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1. Bevezetés

1.1. Az agyi metasztazisok

A metasztazisok olyan rosszindulati daganatok, melyek az elsddleges tumorrol
leszakadt rakos sejtekbdl alakulnak ki, amelyek a nyirokkeringés vagy a véraram Utjan jutnak
el mas szervekbe €s ott képeznek daganatos attétet (Achrol €s mtsai., 2019; Wrobel & Toborek,
2016).

Az agyba leggyakrabban a tiidordk, a melanoma és az emldkarcinoma képez
metasztazist. Klinikai kutatasok szerint az agyi metasztazisok legnagyobb hanyadaért, mintegy
20-56%-¢ért a tiidorak tehetd feleldssé. Szorosan masodik helyen kovetkezik az emldkarcindma,
amely az agyi metasztazisok 5-20%-at teszi ki, a melanoma eredetliek pedig az esetek 7-16%-

at adjak (Achrol és mtsai., 2019).

Noékben az emldkarcindma a leggyakrabban eléforduld agyi metasztazist okozd
tumortipus, mely egyes kutatasok szerint leginkabb a fiatalabb, 20-39 év kozotti korosztalyt
érinti (Achrol és mtsai., 2019). Az agyi metasztazist okozé primer emlddaganatok korében a
legsulyosabb progndézissal a tripla negativ emldkarcindéma rendelkezik, mind a primer tumor,
mind az agyi metasztazis esetében. Nevét onnan kapta, hogy nem expresszalja a HER2-t
(human epidermal growth factor receptor 2), az 6sztrogén receptort és a progeszteron receptort
(Foulkes és mtsai., 2010). Ezen receptorok hidnya a tumor kezelését nagyban megneheziti,
mivel ezek a daganatsejtek nem érzékenyek az egyéb emlddaganatok esetén hatasos kezelésnek
szamitd célzott és endokrin terapidkra. Klinikai kutatdsok szerint a tripla negativ
emldkarcindmaéban szenvedd paciensek mintegy harmadéban képzddik agyi attét, mely joval
magasabb arany, mint a tobbi emlékarcindoma szubtipus esetén (Jin és mtsai., 2018). Tripla
negativ eml6karcindma-eredetii agyi metasztazis diagnosztizalasat kovetden a betegek median
tulélési ideje kortilbeliil 3-4 honap, a legkevesebb az 6sszes agyi metasztatikus emldkarcindma

altipus koziil (Leone & Leone, 2015; Simsek és mtsai., 2022).

Az agyi attétek képzddése soktényezds folyamat, melynek két f6 aspektusat kiilonitjiik
el: a metasztazist képzd sejteknek sikeresen at kell vandorolniuk a vér-agy gaton, illetve tal
kell élnilik az agyban. Mindezen Iépések soran a metasztatikus sejtek kdlcsonhatasba 1épnek a

neurovaszkularis egység sejtjeivel.



1.2. A neurovaszkularis egység jellemzése

A neurovaszkularis egység fogalma egy olyan komplex rendszert jelent az agyban,
melyben a vaszkularis sejtek (endotélsejtek €s pericitak), valamint a gliasejtek és az idegsejtek
morfofunkciondlis egységet alkotnak (1. abra). Fiziologids koriilmények kozott a
neurovaszkularis egység legfontosabb feladata a vér-agy gat kialakitasa és fenntartasa, emellett

részt vesz az agyi véraramlas szabalyozasaban is (Muoio és mtsai., 2014).
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1. abra: A neurovaszkularis egység felépitése

A neurovaszkularis egységet az agyi ereket alkoto és egymassal szoros kapcsolatokat kialakito
endotélsejtek, a bazalis membranba agyazott pericitik, az erek falat végtalpaikkal beborito
asztrocitak, az immunsejtként szerepet jatszo mikrogliak és a neuronok alkotjak. Keét fo
funkciojuk a vér-agy gat kialakitasa és az agyi véraramlas szabdlyozdsa.

A vér-agy gat definicio szerint egy nagyon szelektiven atjarhato barrier, ami elvalasztja
a kozponti idegrendszer folyadéktereit a keringéstol. F6 feladata, hogy megvédje az agyat a
vérben potencidlisan keringd patogénektdl ¢€s toxinoktol, ezaltal fenntartva a szerv
homeosztazisat (Daneman, 2012). Mindezt az agyi endotélsejtek négyes védvonalbol allo
barrier funkcioja teszi lehetévé (Wilhelm és mtsai, 2011), melybdl az els6 és legfontosabb az
agyl mikroereket alkotd endotélsejtek kozott elhelyezkedd paracellularis barrier, melyet
folytonos szoros kapcsolatok (tight junctionok) alkotnak. Ezek a sejtkapcsold struktarak a
paracelluldris anyagaramlast akaddlyozzdk meg, valamint polaritdst adnak a sejteknek,

megkiilonboztetve az apikalis és a bazolateralis oldalt (Hawkins & Davis, 2005). Az agyi



endotélsejteken keresziili transzcellularis anyagaramlas is er6sen szabalyozott, ez adja a
masodik védvonalat. Ennek alapja, hogy a periférian elhelyezkez6 endotélsejtekhez képest az
agyi endotélsejtek 1ényegesen kevesebb endocitotikus vezikuldval rendelkeznek (Keaney &
Campbell, 2015), valamint vastagabb glikokalix boritja 6ket (Reed és mtsai., 2019). A vér-agy
gat harmadik védvonalat az enzimatikus barrier jelenti, amely gyogyszer- ¢és
tapanyagmolekulakat metabolizald enzimekbdl all. Ezen enzimek koz¢ tartozik a y-glutamil-
transzpeptidaz, az alkalikus foszfataz, az aromas sav-dekarboxilaz és szamos, a citokrém P450
szupercsaladba tartoz6 enzim (Correale & Villa, 2009). Az endotélsejtek apikalis felszinén
talalhatok a negyedik védvonalat alkoto efflux pumpak, melyek az ABC (ATP-binding
cassette) transzporterek csaladjdba tartoznak. Ezen aktiv transzporterek feladata az agy
szamara potencialisan kdros anyagok, metabolikus mellék- és végtermékek, tovabba toxinok

eliminalasa a kdzponti idegrendszerbdl (Keaney & Campbell, 2015).

A vér-agy gaton passziv diffuzioval csak az olyan, koriilbeliil 500 Da-nal kisebb,
toltéssel nem rendelkezd, 10 hidrogénkotésnél kevesebbet kialakito lipid-szolubilis molekulak
juthatnak at, mint példaul az etanol vagy a koffein (Mikitsh & Chacko, 2014). Azonban a
létfontossagu gliikkdz, aminosavak és zsirsavak méretiik vagy vizoldékonysaguk miatt nem
esnek bele ebbe a tartomanyba, igy ezeket az anyagokat a vér-agy gat karrier funkcidja 1évén

az adott ligandra specifikus transzporterek veszik fel.

A neurovaszkularis egység masik fontos sejttipusat a pericitak jelentik, melyek az
endotélsejtek abluminalis oldalan, a bazalis membranba agyazva helyezkednek el, ezaltal
szoros kontaktusban vannak mind az endotélsejtekkel, mind az erek falan megtapado asztrocita
végtalpakkal. A pericitdk fontos szerepet jatszanak a vér-agy gat kialakitasaban ¢és
tovabba indukaljak az asztrocita végtalpak megfeleld polarizacidjat (Von Tell €s mtsai., 2006;

Winkler és mtsai., 2018).

