajaban késziilt.; c.) A 3D bionyomtatott TMS-ekben a ZR75.1 sejtek
proliferaciojat, novekedési iitemét Alamar blue (AB) teszttel kovettik. A TMS-ek

fenntartdsanak elsd 3 hetében a sejtek szignifikans novekedést mutattak, ezt a sejtek
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emelked6é metabolikus aktivitasa is igazolta (piros vonalrész).; d.) A formalin-fixalt,
parafinba dgyazott 3D bionyomtatott ZR75.1 TMS-ekbdl késziilt sejtek hematoxilin-
eozin (H&E) festése. A méretskala az abran fel van tiintetve.; e.) A ZR75.1 sejtvonal 3D
bionyomtatott TMS-eiben in vitro tenyésztés mellett kialakult luminalis struktarakrol
konfokalis mikroszkoéppal (Leica Sp8 Lightning — LAS X Software) késziilt képei
(festések: phalloidin — sarga és DAPI — kék). A bal abrarészen a kontroll, mig a jobb
oldalin a rapamycin + doxiciklin kombinacioval kezelt TMS-ek lathatok. A méretskala
az abran fel van tintetve.; f.) Igazolni tudtuk a 3D bionyomtatott ZR75.1 TMS-ek
tumorigenitasast. A képen egy beerez6dott in vivo novo 3D bionyomtatott TMS lathato
(bal abrarész), a jobb oldali abra pedig az ebbdl a xenograft tumorbdl késziilt metszet
citokeratin festésének immunpozitivitasat mutatja. 3,3’-diaminobenzidint (DAB — barna)

kromogént és hematoxilin hattérfestést alkalmaztunk.

3, 7, illatve 10 napos in vitro fenntartas utan a bionyomtatott TMS-eken 72 oras
kezeléseket végzetiink, és ezt Osszevettettiik az in vivo ndvekvé ZR75.1 xenograftok,
valamint az ULA-plate-eken képz6dott szferoidsejtek érzékenységével. Az AB- és az
SRB-tesztek igazoltdk, hogy a bionyomtatott ZR75.1 TMS-ek rapamycin érzékenysége
csokkent, és parhuzamosan doxiciklin és doxorubicin rezisztensnek bizonyultak, ahogy
azt az in vivo kisérleteknél is megfigyeltik. Az elvégzett érzékenységi kiilonbséget
Osszehasonlitd vizsgalataink alapjan, a 3D bionyomtatott in vitro TMS-ekben kapott
érzékenységi vizsgalatok mutattak a legnagyobb hasonldsagot az in vivo koriilményekhez

(29. abra).
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29. abra A rapamycin, doxiciklin és a doxorubicin in vitro hatasai a ZR75.1 3D
bionyomtatott szovetszerii struktirakban (TMS-ek), jol reprezentaljak az in vivo
xenograft modell eredményeket. a.) Alamar blue (AB) és mddositott szulforodamin B
(mSRB) teszteket hasznaltunk, a ZR75.1 sejtvonal 3D bionyomtatott TMS-ek rapamycin,
doxiciklin és doxorubicin mono- ¢és kombinaciés kezelésekksel szembeni
érzékenységének kovetésére. A kezelési intervallum 72 ora volt, melyet megelozott egy
3, 5, illetve 7 napos eldtenyésztés (3 + 3; 7+ 3; 10 + 3 nap). A szaggatott vonalak a harom
kiilonbozd eldtenyésztési és kezelési iddintervallum kétféle proliferacios tesztjeinek (AB
¢s SRB) a kontroll %-aban (a piros vonal a kontroll 100%-ot jeloli) kifejezett atlagat
mutatjak (a bemutatott vizsgalatokban 6-6 parhuzamossal dolgoztunk). (Co — kontroll; R
— rapamycin, 50 ng/ml; D — doxiciklin, 10 uM; Do — doxorubicin, 50 ng/ml).; b.) A
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ZR75.1 sejtvonal 3D bionyomtatott, xenograft modelljeiben €s 2D tenyészeteiben kapott
kezelési eredmények Osszehasonlitd elemzését mutatja. A piros keret a ZR75.1 sejtvonal
3D bionyomtatott TMS-ek (3D TMS) és a xenograftok (Xeno) érzékenységbeli
kovetkezOképpen hataroztuk meg a kategoridkat: rezisztens ~90%; szenzitiv 60-80%,
valamint igen szenzitiv sejtek <60%-o0s proliferacios értékek mellett. Co — kontroll; R —
rapamycin/Rapamune, 50 ng/ml-3 mg/kg; D — doxiciklin, 10 uM-5 mg/kg; Do —
doxorubicin, 50 ng/ml-2 mg/kg). Szinergista kombinacios hatast S-sel jeloltiik

(kombinacids index szamitas alapjan), * p < 0,05.

Azt is  sikeriilt  igazolnunk  valamennyi  ZR75.1 emldcarcinoma
modellrendszeriinkben, hogy a rapamycin kombinaciéban alkalmazva mind a
metabolikus, mind a kemoterapias szerrel szemben érzékenyiti a sejteket.

Az eredményeink kiemelték a 3D bionyomtatott szovetszeri struktara (3D TMS)
modell relevans eredményeit az in vivo eredményekkel 6sszehasonlitva, amely egy jol
hasznalhato in vitro modellre hivja fel a figyelmet.

A tovabbiakban formalin-fixalt, paraffinba dgyazott 3D bionyomtatott TMS-ek ¢és
xenograftok mTOR-aktivitasat jellemzé marker és metabolikus fehérje immunfestéseinek
in situ heterogenitasat is megvizsgaltuk. Szamos metabolikus fehérje-expresszios
mintdzata ¢és ezek heterogén festddése a 3D bionyomtatott ¢és xenograft
daganatmodellekben hasonld heterogenitdst mutatott. Ezek a kordbban leirt humén
szovetekben tapasztaltakhoz hasonlonak bizonyultak, bar egyes esetekben azért
megfigyeltiink eltéréseket a human szovetekhez képest. A GLS és az ATPb intenziv
homogén festddést mutatott a modell szovetekben, hasonléan a human szovetekhez, és a
legtobb metabolikus enzim (pl.: p-mTOR, FASN, p-ACC, p-S6) esetében visszaigazoltuk
a modellekben is az intratumoralis fehérje mennyiségi kiillonbségeket (heterogén
festédési mintazatot). Erdekes kiilonbség azonban, hogy kisérleti modelljeinkben a
metabolikus adaptacios mechanizmus tekintetében az LDHA magasabb heterogenitast
eredményezett (3D bionyomtatott TMS-ek és xenograftok), mint a reprezentativ

betegmintakban (30. abra).
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30. abra Metabolikus enzimexpresszio szoveti heterogenitaisanak megjelenése és
hasonlésaga ZR75.1 xenograft (Xeno) és a 3D bionyomtatott szovetszeri
struktirakban (3D TMS-ek). Anti-p-S6, -GLS, -p-mTOR, -FASN (Fatty acid
synthase), -LDHA (Lactate dehydrogenase A) és -p-ACC (Acetyl-CoA carboxylase)
immunfestések 3,3’-diaminobenzidin (DAB) (barna) kromogénnel és hematoxilin

hattérfestéssel. A méretskala az els6 abran kerilt feltiintetésre.
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5. Megbeszélés