Az agyi kapillarisok falahoz végtalpaikkal kapcsolodo asztrocitaknak is fontos szerepe
van a vér-agy gat létrejottében €s fenntartisaban. Novekedési faktorok termelésével, mint
példaul GDNF (glial cell-line derived neurotrophic factor), bFGF (basic fibroblast growth
factor) és ANG-1 (angiopoietin-1) jarulnak hozza a vér-agy gat funkciok fenntartasahoz
(Wilhelm és mtsai., 2018).

A kozponti idegrendszer rezidens immunsejtjeiként szédmontartott mikrogliak

dinamikusan valtozd €s heterogén sejtjei a neurovaszkularis egységnek. Ezek a prenatalis



fejlodés kezdetén a kozponti idegrendszerbe vandorolt monocitdk segitenek az agyi
homeosztazis fenntartasaban. Szdveti sériilések hatasara aktivalt allapotba keriilnek és részt

vesznek az elhalt neuronok fagocitalasaban (Benarroch, 2013).

1.3. A neurovaszkularis egység szerepe az agyi metasztazisképzésben

Az agyba hatolo tumorsejtek kapcsolatba 1épnek a neurovaszkularis egység sejtjeivel

¢s sok esetben kétiranyt kommunikéciéo megy végbe koztiik.

Az erek falan torténd atvandorlas nulladik 1épéseként a tumorsejtek megtapadnak az
agyi kapillarisok lumenében, melyet nagyban segitenek az endotélsejtek felszinén talalhato
adhézidés molekuldk, példaul az ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule), a
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) és a VLA-4 (very late antigen-4) (Soto és mtsai.,
2014). Ezutan az endotélsejtek morfologiai valtozason mennek at, sejtmagjaik a luminalis
oldalra keriilnek, ezaltal besztkitik a kapillarisokat, elzarva az eret. A tumorsejtek néhany
napon keresztiil ebben az pozicioban maradnak, mialatt elokészitik a premetasztatikus niche-t,
factor alpha) és angiopoietin-2-t termelnek, ami csokkenti a vér-agy gat integritasat (Wilhelm
¢s mtsai., 2018). Koriilbeliil 4-5 nap elteltével a tumorsejtek kontrahdlnak és relativ gyorsan,
par ora leforgasa alatt keresztiilmigralnak az érfalon (2. abra). Ez a folyamat melanéma sejtek
esetében paracellularis-, azaz az endotélsejtek kozotti, emldkarcinoma sejtek esetében pedig
jellemzden transzcellularis iton, azaz az endotélsejtek szomdjan keresztiil torténik (Herman és
mtsai., 2019). Kovetkez6 1épésként a tumorsejtek keresztiilhatolnak az asztrocita-végtalpak
altal formalt glia limitans perivascularison, ¢s kolonizaljak az agyi parenchimat (Wrobel &
Toborek, 2016). A féként az ér mentén ndvekvd tumor leszoritja a kapillarisokrol az asztrocita
végtalpakat, melyek a novekvé daganatot korbevéve szervezddnek ujja (Haskd és mtsai.,

2019).

Az agyba sikeresen bejutott tumorsejteket védi az endotélsejtek barrier tulajdonsaga,
mely nagyban megneheziti a gydgyszermolekuldk bejuttatdsat az agyba, ezéltal szdmos
akadalyt gordit a legtobb kdzponti idegrendszert érintd betegség kezelése elé. Az endotélsejtek
paracellularis barrierje méret, toltés és oldékonysag miatt sok gyogyszermolekulat kizar,
melyek diffizioval nem képesek atoldodni a sejtmembranon. Emellett az enzimatikus barrier
is jelentésen megneheziti a gyogyszeres kezelést, mivel szamos molekula mar az endotélsejtek
felszinén lebontésra keriilhet (Correale & Villa, 2009). Raadasul az endotélsejtek apikalis

felszinén talalhaté efflux transzporterek facilitaljak a gyogyszermolekulak visszapumpalasat a
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keringésbe (Keaney & Campbell, 2015). Ugyanezen efflux transzporterek gyakran
tulexpresszalodnak a tumorsejtek felszinén is, ezaltal az agyba bejutott daganatsejtek nem csak
a vér-agy gat védelmét €lvezik, de sajat efflux pumpaik miatt dupla védelemmel rendelkeznek
a terapias szerekkel szemben (Wilhelm és mtsai., 2018). igy az agyat sikeresen kolonizald
tumorsejtek a vér-agy gat védelmében gyorsan képesek proliferalni és gyodgyszeres uton

nehezen, vagy egyaltalan nem kezelhetd agyi metasztazist kialakitani.
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2. abra: Az agyi metasztazisok képzédésének specifikus 1épései

Az agyi metasztazisok kialakulasaert felelos tiidorak-, emlokarcinoma- és melanomasejtek a
véraram utjan jutnak el a kozponti idegrendszerbe. ElsG lépésként a tumorsejtek megtapadnak
az agyi kapillarisok lumenében, kapcsolodnak az endotélsejtekhez, melyek a tumorsejtek
Jelenlétében besziikitik az ér lumenét. A tumorsejtek elokészitik a metasztatikus niche-t, majd
jellemzoen 4-5 nap elteltével atvandorolnak az érfalon. Ezutan a karcinomasejtek athatolnak
a glia limitans perivascularis-on, majd a tulélé sejtek az asztrocita végtalpakat leszoritva az
erek mentén kezdenek proliferalni.

Kutatocsoportunk egy korabbi munkajaban bizonyitotta, hogy a pericitak is fontos
szerepet jatszanak az agyi metasztazisok kialakulasaban, ugyanis IGF2 (insulin-like growth
factor 2) novekedési faktort termelnek. Ez a sejt metabolizmusra és mitogén szignalizaciora is
pozitiv hatast gyakorldo peptid erds pro-proliferativ hatdsa miatt segiti a metasztatikus
emldkarcindbma sejtek osztodasat €s a tumor ndvekedését az agyban. Tovabba a pericitak
extracelluaris matrix fehérjék (4-es tipusu kollagén, fibronektin) termelésével segitik a
tumorsejtek letapadasat az erek falara, ami szintén kulcsfontossagu a tumorsejtek taléléséhez

az agyban (Molnar ¢és mtsai., 2020).



Az asztrocitdk kettds, Janus-arci szereppel birnak az agyi metasztazisok
kialakulasdban. Ismert antitumoralis hatdsuk, példaul plazminogén szekrécidjuk
eredményeként plazmin keletkezik, mely hasitja az asztrocitak altal termelt FasL-t, ezzel
elpusztitva a tumorsejtet. Tovabba a plazmin hasitja a metasztatikus tumorsejt altal termelt L1-
CAM-ot (L1 cell adhesion molecule) is, ezzel megakadalyozva a tumorsejt interakciojat az
¢érfallal (Valiente és mtsai., 2014). Azonban szamos metasztazisképzodést tdmogatd anyagot is
szekretalnak, példaul proteazokat, ndvekedési faktorokat, proinflammatorikus citokineket,
emellett exoszomakat is kibocsatanak, melyeknek miR-190 mikroRNS tartalma aktivalja a
tumorsejtek PI3K/Akt tulélési utvonalat (Wilhelm és mtsai., 2018).