Fliggetleniil a jelenlegi fejlesztésektdl, daganatmegeldzési stratégiaktol és az
alkalmazott terapiaktol, még mindig a daganatos megbetegedések jelentik az egyik vezetd
halalokot vilagszerte. Az emlddaganatok kdvetkezményeként bekdvetkezo haldlozasok a
daganat okozta mortalitdsnak ~6,9%-4at adjék [138]. Szamos 10j terdpias megoldast
alkalmaznak mar jelenleg is, azonban a relapszusok ¢és a metasztdzisok magas szama is
alatdmasztja, hogy tovabbi és akar jobb targetek azonositasa sziikséges az emlddaganatok
kezelésében.

Az mTOR-komplexek kozponti szabalyzo szereppel birnak a jelatviteli
haldzatban, ideértve a metabolikus atrendez6dés folyamatait a tumorképzddés soran. Az
MTOR-hiperaktivitds jellemzé a daganatok jelentds részére, és sok esetben mértéke
Osszefliggést mutat rosszabb prognozissal is [12,52]. A rapamycin analdégokat (azaz a
rapalogokat) tobbféle malignitas terdpids kezelése részeként alkalmazhatjak (pl.:
elérehaladott emlétumorokban is), de az eddig tesztelt rapaldgok monoterapiaban és az
kombinaciokban sem tudtak atiitd sikert elérni [188].

Az egyre jobban megismerhetdvé valo tumorevollcid, a tumorsejtek adaptacios
mechanizmusai, az tgynevezett alvo/dormant/nyugvé sejtek jelenléte, valamint ezekkel
Osszefliggésben a  késobb  kiujulé daganatok megjelenése  hozzajarul a
tumorprogresszidhoz [189,190]. A daganatsejtek specidlis metabolikus sziikségleteinek
kielégitését, még kemoterdpias kezelések mellett is, segithetik a metabolikus
alkalmazkodasi mechanizmusok, alternativ metabolikus utvonalak aktivaléddsa magas
metabolikus plaszticitdsu, jelentds metabolikus heterogenitasti daganatok esetében
[190,191]. Az -elébbieket segité metabolikus folyamatok célzasa, kezel6szer
kombinacioik alkalmazasa 10j terdpids alternativakat jelenhetnek az elkdvetkezd id6szak
terapiafejlesztési stratégidiban [191,192]. Jelenleg is futd klinikai fazisvizsgalatokban
példaul metformint/fenformint, glutaminaz- és zsirsavanyagcserét gatld szereket,
valamint autofagia indukéaklo/gatlokat is bevonnak, hogy a terapia kozben a taléld
sejtekben aktivalodd bioenergetikai folyamatokat gatoljak [128,193-195]. Ezek
alkalmazasahoz, tervezéséhez azonban elengedhetetlen, hogy feltérképezziik a jelenlegi

kezelések metabolikus kovetkezményeit és terapiarezisztenciavalvald 0sszefiiggéseit.
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A célzott kezelések tobbsége (beleértve az EGFR- vagy mas multikinaz-gatlokat),
hatassal van az mTOR-kindz aktivitasara (altalaban gatld hatast) és az ezzel 6sszefiiggd
metabolikus eseményekre is. Az mTOR-gatlok csokkentik a glikolitikus aktivitast, a
glutaminolizist €s lipidszintézist is gatoljak, mig serkentik a lipidoxidacios folyamatokat
direkt vagy indirekt modon is (adott gének reguldcioja, vagy pl.: kapcsoldodoé metabolikus
enzimek fehérjeszintézisének gatlasan keresztill) [12,196,197]. A  véltozasok
extracellularis kornyezet fliggvényében egy sokkal rezisztensebb, nyugvo allapotba
keriiljenek minimalis energiafelhasznalassal biztositva a sejtek tulélését. Ilyen esetekben
a kezelést tuléld sejtekben autofagias folyamatok is beindulhatnak, amely egy tranziens
bioenergetikai adaptacidos mechanizmus [198]. Szamos szabalyozott sejtpusztulassal jaro
mechanizmust is leirtak, azonban az autofigia indukalta kezelések korai vagy késé
hatasaként. Amig az apoptoézis, a nekrozis és a nekroptdzis eredendden kodzvetlen
sejthaldlforménak tekinthetd, addig az autofagia felfoghatd egy ideiglenes tulélési
mechanizmusnak is. A hatar az autofagiafiiggd és a mas tipusu sejthalal-mechanizmusok
kozott nem éles, igy az autofagianak féleg kontextusfiiggd szerepe van [199-201].

Az mTOR-inhibitorok indukaljadk az autofagiat, amely az autofagoszomak
mennyiségi novekedésével tarsul, de a kronikus kezelés sejthalalt is okozhat a
daganatsejtekben. Jol ismert, hogy az autofiagia szabalyozdsa az aktualisan
elérhetd/hozzaférhetd tapanyagok és az mTOR-jelit szabalyozéasa, kontrollja alatt van
[202]. Ezeket figyelembe véve, az mTOR-aktivitas gatolja az autofagiat, mig az mTOR-
gatlas szerepet jatszhat az autofagiafiiggd tulélésben, de az autofagiafiiggd sejthalal
bekovetkezésében is [203]. Az autofagiafiiggd sejthaldl-mechanizmusok még kevésbé
jellemzettek a tumorbioldgiai kutatasokban.

Korabbi mTOR-gatlassal kapcsolatos in vitro kisérleteinkben leirtuk, hogy
bizonyos kemoterapias szerek rapalog kombinacidi érzékenyithetik a kezelt sejteket
[79,204,205]. Bizonyos antibiotikumoknak, koztik a doxiciklinnek is ismertek
ugynevezett off-target hatasai a mitokrondrium biogenezis gatlo hatasaikon keresztiil, igy
potencialis daganatellenes hatdsaik lehetnek. Az antimikrobidlis gydgyszerek ezek
alapjan konvencionalis kemoterapidval vagy célzott terapiaval kombinalva a klinikai
gyakorlatban terapias elonyt nyujthatnak, mellékhatasaik pedig kevésbé sulyosak [206-
208].
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Korabban munkacsoportunk leirta gliomamodellekben, hogy a doxiciklin hatsa
szinergizdl a rapamycinnel, illetve a temozolomiddal kombindciéban [79]. Jelen
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a rapamycin + doxiciklin kombinacio a legkiilonb6zobb
szolid tumorokban tumornévekedés-gatld hatasu, illetve jellemeztiik hatasat in vitro és in
vivo sejtvonal modelljeinkben. Eredményeink kiemelik, hogy kiilonb6z6é metabolikus
utvonalak egylittes gatlasa szignifikansan csokkentheti a tumorndvekedést in vitro és in
Vivo is.