A kozponti idegrendszer rezidens immunsejtjeiként szamontartott mikroglidk szamos
tumorellenes hatassal rendelkeznek, példaul képesek fagocitozissal és citotoxikus anyagok
kibocsatasaval gatolni a metasztatikus tumorsejtek életben maradasat az agyban (Schartner és
mtsai., 2005). Azonban szamos kutatas eredménye tiikkrozi, hogy a tumorsejtek altal szekretalt
anyagok hatdsira a mikroglidk hiperaktivalodnak, ndvekedési faktorokat, MMP-ket (matrix
metalloproteinazokat) és gyulladast indukal6 citokineket termelnek, melyek tumorszupportiv,

immunszupressziv hatassal birnak (Wu & Watabe, 2017).

Osszefoglalvan tehdt, a metasztazisképzodés egy tobblépcsés, bonyolult folyamat,
melyben a tumorsejtek tulélését az szabja meg, hogy képesek-e dtvandorolni az érfalon, ezutan
pedig talélni az agyi mikrokdrnyezetben. A teljes folyamat soran kulcsszerepet jatszanak a
neurovaszkularis egység sejtjei, melyek minden fontos 1€pésnél jelen vannak és interakcidba

1épnek a tumorsejtekkel.

1.4. A gyulladasos tumor-mikrokornyezet az agyban

Az agyat érintd, szovetkarosodassal jaro betegségekben a veszély-asszocialt
molekularis mintdzatok neuroinflammaciot indukalnak. Nincs ez masképp az agyi
metasztazisok esetében sem, ahol a vér-agy gat megnyilds, az asztrocitdk és mikroglidk
aktivacioja, illetve az infiltralé immunsejtek novelik a gyulladas mértékét. Bar az asztrocitak
¢s mikroglidk elsédleges feladata a szoveti karosodasok helyredllitdsa és a kozponti
idegrendszer homeosztazisanak fenntartdsa lenne, ha ez a folyamat nem elég effektiv vagy tul
nagy a karosodas, akkor kiterjedt gyulladas alakul ki, mely facilitdlhatja az agyi metasztazisok

novekedését (Doron és mtsai., 2019).



Az inflammaci6 kialakulasdban fontos szerepet jatszanak a gyulladasos citokinek,
melyek koziil az egyik legjelentdsebb és legpotensebb az IL-1p (interleukin-1 beta) (Swanson
¢s mtsai., 2019). Emldkarcinoma-eredetli agyi metasztazissal diagnosztizalt betegek
vérszérumabol megnovekedett IL-1f szintet mutattak ki, mely arra enged kdvetkeztetni, hogy
ez a citokin szerepet jatszhat az agyi metasztazisok kialakuldsaban és fejlédésében (Fares és
mtsai., 2021). Az IL-1pB-ra jellemz06, hogy foként inflammaszoma-fiiggé modon termelédik

(Swanson és mtsai., 2019).

1.5. Az inflammaszomak felépitése ¢€s aktivacidja

Az inflammaszomak a velesziiletett immunrendszer részét képezd intracellularis
multiprotein komplexek, melyek kiilonféle veszély- és patogén asszocidlt molekularis
mintazatok hatasara aktivalédnak. Az inflammaszémak koziil a legismertebb és legjobban
jellemzett az NLRP3 (nucleotide-binding and oligomerization domain, leucine rich repeat and
pyrin domain-containing protein 3) inflammaszoma, a tovabbiakban ennek példajan keresztiil

szeretném bemutatni az inflammaszomak felépitését ¢s miukodését.

Az NLRP3 inflammaszoma egy harom f0 Osszetevobol felépiild oligomer. Az
inflammaszoma részei az NLRP3 szenzor fehérje, az ASC (apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase activation and recruitment domain) adaptor protein, amelyhez
kapcsolodik a pro-kaszpaz-1 effektor protein. Az NLRP3 szenzor fehérje harom részbdl
tevodik Ossze. N-terminalisan egy pyrin domén (PYD), kdzépen egy NACHT domén (NAIP
(neuronal apoptosis inhibitor protein), CHTA (MHC class 2 transcription activator), HET-E
(incompatibility locus protein from Podospora anserina) és TPl (telomerase-associated
protein) tartalmi domén) és C-terminalisan egy LRR (leucine-rich repeat) domén alkotja. Az
oligomerizacioért felelds, ATPaz aktivitassal rendelkez0 NACHT domén kulcsfontossagu
szerepet tolt be az NLRP3 inflammaszoma onszervezddésében ¢és funkcioképességeének

megodrzésében (Swanson és mtsai., 2019).

Az NLRP3 inflammaszoéma aktivacioja szigorian szabalyozott és két f6 1épésben
valosul meg (3. abra). Elsé 1épésként a sejt mintazatfelismerd receptorai, példaul az
intracellularisan elhelyezked6 NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-containing
protein 2) receptor vagy a sejtfelszini Toll-like receptorok érzékelik a kiilonféle veszEly- vagy
patogén asszocialt molekuldaris mintazatokat, illetve a specifikus IL-1R (interleukin-1 receptor)
¢s TNF-R (tumor nekrozis faktor receptor) transzmembran citokin-receptorok a gyulladasos

citokineket (Swanson és mtsai., 2019). Ennek hatasara aktivalodik az NF-kB (nuclear-factor
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kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) szignalizacios at, mely a sejtmagban kiilonféle

crer

fokozodik az NLRP3, illetve a pro-kaszpaz-1 és a pro-lIL-1p expresszioja (Bauernfeind és

mtsai., 2009). Ezek utan az NLRP3 protein poszttranszlacios modositasokon esik at, ezaltal

stabilizalodik.
| |
1 . c
PRIMING . AKTIVACIO
| |
PAMP/DAMP. -.-... [ [ ] )
p | | : N
PRR---- 0-$ @ ' @
T 1 aktiv IL-1@ piroptozis
[ o,
[ | ® ‘ hasitott
g gazdermin-D
NF-kB NLRP3 1
1 pro-IL-1g
pro-kaszpaz-1 ' %e l
J X = )
o ; \ o~ ‘.
****wesse autoinhibitalt
pr(}"‘:lf 1 .. gazdermin-D
e 1 e
: /1\
| |
1
' t_)s;zeszere\é'db'tt
inflammaszéma
Inflammaszéma-fiiggd gének W‘Q:W 1
atirodésa a sejimagban 1 Created in BioRender.com bio

3. abra: Az NLRP3 inflammaszoma képzédésének kétlépcsos folyamata

Az NLRP3 inflammaszoma képzodése két fo lépésben torténik. Az elsé lépés a priming,
amelynek soran a patogén-asszocialt vagy a veszély-asszocialt molekuldris mintazatok a
mintdzatfelismero receptorokhoz kotnek, melynek hatasara az NF-kB jelut aktivalodik. A
sejtmagban inflammaszoma-fiiggo gének irodnak at, amelyekrol NLRP3 fehérje, pro-kaszpaz-
1 és pro-IL-1p keletkezik. A masodik lépésben ezek a fehérjék inflammaszoma komplexszé
szerelédnek Ossze, ez az aktivacio fazisa. A folyamat soran a pro-1L-1p-bol hasitott, aktiv IL-
1P keletkezik, valamint igy képzdédik a porusképzd gazdermin-D is. Ez utobbi a sejt piroptotikus
halalat indukalhatja.

Az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjanak masodik 1épésében a multiprotein-komplex
Osszeszerelddése torténik. Ennek beinditdsdhoz egy masodik stimulus is szlikséges, melyet az
NLRP3 szenzor protein érzékel. Els6ként az NLRP3 fehérjék oligomerizaldédnak, melyhez
kapcsolodnak az ASC adaptor proteinek. Ezutan az ASC filamentumok &sszerendezddnek
egyetlen, akar 1 um atmér6ji strukturaba, ezt nevezziik ASC speck-nek (Nagar és mtsai.,

2023). Ennek hatasara megtorténik a kaszpaz-1 Onhasitasa és az inflammaszoma aktivalodik.
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Az 6sszeszerelodott NLRP3 inflammaszoma altal aktivalt kaszpdz-1 hasitja a pro-1L-
1B-t aktiv IL-1B-va, mely indukalja a gyulladast a szovetben. Emellett a kaszpaz-1 hasitja a
gazdermin-D-t is, mely porusképzddéshez €s a sejt piroptotikus halaldhoz vezethet (Swanson
¢s mtsai., 2019).

Ezen mechanizmusok pontos feltérképezése ¢s megértése rendkiviil fontos ahhoz, hogy
megfeleld terapiads célpontokat taldljunk, ami végiil hozzajarulhat szamos gyulladassal

Osszefiiggésben allo betegség hatékony kezeléséhez.

1.6. Az NLRP3 inflammaszéma mint terapids célpont

Bar az inflammaszémak pontos szerepe az agyi metasztazisokban még nem tisztazott,
tudjuk, hogy a kontrollalatlan gyulladas szamos betegségben (példaul rheumatoid arthritis,
koszvény, Alzheimer-kor, Parkinson-kor, tovabba szamos daganattipus) sulyosbitja a tiineteket
vagy vezethet egyenesen a Dbeteg haldldhoz, ezért rendkiviil fontos hatékony
gyulladascsokkent6 szerek fejlesztése. Az inflammaszomak blokkolasara néhany gyogyszer

mar fogalomba is keriilt, és sok hatéanyag all jelenleg is tesztelés alatt.

Az inflammacio mérséklésére fejlesztették a nem-glikozilalt rekombindns human IL-
1R antagonista Anakinrat, mely az inflammaszomak képzddésétdl downstream iranyban fejti
ki hatasat, kompetitiven gatolva az IL-la és IL-1p bekotddését az IL-1 receptorhoz. A
gyogyszer hatékonynak bizonyult a rheumatoid arthritis kezelésében és gyogyszerészeti
forgalomban van (Waugh és mtsai., 2005).

A Canakinumabot az NLRP3 inflammaszoma talmikodéséhez kothetd betegségek,
példaul a CAPS (Cryopyrin-associated periodic syndrome) autoimmun betegség kezelésére
fejlesztették. Miikodésének alapja az IL-1p jelatviteli Gt semlegesitése human anti-l1L-13
monoklondlis antitesttel. 2009-ben az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és

Gyogyszerligyi Hivatala jovahagyta a gyogyszer forgalomba hozatalat (Dhimolea, 2010).

Az utdbbi években egy masik lehetséges gyogyszercélpontra is iranyultak fejlesztések,
mely nem mas, mint az inflammaszéma NLRP3 proteinje. Specifikus gatldsa megakadalyozza
az inflammaszoma Osszeszerelddését és igy az IL-1 citokinek tilzott termelését. Az NLRP3
inhibitorok specifikusan alkalmazhatok az NLRP3 inflammaszéma-fiiggd betegségekben,
mivel mas inflammaszémak citokintermelé miikodését nem befolyésoljak, igy az IL-1
blokkolokkal ellentétben kisebb eséllyel jarnak egyiitt sulyos mellékhatdsokkal, példaul
fert6zések megjelenésével (Mullard, 2019).
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Az elsé terapias céllal fejlesztett kismolekula, amely az NLRP3 protein ATP-hidrolizis
doménjét targetalja és képes eredményesen atjutni a vér-agy gaton, az MCC950 volt (4. abra).
Ez a diarilszulfonilurea szarmazék specifikusan gatolja az NLRP3 inflammaszéma
aktivalodasat, alkalmazasa mas inflammaszoméakra (AIM2, NLRC4 vagy NLRPI
inflammaszéma) nincs hatassal. Az MCC950 hatékonynak bizonyult a CAPS betegség
egérmodelljében, melyben az NLRP3 mutans allatok a neonatélis periddusban elpusztulnak. A
kezelés hatdsara az 1jszilott allatok tomege szignifikdnsan nagyobb volt, mint a
kontrollcsoportban, s6t, a kétnaponta intraperitonealisan adagolt gatloszer jelentGsen
meghosszabbitotta az NLRP3 muténs allatok életét (Coll és mtsai., 2015).

Az MCC950 a klinikai tesztelések masodik fazisaig jutott, azonban potencialis
majtoxicitdsa miatt nem vizsgaltak tovabb. Azonban mindez lendiiletet adott uj MCC950
analogok fejlesztéséhez, melyek remélhetéleg hatdsos kezelésnek fognak bizonyulni a

gyulladasos megbetegedésekben (Coll és mtsai., 2015; Laliberte és mtsai., 2003).

O
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4. abra: Az MCC950 szerkezeti képlete

Az MCC950 egy diarilszulfonilurea szarmazék, az elséként kifejlesztert kismolekula, mely
hatékonyan és specifikusan képes targetalni az NLRP3 proteint. Képes atjutni a vér-agy gaton,
ezaltal eredmeényes lehet a kozponti idegrendszert érinté gyulladasos folyamatok kezelésében
Is.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az agyi metasztazisok gyakorisaguk és mortalitasuk
miatt vilagszerte sulyos egészségligyi problémanak szamitanak. A hatdsos és célzott terapiak
fejlesztéséhez rendkiviill fontos a betegség sejtszintli tanulmdnyozdsa és molekuldris
folyamatainak megértése, kiilonos tekintettel a gyulladasos folyamatokra. Az utobbi években
egyre vilagosabba valt, hogy a neurovaszkularis egység sejtjei kulcsszerepet jatszanak az agyi
metasztazisok kialakuldsédban, sokszor kettds, tumorszupportiv és antitumoralis hatast is
kifejtve. Tovabbi vizsgalatuk még sok igéretes eredménnyel szolgéalhat, melyek segithetnek az

agyi metasztazisok megértésében, ezaltal a betegség minél hatékonyabb kezelésében.

13



2. Celkittizés

A kiilonféle kozponti idegrendszeri megbetegedésekben gyakran felbukkan a
gyulladas, mint tényezd, am sok esetben nem tudjuk biztosan, hogy az adott tlinetegyiittes
okaként vagy kovetkezményeként, illetve, hogy pozitiv vagy negativ hatdssal van-e a betegség
kialakulasara ¢és lefolyasara. Nincs ez masként az emldkarcindma-eredetii agyi metasztaszisok

esetében sem.

Az agyi metasztazisban szenvedd paciensek vérében megemelkedett IL-1P gyulladasos
citokin szintet mutattak ki, mely elsdsorban inflammaszéma-fliggé médon termelddik. Bar az
agyi metasztazisok esetében bizonyitottan jelen van a neuroinflammaécio, az, hogy az NLRP3

inflammaszdma szerepet jatszik-e az agyi metasztazisok kialakuldsaban, még nem ismert.