Az mTOR-gatlas glikolizist, glutaminolizist és a lipidmetabolizmust gatlé hatasait
[12,209] kombinalva mitokondrialis funkciogatlassal széles spektrumi metabolikus
gatlast hozhatunk Iétre, amely meggatolhatja a metabolikus adaptaciés lehetdségeket,
hosszabbtavon a sejtek pusztuldsat is eldidézve. A rapamycin + doxiciklin kombinacios
kisérleteink eredményei is alatdmasztjak ezt a lehetdséget. Tobb mint 50%-os proliferacio
csOkkenést mutattunk ki a vizsgalt szolid daganateredetii sejtvonalak kétharmadéban.

A kombinacids terapidk metabolikus kovetkezményi egyre jobban ismertek
nemcsak a tumorsejtekben, a teljes szervezetben és a betegekben is [210,211]. Szamos
MTOR-inhibitor kombinacids vizsgalat és klinikai fazisvizsgalat van folyamatban [212-
215], ezek sikerei még egyeldre nem jelentdsek, hiszen ahogy sajat eredményiink is
mutatta a daganatnovekedést Ujra beindithatjdk a kezelést tuléld sejtek az inkabb
citosztatikus mintsem citotoxikus hatdsu kezelések esetében [198,216]. Egyre tobb
bizonyiték van azonban arra is, hogy mTOR-inhibitorok kemoterapias szer kombinacioi
(pl.: ciszplatinnal), kemoterdpias dozis csokkentése mellett tovabbi eldnydkkel is
jarhatnak pl.: eml6tumorok esetében is [216-219].

Ezeket az elképzeléseket timogatjdk azok az eredmények, amelyek a kiilonb6z6
kemoterapias kezelések sejtszintli metabolikus atrendezddéseit, metabolikus valtozasait
jellemzik. Ilyen esetekben autofagia, OXPHOS-atrendez6dések, Warburg-effektus,
reverz Warburg-effektus terapia-, illetve sejttipusfiiggd modon jelenhet meg [220,221].
Példakeént, a doxorubicin DNS-karosodast és kovetkezményként apoptdzist eredményez,
ezzel egyidében pedig metabolizmus-interferalé hatdsai is vannak. El6bbiek mellett
alternativaként felmeriilhet metabolikus inhibitorok kombinacioban val6 alkalmazasa is,
OXPHOS vagy glikolizis folyamatainak egyidejii célzasa, amely hozzajarulhat
elérehaladott emlotumorok terapids érzékenyitéséhez/szenzitizalasahoz is [222-224]. A

mitokondrialis bioenergetikai folyamatok célzésa korabban is felmeriilt 6sszefiiggésben
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a dormant (alvd), 6ssejtszerli fenotipusok kimutatasaval és ezekben a sejtekben jellemzett
citratkori aktivacioval kapcsolatban is [128]. Tobb eredmény igazolta példaul bizonyos
antibiotikumok gatlé hatdsait a dormant emldtumorsejtek tulélésében, metabolikus
aktivitasaban [225].

A rapamycin + doxiciklin kezelés hatdsdt korabban TSC2 KO
vesetumormodelleken tesztelték, a kutatocsoportunk ezt a kombinéciot vizsgalta glioma
modellekben mas rapalogok mellett [79], majd PhD-munkamban a rapamycin +
doxiciklin kombinaci6 tumorndvekedés-gatld hatasat tobb kiilonb6z6 carcinomaban
igazoltam. Ennek jelentdségét megerdsitik azok a klinikai adatok, amely szerint az
antibiotikumok (pl.: doxiciklin) alkalomszerl terapids hasznalata emlétumorok kezelése
kozben meghosszabbithatja betegek talélését [47]. Bar az is igaz, hogy egyes mikrobiom-
vizsgalatahoz kothetd tanulméanyok felhivjdk a figyelmet arra is, hogy az antibiotikumok
hasznalata hozzajarul a mikrobiom diverzitasanak csokkenéséhez, amelynek negativ
hatésa is lehet a tumorprogressziora [226]. In vitro és in vivo eredményeink megerdsitik
a folyamatos/periodikus antibiotikumhasznéalat jelentdségét, az antibiotikumok
hasznalata kiegészitd terapids alternativa is lehet, de a mellékhatésok és a talélési elonyok
mérlegelése mindenképpen sziikséges.

Munkdmban elséként végeztiink részletes elemzést a rapamycin + doxiciklin
kombinaci6 antitumoralis hatasdval kapcsolatban huméan emldcarcinoma modellekben.
Az antitumoralis hatds csokkendé mTOR-aktivitassal ¢és proliferaciogatlassal
jellemezhetd. Bar a doxiciklin 6nmagaban nem befolyésolta jelentdsen az mTOR-
aktivitast, a doxiciklin kombinécio gyakorlatilag eliminalta az mTORCI1- és mTORC2-
aktivitasat (a p-S6 és a p-AKT nem volt detektalhato Wes™ Simple technikéval). Ezzel
Osszefliggésben megnovekedett az autofag vakudlumok mennyisége a sejtekben a
doxiciklin mono- vagy kombinacios kezelést kovetéen. 72 és 96 oOras in vitro kezelések
soran nem tudtunk kimutatni sem apoptdzist, sem nekrozist vagy nekroptozist. A hatdsok
hosszabb tava kovetkezményeként sejthalal-mechanizmusok aktivalodhattak, elsésorban
a kombinacids kezelésekben, ahol a folyamatos hosszatdva kezelés a sejtkultura
kipusztuldsdhoz vezetett. A rapamycin ilyen hosszutavi kezelést kovetd sejthalal-
indukal6 hatasait mas kombinaciokban is leirtak [219]. A doxiciklin OXPHOS-

mechanizmusokat gatld hatdsaira alapozott, mas terapias kombindciok, hasonlé toxikus
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hatasat korabban hangstlyoztak OXPHOS-fiiggdé mammosphere kultarakban
emldcarcinoma Ossejtek esetében is [225].

Az autofagiafiiggd sejthaldl jellegzetességei koziil a rapamycin + doxiciklin
kezelés utan in vitro és az in vivo modelljeinkben megfigyeltiik: 1) az autofag
vakuolumok felhalmozddasat a pusztuld sejtekben apoptozis vagy nekrozis jelei nélkiil;
2) az LC3-II és a p62 vagy mas autofagia fluxot igazolo fehérjeszintjeinek dinamikus
valtozasat, 3) a patofiziologias ¢hezés stimulusra adott valaszt (mTOR-gatlas

kovetkezményeinek igazolasa); illetve 4) az autofagiafiiggd sejthalal-mechanizmusokhoz

crer

crer

(mitokondrialis degradacid) jele. Hasonldan ehhez, mas kisérletekben is leirtak, hogy mas
metabolikus stressz kivaltotta gatlasok, szdmos bioenergetikai mechanizmus blokkolasa
— gatolva a metabolikus adaptaciot — aktivalhat mitofagiat [228], sejtpusztulast
daganatsejtekben. Vizsgalatainkban az alkalmazott antibiotikumkezelés metabolikus
Osszeomlast (katasztrofat) eredményezett azokban a sejtekben, amelyek igy nem tudtak
OXPHOS-ra véltani, a mitokondriumok repopulacidjanak hidnydban (gatolt
mitokondrium biogenezis).

Nem elhanyagolhaté azonban, hogy szdmos daganat esetén leirtak — tipustol
fliggben —, hogy az autofagia és a mitofagia indukalta mitokondrium degradacio és a
metabolikus prekurzorok ujrahasznositdsa védelmet is nyuajthat a sejthalal ellen
[229,230]. Emiatt fontos, hogy a rovidtavi kezeléseink és az in vivo alkalmazott
kezeldszer megvonasos eredményeink azt mutattdk, hogy elsOsorban a folyamatos,
hosszabb kezeléseknek lehet valddi in vivo tumorndvekedés gatld, tumorpusztitd szerepe
az ilyen antimetabolikus kezelések esetében.

A mitokondriumok szdmanak és mindségének szabalyozasa komplex folyamat,
amelyet a hipoxia, a metabolikus stressz, valamint a mitokondrialis karosodas is
befolyasolni képes — ide értve a depolarizaciot, mitokondrium fuziot/fragmentaciot-
(fission), a mitobiogenezist és a mitofagiat. Az mTOR-inaktivacio és a csokkent AMPK-
aktivacio kozvetleniil képes mitofagiat aktivalni [231]. Bar a nem szelektiv autofagia,
beleértve a mitofagiat is, dsszetett folyamat, és a szerepe tumortipustol és stadiumtol is

fliggd modon valtozik [232-234]. Eredményeink alapjan a rapamycin + doxiciklin kezelés
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autofagiat és autofagoszoma eredetli mitokondrium szekvesztraciot indukal, valamint
elésegiti a végso autolizoszomalis mitokondrium degradaciot, vagyis a mitofagiat.

Jelen vizsgalatiakban a kimutatott autofagiafiiggd mitofagia egy specialis
sejtpusztulasi mechanizmus a metabolikus szabalyozasaban felborult (metabolikusan
Osszeomlott), degradalddott karosodott mitokondriummal rendelkezd sejtek esetében,
mivel az mTOR-gatlas és mitokondrium biogenezis gatlasa mellett a sejtek nem képesek
indukalta szelektiv autofagia folyamataval kapcsolatban a tumorprogresszi6 esetén azt
sugalljak, hogy az ilyen metabolikus kombindciok (a mitokondidlis funkcidk és az
MTOR-utvonal egyiittes célzasa) 1), metabolikus katasztrofat el6idézo terapids stratégiat
jelenthetnek. Ezzel osszefliggésben a mitokondrialis folyamatok, valamint az mTOR-
utvonal kombinalt gétlasa, a terapia indukalta szelektiv autofagia, 0j terapids stratégia
lehet (31. abra).

Kisérleti eredményeink alapjan javasolhatok, mas antimetabolikus kezeldszer
kombinéciok is, de fontos szem el6tt tartani, hogy minden daganatszovetre jellemz0 lehet
a metabolikus heterogenitds, az Osszetett metabolikus szimbidzis. A hattérben zajlo
mechanizmusok feltarasa segithet a metabolikus adaptacios mechanizmusok célzaséban,
a terapiarezisztencia attorésében, régi és az 1j gyodgyszerjeloltek és kombinaciok

alkalmazaséban a jovében.
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31. abra A rapamycin és a doxiciklin autofagia-fiigé mitofagiat indukalt ZR75.1
human emlécarcinoma sejtekben. A vazlatos abra a rapamycin + doxiciklin
kombinécios kezelés hatdsmechanizmusat mutatja be. Eredményeink alapjan a rapamycin
+ doxiciklin kezelés autofagiat indukalt, kovetkeztében az autofagoszomak
mitokondriumokkal fuzionaltak 72 6ras in vitro kezeléseink soran — amely mitofagiara és
autolizoszomalis degradacidés folyamatokra utal. A tumor méretének szignifikans
csokkenését is megfigyeltiik 3 hetes folyamatos in vivo kezelés utan, mig ezzel szemben

a kezeldszerek megvonasa az ismételt tumorndvekedéshez vezetett.
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Az in vitro és in vivo kisérleti eredményeink, a kezelések megvonasat kdvetden
megjelent reverzibilis daganatprogresszid ¢és a gyakran kialakulo relapszusok,
terapiarezisztencia felhivta figyelmiinket a magas intratumoralis szoveti heterogenitas
jelentéségére, amelyet szamos tanulmany jelenleg is hangstlyoz [135,236]. Ezzel
Osszefiiggésben, vizsgdlatainkban human emlécarcinomakban igazoltuk, hogy az mTOR-
aktivitas mellett, a legkiilonb6zébb metabolikus fehérjék mennyisége jelentds in situ
heterogenitast mutat a szovetekben. Ez a heterogenitas az in vitro modellekben, nem vagy
csak alig jelenhet meg. Ez is magyarazhatja, hogy a technoldgiai fejlesztések ellenére a
potencialis gyogyszerjelolt hatdbanyagok koziil kevesebb mint 10% az, mely allatkisérleti
modellek utan klinikai fazisvizsgalatba Iéphet, és még kisebb azok aranya (~3%), amelyet
a fazisvizsgalatok eredményei alapjan toérzskonyvezhetnek [236-238]. A hagyomanyos
2D sejttenyésztési modellek ugyan jelentdsen hozzajarulnak a daganatkutatds és a
terapias szerek fejlesztéséhez, azonban a 3D szoveti kdrnyezet hidnya korlatozza a szoveti
heterogenitds vizsgalatanak és figyelembe vételének lehetdségét. Természetesen
hasznalunk A4llatmodelleket is (pl.: egér, patkdny tumorigenezis modellek vagy
xenograftok létrehozasa SCID egerekben), beleértve a génmanipulalt egereket is [239].
Ezekben a daganatfejlodés €s progresszido mar megjelenik és adott a 3D szoveti kdrnyezet
is, de ezek vagy nem human tumorsejtek vagy hidnyzik a human mikrokdrnyezet. Szamos
humén emldcarcinoma sejtvonal, illetve primer izoldlt emlddaganatsejtek is
felhasznalhatok in vitro kisérletekben. Reneszanszukat élik a 3D tenyészetek,
megjelentek az organoidok és 3D bionyomtatott modellek [157,240,241]. Utobbiak, az
organoidok ¢és a 3D modellek esetében azonban a standardizacid és egyéb tényezOk
hidnya korlatozza a kisérletek reprodukalhatosagat és a modszerek validalasat. Az vy
preklinikai rendszerek részletes jellemzése, karakterizalasa ¢és optimalizalasa
elengedhetetlen. Hianyoznak azok a tanulmanyok, amelyek a kiilonbozd
modellrendszereket hasonlitjak 6ssze ugyanazon sejtvonal segitségével [242]. Munkam
masik részében egy human emldcarcinoma sejtvonal, a ZR75.1 jellegzetességeit,
vizsgaltuk in vitro hagyomanyos 2D, tdobbféle 3D sejttenyészetekben, 3D
bionyomtatassal létrehozott szovetszer(i struktiraban, illetve in vivo koriilmények kozott.