Kisérleteink soran a kovetkezo specifikus kérdésekre keressiik a valaszt:

e Az emldékarcinoma-eredetii agyi metasztazisok esetén szerepet jatszik-e
az NLRP3 inflammaszoma a neuroinflammacié kialakulasaban?

e Hogyan hat ez a folyamat a metasztatikus sejtekre?

e Milyen sejttipusban alakul ki az NLRP3 inflammaszoma az agyi

metasztatikus kdrnyezetben?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A 4T1-tdTomato sejtek tenyésztése

A 4T1 egér tripla negativ metasztatikus emlékarcindma sejteket Lipofectamine 2000
segitségével pcDNA3.1(+)/Luc2 =tdT plazmiddal transzfektaltuk. A sikeresen transzfektalt
sejteket BD FACSAria Fusion sejtszorterrel valogattuk ki. Ennek eredményeként a 4T1-

tdTomato sejtek (tovabbiakban 4T1-tdT) voros fluoreszcens fehérjét expresszalnak.

A AT1-tdT sejteket 5% FBS-sel (Fetal Bovine Serum, Thermo Fisher Scientific)
kiegészitett RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Thermo Fisher Scientific) médiumban
tenyésztettiik, 500 pg/ml koncentracioban alkalmazott G418 (Thermo Fisher Scientific)
szelekcios antibiotikum jelenlétében. A sejteket allandd 37 °C-on, 5%-0s CO. koncentracio
mellett tenyésztettiik nedves kornyezetben. A mikoplazma fert6zés hianyat Mycoplasma

Detection Kit (Lonza Bioscience) segitségével ellendriztiik.

A kisérleti allatokba valo injektalasahoz a sejteket 0,05%-0s Tripszin-EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic Acid, Thermo Fisher Scientific) oldattal mostuk fel, a
szuszpendalast kovetden 700 g-n 5 percig centrifugaltuk, majd a sejtpelletet annyi Krebs-

Ringer oldatban szuszpendaltuk fel ujra, hogy abbdl 300 pl tartalmazzon 3 milli6 tumorsejtet.

3.2. Engedélyek és a kisérleti allatok tartasa

Kisérleteink a hatalyos torvényeknek és a nemzetkozi standardoknak megfelelden,
valamint a megfeleld allatkisérletes engedély (a Csongrad Megyei Kormdanyhivatal,
Népegészségiigyi ¢és Elelmiszerlanc-biztonsagi Féosztaly, Elelmiszerlanc-biztonsagi és

Allategészségiigyi Osztaly XV1./764/2018 sz. engedélye) birtokaban torténtek.

Kisérleteinkhez 8-12 hetes ndstény BALB/c egereket (Charles River Laboratories)
hasznaltunk. Az allatokat a Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Kézponti Allathazaban standard
korilmények kozott tartottdk allandd 2342 °C-on, a vildgos és sotét periodusok 12 oras
valtakozasaval, korlatlan hozzaféréssel az ivovizhez és az eledelhez. Az egerek atlagos tomege

17-23 g kozott mozgott.

3.3. Az in vivo metasztazis modell 1étrehozasa

A BALB/c egereket 4% izoflurannal altattuk, majd a megfelel6 anesztézia elérése utdn

2%-o0s izofluran koncentracioval tartottuk fenn az alvé allapotot. Az egerek jobb oldali arteria
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carotis interna-jaba 100 pl steril Krebs-Ringer oldatban 1 milli6 4T1-tdT egér emlékarcinoma
sejtet injektaltunk. A jobb oldali arteria carotis externa el volt kotve, igy a beadott tumorsejtek
mind az arteria carotis interna-ba jutottak. Az allatokat a mitétet kovetéen naponta
monitoroztuk. Gyulladas, sebfert6zés vagy kronikus fijdalom nem volt megfigyelhetd. A

miitétek talélési ratdja 97-98%, az éllatok sulyvesztesége pedig maximum 5% volt.

3.4. A kisérleti allatok kezelése MCC950-nel

Az egerek egyik csoportjat egy specifikus NLRP3 inflammaszéma inhibitorral,
MCC950-nel (InvivoGen) kezeltik 10 mg/testtomeg kilogramm koncentracidban,
intraperitonedlisan adagolva, a tumorsejtek injektalasat kovetd 4., 5. és 6. napokon. A masik
csoport vivéanyag kontrollként PBS-ben (phosphate-buffered saline, 0,1 M, pH =7,4; 136 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 0,5 mM NaHPOs, 1,5 mM KH2PO4) oldott DMSO-t (dimethyl sulfoxide,

Merck-Sigma) kapott, az el6zéekhez hasonldan, intraperitonealis injekcid formajaban.

3.5. A szovetek fixalasa és metszetkészités

A kisérleti allatokat frissen készitett Avertinnel (2,2,2-Tribrom-etanol) altattuk, majd
transzkardialis perfuziot alkalmazva PBS-sel atmostuk, és a szovetet 4% PBS-ben oldott PFA-
val (paraformaldehyde) fixaltuk. Az agyat ovatosan kiemeltilk majd 1 napig 4% PFA-ban
posztfixaltuk. A krioprotekcid érdekében az agyat 30%-o0s szukroz oldatba helyeztiik, ahol 3
nap alatt lesiillyedt. Ezutan fagyaszté mikrotommal (Reichert-Jung, Leica Biosystems) 20 pm-
es koronalis metszeteket készitettiink. Az 0szd szeleteket 0,02% natrium-aziddal (Merck-

Sigma) kiegészitett 10 mM-0s PBS-ben taroltuk.

3.6. Immunfluoreszcencia

Az egér agyi metszeteket PBS-sel torténd mosast kovetden 0,5% Triton X-100-at
tartalmazd PBS-ben (a tovabbiakban PBS-T) permeabilizéltuk 20 percig. Ezutdn a nem
specifikus jeleket PBS-T-ben oldott 3%-0s BSA-val (Bovine Serum Albumin, VWR
International) blokkoltuk egy 6ran keresztiil. A metszeteket a primer antitestekkel [GFAP (glial
fibrillary acidic protein, glialis fibrillaris savas fehérje) (nyulban termeltetett, Abcam, ab7260,
1:300; egérben termeltetett, Sigma, G3893 1:200), NLRP3 (kecskében termeltetett, Novus
Biologicals, NBP2-76806, 1:100), IL-1p (nytlban termeltetett, Abcam, ab9722, 1:200)] egész
¢jszakan at inkubaltuk a blokkol6 oldatban, 4 °C-on, folyamatos lassu razatas mellett. Méasnap

haromszor 5 perces PBS-es mosast kovetéen a metszetekhez hozzaadtuk a PBS-ben oldott
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masodlagos antitesteket (kecskében termeltetett nyul elleni antitest, Alexa Fluor 647 nm, A-
21245; szamarban termeltetett egér elleni antitest, Alexa Fluor Plus 647 nm, A32787,;
szamarban termeltetett kecske elleni antitest, Alexa Fluor 488 nm, A-11055; szamarban
termeltetett nyul elleni antitest, Alexa Fluor Plus 488 nm, A32790; mind 1:500, Thermo Fisher
Scientific), amelyekkel egy oran keresztiil, fénytdl védve inkubaltunk a metszeteket
szobahOmeérsékleten, folyamatos lassu razatas mellett. Ezutan a metszeteket ismét haromszor
5 percig mostuk PBS-ben, a masodik mosasi 1épésben 1 pg/ml Hoechst 33342 (Merck-Sigma)
sejtmag festéket is alkalmazva. Ezutan a mintakat Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific)

fedé médiummal vittiik fel a targylemezekre.