Elébbi modellekben elséként végeztiink Gsszehasonlitd vizsgalatokat — vizsgaltuk a

crer
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kezeléseinek hatdsat, tovabba a fehérje-expresszio kiillonbségeket, illetve immunfestések
segitségével a metabolikus enzim expressziés mintdzatok szoveti heterogenitasat.
Eredményeink alapjan, a 3D bionyomtatott TMS modell all legkbzelebb az in vivo
egérmodellekben ndvekvd tumorokhoz ¢és igy a human szovetekhez. Az altalunk
bevezetett 3D bionyomtatas protokollja és a létrehozott TMS-ek megfeleld alternativ
megoldast adhatnak a hagyoményos 2D és 3D tenyésztési eljarasok mellett, lehetdséget
teremtve bizonyos allatkisérletek helyettesitésére, az allatkisérletek szdmanak
csokkentésére. Bedllitottunk tobbféle modszert a sejtek biologiai aktivitdsanak
monitorozasdhoz, morfologiai jellemzésekhez, az élé/pusztult sejtardny, a sejttartalom,
illetve a sejtszintll metabolikus aktivitds meghatarozasahoz. A TMS-ek tumorigén
képességének igazolasahoz a nyomtatott modelleket SCID egerekbe implantaltuk, majd
folyamatosan regisztraltuk a tumor in vivo novekedését. A kisérleti modelliink
alkalmasnak bizonyult gyogyszerhatdanyag-tesztekhez, molekuléris és patomorfoldogiai
célu vizsgalatokhoz.

Masok is hoztak mar l1étre 3D szferoid és biofabrikéacioval készitett 3D modellt
emldcarcinoma sejtekkel is. A legtobb ilyen vizsgalat, a kevésbé agressziv MCF7
(luminal A) sejtvonalat vagy par, a tripla negativ szubtipusba sorolhat6 sejtvonalat
(MDA-MB-231 vagy MDA-MB-468) helyezi a kutatas fokuszaba [243-248]. A mi
vizsgalataink kozéppontjaban egy luminal B molekularis szubtipust human
emldcarcinoma sejtvonal, a ZR75.1 volt. A modellsejtvonal kivalasztasanak fobb
szempontjai a sejtvonal lumenformald képessége és agresszivebb fenotipusa, illetve a
korabbi vizsgalatainkbol ismert szenzitivitdsi €s metabolikus jellegzetességei voltak
(kiegyensulyozott metabolikus fenotipusu sejtvonal). Kisérleti koriilményeink mellett a
3D bionyomtatott modellrendszeriinkben igazolni tudtuk, a sejt-sejt kapcsolatok
kialakulédsat, a lumenformalast és a vizsgalt fehérjék mintdzatanak alapjan a szovetszerli
heterogenitas megjelenését is.

A Dbiofabrikacios eljarassal létrehozott biokompatibilis in vitro kornyezet
(életképes és proliferald sejtek biztositadsa) kialakitdsakor tobb lényeges kritériumnak
meg kell felelni, igy az alkalmazott biotinta Osszetétele és a nyomtatast kdvetd tovabbi
1épések koriiltekintd elokészitést és tervezest igényelnek. Kiilonb6zo szferoid és scaffold
nyomtatasok alkalmaval igen valtozatos Osszetételli hidrogéleket alkalmaznak

biotintaként [249,250]. Elézetes kisérleteinknek megfelelden, figyelembe véve masok 3D
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szferoidok bionyomtatassal kapcsolatos uttoré munkait, kutatdcsoportunk is alginatalapt
hidrogélt valasztott az emldcarcinoma sejtek biotinta alapanyagaként [243,246,248]. Az
alginatalapu biotinta elényds valasztds a human eredetii sejtekkel vald bionyomtatashoz,
mivel a hidrogél stabilizalasahoz a keresztkotések kialakitasahoz CaClz-oldatot
hasznalunk elkeriilve mas biotintadk polimerizacidjahoz hasznalt sejtkarosité behatdsokat
pl.: UV-vel torténd keresztkotés a GeIMA hidrogélek esetében [251].

EmlGcarcinoma sejtekb6l 1étrehozott 3D bionyomtatott szferoidtenyészetekben a
szferoidok ndvekedési jellemzodit, méreteloszlasat és kiilonbozo tesztekkel az
¢lé/elpusztult sejtek aranyat jellemezték [252], de ezekben szovetszerti struktirak
kialakitasara nem torekedtek. Més vizsgalatokban, egyes fehérjék expresszidvaltozasait
jellemezték (pl.: MMP, EMT, Gssejt markerek, integrinek, sejt-sejt kapcsolatok) vagy
bizonyos gyogyszerekkel (pl.: doxorubicin, paclitaxel, 5-FU) szembeni érzékenyégi
vizsgalatokat végeztek [243,253-255]. Meglepd, de eddig csak a 2D és a 3D in vitro
rendszerek pontosabb széleskorti 0sszehasonlitd vizsgalatait végezték el. Bizonyos
emldcarcinoma sejtvonalak esetén leirtak, hogy példaul a doxorubicin-érzékenység vagy
nem valtozott vagy csokkent a 3D tenyésztési koriilmények mellett [24,247,254,256-
258]. Ezen eltérések hatterében allhatnak az alkalmazott proliferacids/viabilitasi tesztek
kiilonbségei, a valasztott sejttipusok egyedi kiilonbségei, a 3D tenyésztési technikak
eltérései 1s. Gyodgyszerérzékenységi vizsgalatokban a viabilitasi tesztek hasznélata nagy
koriiltekintést igényel, az €16 és pusztult sejtek aranyanak calceinnel és/vagy Pl-festéssel
végezhetd meghatarozasakor pl.: az multidrog resistance (MDR)-transzporterek
expressziojanak valtozasai is torzithatjak az eredményeket (az MDR egyik szubsztratja
lehet a calcein is) [259]. Vizsgalatainkban ezért a proliferacioval ardnyos valtozasok
koziil metabolikus aktivitas alaptl és Osszfehérje méréseket is beallitottunk. A kétféle teszt
egyiittes alkalmazasaval torekedtiink arra, hogy kikiiszoboljiik az egyetlen tesztrendszer
alkalmazasabol és annak korlataibol eredd esetlegesen félrevezetd értelmezés lehetdségét
(pL.: a potencialis metabolikus adaptacidos mechanizmusok torzitdé hatdsai — AB, MTT,;
illetve a kisérletben elpusztult sejtek fehérjetartalménak az Osszfehérjetartalomba vald
meérése — SRB esetén).