3.7. Fluoreszcens mikroszkdpia

A dolgozatban bemutatott mikroszkdépos képek a HUN-REN Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpont Mikroszkopos Sejtanalizis Laboratériumanak VisiScope CSU-W1 spinning
disk konfokalis mikroszkopjaval késziiltek, egy PlanApo N 60x/1.42 olajos objektivvel. A

fliggdleges sikban késziilt optikai szeletek 6sszeomlasztdsdhoz FIJI programot hasznaltunk.

3.8. Mintaelokészités és western blot

Kisérleteink soran az allatokat két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot egy
specifikus NLRP3 inflammaszoma inhibitorral, MCC950-nel kezeltiikk intraperitonedalis
injekcio formajaban, mig a masik csoportot az MCC950 vivéanyagaval, DMSO-val oltottuk.
Mivel a tumorsejteket a fent részletezett modon az egerek jobb oldali arteria carotis interna-
jaba injektaltunk, igy csak a jobb oldali hemiszfériumban alakultak ki metasztazisok. Ezért
fehérje minta nyeréséhez az allatok agyanak két agyféltekéjét szétvalasztottuk egymastol, és
kiilon-kiilon hasznaltuk fel. Igy végiil négy csoportot hoztunk létre: DMSO-val kezelt allat
tumorral injektalt agyfélteke, DMSO-val kezelt allat tumormentes agyfélteke, MCC950-nel
kezelt allat tumorral injektalt agyfélteke és MCC950-nel kezelt allat tumormentes agyfélteke
(5. abra).

Az agyszovetbdl az aktiv, azaz hasitott IL-1B detektalasara western blot technikat
alkalmaztunk. A tumorsejtek injektalasat kovetd 7. napon az allatokat a fent részletezett modon
transzkardidlisan perfundaltuk, de a szovetek fixdldsa nélkiil emeltiik ki az agyat. A
szaglogumot és a kisagyat eltavolitottuk, a két agyféltekét elvalasztottuk egymastol, majd

kiilon-kiilon azonnal 1 ml jéghideg 10 mM PBS-t, SigmaFast proteaz inhibitor koktélt (Merck-
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Sigma) ¢és 1% Triton X-100-at tartalmaz6 pufferben homogenizaltuk Potter-Elvehjem

homogenizatorban.
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5. abra: Kisérleti allatok kezelése MCC950-nel és mintaelokészités western blotra

A tumorsejtek injektalasat koveté 4., 5. és 6. napon a kisérleti allatokat MCC950-nel kezeltiik
intraperitonealis injekcio formajaban, 10 mg/ttkg dozisban. A kontroll adllatokba a
vivoanyagkeént hasznalt DMSO-t injektaltuk. A 7. napon, az egerek felaldozasat kovetéen az
agyféltekeket elvalasztottuk egymastol és kiilon-kiilon homogenizaltuk, igy 4 csoportot alkotva.

A szovettormelék eltavolitasa céljabol a homogenizatumokat hiitétt centrifugaban 4 °C-on
13000 g-n 20 percig centrifugaltuk. A feliiliszo fehérjetartalmat BCA (bicinchoninic acid)
modszerrel hataroztuk meg ugy, hogy a minta optikai denzitasat spektrofotométerrel 562 nm-
en mértiik. Ezt kdvetéen a minta térfogatdval megegyezd mennyiségli 100%-os jéghideg
metanolt és a minta % térfogataval megegyezd kloroformot adtunk a mintdinkhoz, majd azokat
vortexelést kovetden 4 °C-on 13 000 g-n 5 percig centrifugaltuk. A vizes fazis eltavolitasa utan
a fehérje pelletet metanollal mostuk és vortexeltiik, ezt kdvetden jabb centrifuga 1épés
kovetkezett az el6zéeknek megfeleld beallitasokkal. A feliiluszot eltavolitottuk és a fehérje
pelletet jégen szaritottuk. Ezutan kétszeres toménységli Laemmli pufferben visszaoldottuk a

fehérjéket és 5 percig 95 °C-on melegitettiik.
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A fehérjemintdk  koncentraciojat  kiegyenlitettik  egymassal, ¢és  vertikalis
gélelektroforézishez hasznalt poliakrilamid gélre vittiik fel. Az elektroforézist kovetden
elézetesen metanolba majd transzfer pufferbe aztatott PVDF (polyvinylidene difluoride, 0.2
pum poérusatmérd; Bio-Rad) membranra transzferaltuk a fehérjéket. Ezutan a nem specifikus
jeleket 3% BSA-t tartalmazo TBS-T (Tris-buffered saline, 0,1% Tween-20-szal) oldatban
blokkoltuk a membranon. A primer antitesteket TBS-T-ben oldva egy ¢jszakan at 4 °C-on
inkubaltuk a mintainkat tartalmazé membranokkal, folyamatos korkords forgatds mellett.
Masnap a membranokat haromszor 10 percig mostuk TBS-T-vel, majd a tormaperoxidazzal
kapcsolt TBS-T-ben oldott szekunder antitestekkel 1 6ran at inkubaltuk. A fehérjesavok
vizualizaldsdhoz kemilumineszcens szubsztratot vittiink fel a membran felszinére, a jeleket
ChemiDoc MP System (Bio-Rad) segitségével detektaltuk. A savok denzitasat Image Lab

Software-rel (verzid 5.2) mértiik. Adatainkat a kontrollként hasznalt -aktinra normalizaltuk.

3.9. Az adatok statisztikai elemzése

Eredményeink statisztikai elemzéséhez a GraphPad Prism (verzi6 8.0.1.2.44) szoftvert
hasznaltuk. A western blot sdvok denzitometrias kiértékelésénél ANOVA-t és Fisher’s LSD
post hoc tesztet, az MCC950 in vivo tumorméretre, illetve in vitro proliferaciora gyakorolt
hatasanak vizsgalatdhoz t-probat alkalmaztunk. Szignifikdns eredményként az 0,05-nél kisebb

P értéket fogadtuk el.
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4. Eredmények

4.1. A tripla negativ emlOkarcindma agyi metasztdzisaiban az NLRP3
inflammaszoma komponensek a peritumoralis asztrocitdkban
expresszalodnak

Kisérleteinkben elsd 1épésként az inflammaszomak képzddésének helyét akartuk
meghatarozni a tumorsejtekkel injektalt egerek agyaban. Ehhez immunfluoreszcens technikat
alkalmaztunk. Az NLRP3 inflammaszoma két fontos komponensét, az NLRP3 fehérjét és az
peritumoralis teriileteken a tumorsejtek injektalasat kovetdé 7. napon (6. abra). Ezek az
inflammaszéma proteinek specifikusan az asztrocita markerként hasznalt GFAP jellel
kolokalizaltak. Sem a tumorsejtekben, sem mas sztromasejtben nem figyeltiink meg NLRP3
vagy IL-1P expressziot. Tehat kijelenthetjiik, hogy az NLRP3 inflammaszoma képzddésének

elso 1épése, a priming folyamat, specifikusan a peritumoralis asztrocitdkban torténik.

6. abra: Az inflammaszoma komponensek jelenléte peritumoralis asztrocitakban

Az NLRP3, illetve az IL-18 kolokalizacioja GFAP-val a tumorsejtek injektalasat kévetd 7.
napon az egerek agyabol késziilt reprezentativ immunfluoreszcens képeken, amelyek a
fiiggoleges sikban késziilt optikai szeletek maximum intenzitasu osszeomlasztasaval késziiltek.
Az IL-1p jel 79%-a, mig az NLRP3 jel 95%-a kolokalizalodik a GFAP jeloléssel. Kék: Hoechst
33342, piros: 4T1-tdT egér mellrdksejtek
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Megfigyeltilk tovabba, hogy az IL-1p fehérje expresszios szintje korrelalt a
metasztatikus 1ézi6 méretével (7. abra). A tumormentes teriileteken nem volt detektalhatd az
IL-1B jel, azonban minél kiterjedtebb volt a tumoros 1€zi6 az agyban, annal kifejezettebbé valt
az IL-1P szignal, tehat a gyulladdsos citokin expresszidjanak mértéke a tumor méretével

novekedett.

20 pm

7. abra: Az IL-1p gyulladasos citokin expresszios szintjének valtozasa a tumorméret
fiiggvényében

Az abra az IL-1f expressziojanak fokozodasat mutatjia a tumorméret fiiggvényében, a
tumorsejtek injektalasat koveté 7. napon. A reprezentativ immunfluoreszcens képek a
fliggdleges sikban késziilt optikai szeletek maximum intenzitasu dsszeomlasztdsaval késziilteK.
Piros: 4T1-tdT egér mellrdksejtek

Kovetkezd 1épésként a gyulladasos folyamat idébeli nyomon kdvetését tliztiik ki célul.
Ehhez a tumorsejtek injektalasat kovetd 2., 5. és 7. napon vizsgaltuk az NLRP3 inflammaszéma
komponensek expresszidjanak mértékét az egerek agyaban (8. abra). Két nappal a tumorsejtek
injektalasa utan a kisérleti allatok agyaban nem volt detektalhato IL-18 jel. Ez 6sszefliggésben
allhat azzal, hogy a tumorsejtek ezen a ponton altaldban még az agyi erek lumenében
tartozkodnak, ahogy az abran is latszik. A tumorsejtek extravazacidja a kapillarisokbol az agyi
parenchimaba jellemzdéen a tumorsejtek injektalasatol szamitott 4-5. napon torténik. Ennek
megfelelden az injektalastol szamitott 5. napon vizsgalt allatok agyaban mar megfigyelhetéek
voltak kisebb tumoros 1ézidk és megjelent az IL-1[ szigndl a peritumoralis asztrocitdkban. Az
IL-1B jel erdssége ¢és kiterjedése a 7. napra még tovabb fokozodott a metasztatikus 1ézidk

kornyezetében.
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2. nap 5. nap 7. nap

8. abra: Az inflammaszéma komponensek upreguliacioja a tumorsejtek injektalasatol
szamitott id6 fiiggvényében

Az IL-1p és a GFAP expresszidjanak fokozodasa a tumorsejtek injektdlasatol szamitott 2., 5.
és 7. napon késziilt reprezentativ immunfluoreszcens képeken, amelyek a fiiggdleges sikban
keésziilt optikai szeletek maximum intenzitasu osszeomlasztasaval késziiltek. Az 5. napon az IL1f
porzitiv pixelek 77%-a, mig a 7. napon 79%-a kolokalizalt a GFAP jeloléssel. Az 5. napon a
GFAP pozitiv pixelek 7%-a, mig a 7. napon a 28%-a volt pozitiv IL-15-ra is. Kék: Hoechst
33342, piros: 4T1-tdT egér mellrdksejtek

4.2. Az NLRP3 inflammaszoma aktivacidja eldsegiti, annak gatlasa
pedig csokkenti a metasztazisok ndvekedését az agyban

Kovetkezé 1épésként az NLRP3 inflammaszéma aktivaciojat és annak szerepét
vizsgaltuk a korabban részletezett in vivo agyi metasztazis modellben. A gatlashoz egy
specifikus NLRP3 inflammaszéma inhibitort, az MCC950-et hasznaltuk, mivel ez effektiven
képes atjutni a vér-agy gaton. A kisérleti allatokat a kordbbiakhoz hasonléan egér
mellraksejtekkel injektaltuk, majd intraperitoneédlisan alkalmazott injekci6 formdajaban
kezeltiik az MCC950 gatloszerrel, a tumorsejtek érbdl vald kivandorlasanak idépontjaban és
az azt kovetd napokon. Mivel immunfluoreszcens festéssel nem tudjuk elkiiloniteni az IL-1f3
hasitott, azaz aktiv formajat az eldalakjatol, az aktiv IL-1P szintjének detektalasahoz western
blot technikat alkalmaztunk. Az érett, 17 kDa tomegi citokin molekulastlya joval kisebb, mint
a 31 kDa tomegti eldalaké, igy a két forma jol elkiilonitheté volt egymastol, ezaltal vizsgalni

tudtuk az inflammaszéma aktivaciot. A western blot savok és azok denzitometriaval torténd
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analizisének eredménye jol mutatta, hogy a kisérleti 4allatok tumorral injektalt
hemiszfériuméaban szignifikansan magasabb volt az aktiv IL-1P szintje, mint a kontrollként
hasznalt, tumormentes kontralateralis oldalon (9. abra). Ezaltal igazoltuk, hogy a priming
folyamatot inflammaszéma aktivacio koveti, amelynek eredményeképpen aktiv IL-1p szabadul
fel. Ezen tul, az MCC950-nel kezelt egerek tumorral injektalt agyféltekéjében szignifikansan
kisebb volt az aktiv IL-1p mennyisége, mint a tumorsejtekkel injektalt, de csak a vivéanyaggal
(DMSO-val) kezelt allatok agyaban. Ez is igazolta, hogy az aktiv IL-1f inflammaszéma-fiiggd

modon termelddik a tumoros attéteket tartalmazo agyban.

>
W

kontroll oldal, MCC950

injektalt oldal, DMSO
kontroll oldal, MCC950
injektalt oldal, MCC950
w
—

aktiv IL-1f szint

aktiv IL-1pB

|
)

kontroll injektalt kontroll injektalt
oldal, oldal, oldal, oldal,
DMSO DMSO MCC950 MCC950

- B-aktin

9. abra: Az aktiv IL-1p szintje a tumorsejtekkel oltott és MCC950-nel kezelt allatok
agyaban

A: Reprezentativ IL-1f western blot az MCC950-nel, illetve a vivéanyaggal kezelt dllatok
tumorsejtekkel injektdlt, illetve kontralaterdlis hemiszfériumabol. A [-aktin - a
fehérjekoncentracio kontrolljaként szolgalt.

B: Az aktiv IL-1f western blot savok denzitometrids kiértékelése, f-aktinra normdlva. A
diagram 3 fiiggetlen kisérlet dtlagat és szordsat mutatja. **P<0,01 a DMSO-kezelt kontroll
oldalhoz hasonlitva, ##P<0,01 a DMSO-kezelt injektalt oldalhoz hasonlitva (ANOVA és
Fisher’s LSD post hoc teszt)

Végiil kimutattuk, hogy az NLRP3 inflammaszoma inhibitorral kezelt allatok agyaban
csokkent az asztrocitdkban az IL-1p jel mennyisége a vivoanyaggal kezelt allatokéhoz képest.
Ami még fontosabb, hogy az MCC950-nel kezelt allatok agyaban kisebb és kevesebb tumoros
1€zi6 volt megfigyelhetd. Az immunfluoreszcens képek kvantifikalasdnak eredményeként azt
lattuk, hogy a tumorok mérete kevesebb, mint a felére csokkent az NLRP3 inflammaszoma

inhibitor hatasara (10. ébra).
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10. abra: Az NLRP3 inflammaszoma inhibicidjanak hatasa a tumorok novekedésére