A vizsgélatunk Gjszerlisége, hogy ugyanazon sejtvonal felhasznalasaval, a ZR75.1
modellekben hasonlitottuk ssze a 2D tenyészetek, a 3D szferoidok, a 3D bionyomtatott

TMS-ek in vitro és ezzel egyidejiileg az in vivo xenograftok tumorsejt populaciot is
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szamos tekintetben, beleértve a hatéanyagokkal szembeni érzékenységet és bizonyos
metabolikus fehérjék expresszidit és in situ eloszlasat (expresszidos mintazatat).
Osszehasonlitd elemzéseink alapjan, a 3D bionyomtatott TMS modell mutatta a
legnagyobb foku hasonldsagot az in vivo koriilményekhez. A doxorubicin mellett, az
MTOR-gatlé rapamycin, valamint a mitokondridlis biogenezis gétlo antibiotikum, a
doxiciklin és kombinacioik hatasait is teszteltiik a korabbi rapamycin + doxiciklin
hatasmechanizmus vizsgalatainkat ezzel kiegészitve. Az in Vivo monoterapias
kezelésekben kimutatott rezisztenciat 3D bionyomtatott TMS-ekben is tapasztaltuk, de a
2D ¢és 3D szferoid tenyészetek joval érzékenyebbeknek bizonyultak kisérleteinkben. A
rapamycin €s a doxiciklin metabolikus atrendezddést indukalhat, mindez — figyelembe
véve, hogy a 3D struktirdk metabolikus folyamatai esetében jelentds valtozasokat
figyelhetiink meg — részben magyardzhatja az adott expresszids és érzékenységi
kiilonbségeket [260,261]. Mas vizsgalatok és eredmények is kiemelik, hogy sziikségszerii
a 3D tenyésztési rendszerek vagy az in vivo modellek alkalmazasa az mTOR-gatlas vagy
egy¢b sejtszintli metabolikus szabdlyozdsi mechanizmusok hatdsainak vizsgalatahoz
[262,263].

A bemutatott kvantitativ 6sszehasonlito fehérje-expressszios vizsgalatunk soran a
2D és a 3D szferoidtenyészetek nagyobb mértékii metabolikus hasonlosagat igazoltak a
Wes™  Simple eredmények és ez jelentdsen eltért a xenograft modellekben
tapasztaltakhoz képest. A xenograft és 3D bionyomtatott struktirdk esetében a szoveti
metabolikus enzim expresszids mintdzatok Osszehasonlitdsara volt lehetdségiink, a
vizsgalt metabolikus fehérjék tobbségében a xenograftokhoz, illetve a human tumorokhoz
hasonl¢ in situ ,,szoveti” metabolikus heterogenitast is sikeriilt igazolnunk.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy 3D bionyomtatassal olyan 1ij, szdvetszerti in
vitro daganatmodellek hozhatok létre, amelyek jelentsen kozelebb allnak az in vivo
novekvd tumorszovetekhez.

Vitathatatlan tény, hogy a monolayer, 3D sejtkultirdk nagyban hozzajarultak
bizonyos alap sejtbioldgiai ismertekhez és igen fontos kisérleti modellrendszert nyjtanak
ahhoz, hogy az alapvetd intracellularis folyamatokat megismerjiik, akar (részben)
megértsiik. A terapiarezisztencia kialakuldsaban és a daganatprogresszidban azonban
rendkiviill 0Osszetett mechanizmusok jatszanak szerepet. A bemutatott U 3D

bionyomtatassal késziilt modellek lehetdséget adnak arra, hogy eldbbieket 3D
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kornyezetben vizsgaljuk. A varhatéan hamarosan megjelend 3D bionyomtatédsal
kombinalt patient-derived xenograft modellek rovid és hosszabb idétava in vitro
tenyésztéshez alkalmas 1j precizids daganatmodellek 1étrehozasat segithetik. Hasonlo
vizsgalatokat tobb kutatocsoport kezdett, melyek soran fejlesztik a sejtizolalasi
technikdkat, optimalizaljdk a biotintdkat és a nyomtatdsi protokollokat, valamint
vizsgédljadk a nyomtatott struktarak fenntartdsdnak lehetdségeit, illetve esetleg még
komplexebb tobbsejtes modellek kialakitasanak lehetdségét is [264-266]. Utdbbi, a tissue
engineering (szoveti mérnokség), egy olyan kutatasi irany, amely alkalmazasa esetében
nemcsak daganatsejteket és mas nem daganatos (normal) sejteket (pl.: cancer-associated
fibroblastok, erek, adipociak) alkalmaznak, hanem tgynevezett organ-on-chip és
mikrofluidikai mddszerekkel kombinaljak ezeket. Ezek a rendszerek egyre komplexebb
tumormodellek kialakitasara adhatnak lehetOséget tobb daganattipus esetében is, pl.:
colon, eml6- ¢és tid6daganatok, gliomak, illetve osteosarcomak [242,267-271].
Elébbiekhez hasonloan a daganatprogresszié komplexitdsanak modellezése, kiilonds
tekintettel a metasztdzisképzddésre, szamos modszer kombinalasat igényli mint példaul
a mikrofluidika és az in vitro modellrendszerek kombinalasa [267,272-274]. Moccia és
Haase foglalta Ossze azokat a folyamatosan fejlodé ismereteket és eszkozoket,
modszereket és lehetdségeket, amelyeket sokkal Osszetettebb emlddaganatmodellek
kialakitasahoz és tanulményozéasahoz hasznalhatunk fel a jovoben [275,276]. Ezek és mas
tipust modellek felhasznaldsa fontos lehet szdmos orvosbiologiai kutatasban, igy a
daganatkutatasban is az elkovetkezd években.

A vizsgalatainkban bevezetett ¢és kialakitott 3D bionyomtatott human
emldcarcinoma szovetszerii kultardk nagy eloérelépést jelenthetnek, mert jobban
reprezentaljak az in vivo kornyezeti feltételeket, igy alkalmasak daganatbioldgiai
vizsgalatokhoz és gyogyszerhatdoanyag-tesztekhez is. Nem elhanyagolhato, foleg sajat
tumormetabolizmus vizsgalataink esetében, hogy: a.) ezek a 3D bionyomtatott
tenyészetek jobban reprezentdljak a tumorok, tumorszovetek metabolikus
jellegzetességeit, heterogenitasat, b.) benniik a dolgozatban részleteiben tanulméanyozott
¢s jellemzett, potencialis klinikai jelentdségli rapamycin + doxiciklin kezelések hatésai
pontosabban jellemezhetok. Az ilyen és hasonld 3D bionyomtatott daganatszovetszer
struktardk, €és a sejtnyomtatds kombinalasa, fejlesztései tovabbi biofabrikacios

megoldasokkal segithetik 01j, patient-derived gyogyszertesztek kialakitasat, valamint a
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hatékonyabb alapkutatasi, daganatterapias target kivalasztasi és hatdbanyag preszelekcios
eljarasok és fejlesztések megjelenését, igy az allatkisérletek és a sikertelen Klinikai

fazisvizsgalatok szamanak csokkentését a jovoben.
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6. Kovetkeztetések

VI.

A rapamycin + doxiciklin kombinacids kezelés szignifikdnsan gatolja a
vizsgalt human daganatsejtvonalak kétharmadanak in vitro novekedését.

A rovidtava rapamycin + doxiciklin kezelés hatasa ugyan visszafordithato, a
folyamatos hosszatavi kezelések azonban rendkiviil hatasosnak human
emldcarcinoma in vitro és in vivo modellekben.

A rapamycin + doxiciklin kezelés nekrozis, apoptozis ¢és nekroptozis
fliggetlen autofagiafiiggd sejthaldlformat, mitofagiat indukalt a ZR75.1
human emldécarcinoma sejtekben.

A 3D bionyomtatassal szovetszerd in vitro modellt alakitottunk ki ZR75.1
sejtekkel, amely alkalmas daganatmodell kisérletekre.

A ZR75.1 human emldcarcinoma sejtvonalmodellek (hagyomanyos 2D,
kétféle 3D szferoidmodellek, 3D bionyomtatott tenyészetek €s in vivo
xenograftok), jellegzetességeit 0sszehasonlitva a 3D bionyomtatott in vitro
modellek jellegzetességei allnak a legkdzelebb az in vivo ZR75.1 human
emldcarcinoma xenograftmodellhez.

A rapamycin kombindcios kezelések jelentds mértékben fokoztdk a
tumorndvekedést gatldo hatasokat, segitették a rezisztenciamechanizmusok
felfiiggesztését valamennyi vizsgalt ZR75.1 emldcarcinoma

modellrendszerben.
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7. Osszefoglalas
A daganatnovekedés, progresszid és terapia kozben bekovetkezé metabolikus

valtozasok, az anyagcsere-folyamatok atprogramozéasa elOsegiti a terapiarezisztencia
kialakulasat. Munkamban human daganatsejtvonalakban és tobbféle in vitro és in vivo
modellrendszerben  vizsgaltuk mTOR-alaput  kombinacios  kezelések, koztiik
részletesebben a rapamycin + doxiciklin tumorndvekedést gatlé hatasait, az mTOR-
aktivitast, az autofagiat és mas metabolikus folyamatokat befolyasold szerepét.

Hagyomanyos 2D, 3D mellett, 3D bionyomtatott in vitro tenyészetekkel és in vivo
xenograft modellekkel dolgoztunk. A proliferacio gatlast, egyes sejthalal-folyamatokat,
azok morfolégiai kovetkezményeit ¢€s jelentdségét tobbféle teszttel, aramlasi
citometridval, kombindlt inhibitor kezelésekkel, mig a fehérje szintii valtozasokat
Western blottal, Wes™ Simple technikaval, immunfestésekkel vizsgiltuk. A sejthalal
kovetkeztében kialakult morfoldgiai valtozasokat transzmisszids elektronmikroszkoppal
¢s konfokalis mikroszkoppal is vizsgaltuk, igazoltuk.

A rapamycin doxiciklinnel kombindcidban a vizsgalt tobb mint hiisz kiilonb6zd tipust
daganatsejtvonal kétharmadaban. A rovidtava kezelés szignifikansan, de reverzibilisen,
mig a folyamatos kezelés tartésan gatolta a tumorndvekedést. Kimutattuk, hogy a
rapamycin + doxiciklin nem apoptézist, nekrozist vagy nekroptozist okoz, hanem a
karosodott mitokondridlis struktardk lebontasa és ezzel Osszefiiggd sejtpusztulas,
mitofagia jellemzi. A rapamycin terapias érzékenyitd hatasat 3D bionyomtatott
tumormodellekben is vizsgalva, a 3D bionyomtatott ZR75.1 emldcarcinoma modellek
alkalmazhatosagat a hagyomanyos 2D és 3D in vitro tenyészetekével és a xenograft
modellekével is dsszehasonlitottuk. A kialakitott 3D szdvetszerli struktirakban (TMS)
jellemeztiik a hosszutava in vitro tenyésztéskor formalodo ,,széveteket”. Kimutattuk,
hogy a 3D nyomtatott TMS-ek mutatjak a legnagyobb hasonldsagot az in vivo xenograft
modellben tapasztalt érzékenységbeni, fehérje-expresszios mintazatokkal ugyanazon
tumorsejtvonal felhasznalasakor. Eredményeink szerint: a.) a metabolikus stressz, az
MTOR-hiperaktivitas és a mitokondrialis funkcidk egylittes, kombinacios célzasa hatasos
lehet daganatellenes kezelésekben, €s b.) a 3D bionyomtatott tumormodellek szdmos
teriileten segithetik a tumormodell fejlesztéseket, illetve hozzajarulhatnak az
allatkisérletek szaménak csokkentéséhez, a klinikai fazisvizsgdlatok sikerességének

javitasahoz.
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8. Summary
Metabolic alterations and reprogramming, which can occur during tumor growth,

progression, and therapies, initiate therapy resistance development. In my work, we
studied the mTOR-based combination treatments using human cancer cell lines and
various in vitro and in vivo model systems. A detailed analysis was made to study the
effects of rapamycin plus doxycycline combination on tumor growth inhibition and its
influencing role regarding to mTOR activity, autophagy, and other metabolic processes.

Beside applying traditional 2D and 3D cell culturing techniques, we used in vitro 3D
bioprinted and in vivo xenograft models. To study proliferation inhibition, certain cell
death forms, flow cytometric measurements, and inhibitor treatments were used. For
protein expression analyses, Western blot, Wes™ Simple technique, and
immunohistochemistry were applied. The morphological consequences of the studied cell
death forms were detected with transmission and confocal microscopy.

Based on our results, rapamycin plus doxycycline could reduce the cell proliferation
significantly in the two thirds of the tested 20 cell lines with various origin. The
antiproliferative effect of short-term treatments seemed to be reversible, however,
continuous treatment inhibited tumor growth significantly. We proved that rapamycin
plus doxycycline combination did not initiate apoptotosis, necrosis or necroptosis.
Instead, the degradation of disrupted mitochondrial structures was characteristic for the
cell death and tumor size reduction as a part of mitophagic processes. We studied the
therapeutic sensitizing effect of rapamycin on 3D bioprinted tumor models. To determine
the metabolic feature, the tissue characteristics, the applicability of these structures, we
performed a comparative analysis using various cell culturing models, including
traditional 2D, 3D in vitro cultures and xenograft models of the human breast cancer cell
line, ZR75.1. The forming “tissue-like” structures were also characterized during long-
term in vitro culturing of TMSs. We showed that the sensitivity and protein expression
patterns of TMSs were much more similar to the in vivo xenograft model derived from
the same cell line than to other model systems. Our results highlight that: a.) targeting
metabolic stress, mTOR hyperactivity, and mitochondrial functions simultaneously could
be an effective antitumoral therapeutic alternative; b.) 3D bioprinted models can assist
for tumor model developments. This technique can contribute to reduce the number of

animal experiments and improve the success rate of clinical phase trials.
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Res, 21(3):597-604. IF: 1,940
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11. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani mindazoknak, akik PhD-munkam soran tamogattak,

segitséget nyujtottak.

Koszondm dr. Matolcsy Andras intézetvezetd professzor Grnak, hogy a Semmelweis

Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben végezhettem kutatdmunkéamat.

Koszonettel tartozom témavezetomnek, dr. Sebestyén Annanak, hogy az altala vezetett
munkacsoportban végezhetem TDK- és a PhD-munkdmat, illetve, hogy nagy tiirelemmel
tdmogatja és iranyitja szakmai fejlédésemet. K6szondm, a bizalmat, a hossza évek soran
nyujtott szakmai és emberi tAmogatast, batoritast, hogy barmikor fordulhattam hozza az

esetlegesen felmeriild problémakkal.

Szeretném megkdszonni a Tumorbioldgiai labor volt és jelenlegi PhD-hallgatoinak és
munkatarsainak a barati laborlégkdrt és a motivalo kornyezetet. Koszondm Kovacsné dr.
Mark Agnesnek és dr. Nagy Noéminek, hogy még TDK-sként szamos modszert
elsajatithattam tdliik. Tovabba szeretném megkdszonni dr. Hajdu Melindanak, dr. Hujber
Zoltannak, dr. Krencz Ildikénak, dr. Moldvai Dorottyanak, dr. Petévari Gabornak, Raffay
Reginanak, Sztankovics Danielnek és dr. Vetlényi Enikének a timogatast, tiirelmiiket és

szakmai tanacsaikat, a kisérletek kivitelezésében és kiértékelésében valo segitségiiket.

K6szoném a Tumorbioldgiai labor volt és jelenlegi TDK-sainak, Gelencsér Rebekanak,

Kathy Jeonnak és Kdczan Patricidnak, a kisérletekben valo lelkes kozremiikodésiiket.

K6sz6ndm a Szovettenyésztd laborban dolgozé PhD-hallgatoknak, Czeti Agnesnek, dr.
Forika Gertrarnak, dr. Jakab Annéanak, Keresztes Davidnak, Kiss Evanak, Matyasi
Barbaranak, Pasztor-Csizmarik Anitanak és dr. Vancza Lorandnak, hogy megvitattuk a

sejtek olykor ,,iigyes-bajos dolgait”.

Koszonom dr. Zsiros Viktoridnak az elektronmikroszkdpos (Semmelweis Egyetem
Anatomiai, Szovet- €s Fejlodéstani Intézet) €s dr. Visnovitz Tamasnak a konfokalis
mikroszkopos (Semmelweis Egyetem Genetika, Sejt- ¢s Immunoldgia Intézet) felvételek

elkészitésében valo segitségiiket.
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Az aramlas citometriai mérésekben valo segitségiikért szeretnék koszonetet mondani dr.

Barna Gébornak, Kovéacsné dr. Mark Agnesnek és dr. Szaloki Gabornak.

Koszonet illeti a Patologiai és Kisérleti Rékkutaté Intézet a Biopszia laborok
munkatarsait a metszetkészitésben nyujtott technikai segitséglikért, kiilon koszonom

Kurucz Csillanak és Tamasi Annénak a segitséget.

Az in vivo kisérletekben valo segitséget szeretném megkdszonni a Patologiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézet Allathazaban dolgozé munkatarsaknak, Sztodola Andrasnak és Kovi

Emesének.

Kiilon koszonettel tartozom Csorba Gézanénak, Maricanak, hogy tdle tanulhattam a
szovettenyésztési technikéakat, akinek elhivatottsaga és szaktuddsa mindig példaként fog

allni elottem.

Koszondm tovabbd a Patologiai ¢és Kisérleti Rakkutatdé Intézet valamennyi

munkatarsainak, hogy kérdéseimmel fordulhattam hozzajuk és segitették munkamat.

Ko6sz6nom dr. Barna Gabornak, hogy elvallalta dolgozatom hazi biralatat, meglatasaival,
hasznos tanacsaival segitette munkamat. K6szonom a dolgozatom hivatalos biraldinak,
dr. Balazs Margitnak és dr. Hegyesi Hargitanak is, hogy 1d6t forditottak a disszertaciom

attanulmanyozasara.

Szeretném megkoszonni Laczik Cecilidnak a PhD-tanulmanyaimmal kapcsolatos

tigyintézésben valo segitségét.

Koszonettel tartozom az Emberi Er6forrasok Minisztériumanak, valamint a Stephen W.
Kuffler Kutatasi Alapitvanynak, hogy palyazataik révén tudomanyos munkamat és a

kiilfoldi tanulményutamat tamogattak.

Halaval tartozom sziileimnek, Danké Jozsefnek és Danké Jozsefnének, hogy szeretettel,
tiirelemmel tdmogattak és végigkisérték eddigi munkamat. Szeretném kiemelni hiigom,
Danké Eva, toretlen biztatasat, odaadd timogatasat, aki mindig a legnagyobb tamaszom.
K6sz6n6m, hogy mellettem alltatok minden déntésemben, hogy hittetek, hisztek bennem,

nélkiiltetek most nem tarthatnék itt.
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