A: Az NLRP3 inflammaszoma gdtlasanak hatasa az emelkedett IL-1f expressziora a
peritumordlis asztrocitakban. Az IL-15 és a GFAP expresszioja 4T1-tdT sejtekkel vagy Krebs-
Ringer oldattal (kontroll) injektdlt és 10 mg/ttkg MCC950-nel vagy vivéanyaggal kezelt egerek
agyaban. Reprezentativ immunfluoreszcens képek, amelyek a fiiggoleges sikban késziilt optikai
szeletek maximum intenzitasu oOsszeomlasztasdaval késziiltek, 7 nappal a tumorsejtek
injektalasat kévetéen. Kek: Hoechst 33342, piros: 4T1-tdT egér mellraksejtek
B: A metasztazisok csokkent novekedése az MCC950-nel kezelt egerek agydban. A tumort
tartalmazo pixelek szdazalékos aranya az osszes pixelhez viszonyitva vivoanyaggal, illetve
MCC950-nel kezelt dallatokbol szarmazo agyszeleteken. N=3 fiiggetlen kisérletbdl, allatonként
5 agyszeletrdl késziilt képek dtlaga és szordsa. ***P<0,001 (Student t-teszt)
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5. Diszkusszio

Az emberi test legszorosabban zar6dé endotelialis barrierje a vér-agy gat, mely négyes
védvonaldaval megakadalyozza a potencialisan karos és toxikus anyagok bejutasat a kdzponti
idegrendszerbe, ezéltal nagy mértékben hozzéjarulva az agy homeosztazisanak fenntartasahoz

(Wilhelm és mtsai., 2013).

Ennek ellenére néhany tumortipus, nevezetesen a tiidérak, az emldkarcinoma ¢és a
melandéma képes athatolni a vér-agy gaton, ezaltal metasztazist képezni az agyba (Achrol és
mtsai., 2019). Az attétes agydaganat kialakulasa soran els6 1épésként a tumorsejteknek at kell
hatolniuk a vér-agy gaton, majd tal kell élnilik az agyi mikrokdrnyezetben. Mindkét 1épésben
fontos szerepet jatszhatnak a proinflammatorikus citokinek és kemokinek, melyek preklinikai

kutatasok szerint facilitaljak az agyi metasztazisképzés folyamatat (Fares és mtsai., 2021).

Az agyi metasztazisképzés soran a tumorsejtek €s az asztrocitdk kolesonds
interakcidban vannak egymadssal. Ennek elsd 1épéseként a tumorsejtek az extravazacid sordn
keresztiilhatolnak az érfalon, majd a glia limitans perivascularis-on, azaz az erek falat beboritd
asztrocita végtalpak altal alkotott struktiran. A végtalpak késObb visszahtizodnak, korbevéve
a tumoros 1€ziot, igy a metasztatikus sejtek a perivaszkularis niche-ben proliferalnak,
korbefogva az agy ereit (Hasko és mtsai., 2019). Az agyba sikeresen bejutott tumorsejtekre
ezutan is hatnak az asztrocitdk altal szekretalt faktorok, melyek pro- és antimetasztatikus
hatasuak is lehetnek, példdul plazminogént szekretalnak, mely eredményeként a FasL
hasitodik, ezzel elpusztitva a tumorsejtet. Ezért az agyat kolonizalé tumorsejteknek el0szor le
kell gydzniiik az asztrocitak daganatellenes mechanizmusait, hogy ezutan kihasznalhassak a

metasztazis fejlodését segitd hatdsokat (Wilhelm és mtsai., 2018).

A metasztazisképzés soran a gyulladasnak egyarant lehet pozitiv €s negativ hatésa is.
Az akut gyulladas gyakran segiti a dendritikus sejtek érését €s az antigén prezentaciot, igy
gatolva a metasztazis kialakuldsat. Azonban a kronikus gyullad4ds immunszupresszald hatast
lehet, mely kedvezhet az attétek kialakulasanak (Zhao és mtsai., 2021). Habar a glia-tumor
interakciokrol sok adat all rendelkezésre, az asztrocitdk specifikus szerepe ¢és
hatdsmechanizmusa a gyulladdsos agyi metasztatikus kornyezet kialakitasdban még mindig
kevéssé ismert (Doron és mtsai., 2019). A tudomanyteriilet korabbi eredményei korrelaciot
mutatnak az agyi metasztazisok létrejotte és a gyulladasos citokinek jelenléte kozott, azonban
a pontos mechanizmusok még nem tisztazottak. A tlidorak agyi metasztazis in Vitro

modelljében azt talaltdk, hogy a karcinomasejtek jelenlétében az asztrocitdk
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proinflammatorikus citokineket (IL-6, TNF-o, IL-1B) termelnek, melyek serkentik a
egérmodellt alkalmazva kimutattdk, hogy a tiido- és mellrdksejtek protocadherin 7-et
termelnek, melynek hatdsara réskapcsolatok (gap junctionok) alakulnak a ki az asztrocitak és
a tumorsejtek kozott. Ezeken a csatorndkon keresztiil a két sejt kommunikal egymassal,
melynek eredményeképp az asztrocitak IFN-o. (interferon alpha) és a TNF-o gyulladasos
citokineket szekretalnak, ami serkenti a tumor novekedését, és kemorezisztenciat alakit ki

(Chen ¢és mtsai., 2016).

Az inflammaszomdk szerepe az emlOkarcindma-eredeti agyi metasztazisok
kialakuldsdban egészen mostandig ismeretlen volt, am kutatdcsoportunknak sikertilt
bizonyitania, hogy az asztrocitdk kulcsszerepet jatszanak a tripla negativ emlékarcinoma
gyulladasos kornyezetének kialakitasaban. Az NLRP3 inflammaszéma primingjat és
aktivaciojat a kizarolag a peritumoralis asztrocitakban észleltiik, melynek eredményeként IL-

1B szekretdlodott a tumor mikrokdrnyezétben, mely segitette a metasztatikus sejtek

crer

In vitro agyi metasztazis modellben korabban Gong és munkatarsai azt talaltak, hogy
az agyl metasztatikus emldkarcindma sejtek is expresszalhatnak IL-1B-t, mely aktivalja az
asztrocitakban a TGF-B2 (transforming growth factor-beta 2) szignalizaciot (Gong és mtsai.,
2019). Szintén in vitro modellt hasznalva Xing és munkatarsai a tumorsejtek altal termelt IL-
1B hatasara az asztrocitdkban indukdlodd Notch szignalizacid prometasztatikus szerepére
talaltak bizonyitékot. Tovabba in vivo egérmodellben megfigyelték, hogy az IL-1p-t
tulexpresszald tripla negativ emlOkarcinoma sejtek invazivabba valtak és nétt a

metasztazisképzd hajlamuk (Xing és mtsai., 2013).

Az agyban nem csak metasztatikus eml6karcinoma sejtekben, hanem gliomasejtekben
is kimutattak, hogy részt vesznek az inflammatorikus szignalizacioban. Megfigyelték, hogy a
gliomasejtekben talexpresszalodnak az NLRP12 ¢s az NLRC4 inflammaszoéma-fiiggé gének
¢és fehérjék is, melyet Osszefliggésbe hoztak a rosszindulatu daganat kialakulasaval és rossz
prognozisaval (Rolim és mtsai., 2022). Emellett mas csoportok mikroglidkban is magas IL-1f3
szekréciot mutattak ki, melyért az NLRP1 inflammaszéma tehetd feleldssé, igy segitve a
metasztazisok xenograf modelljében azt talaltdk, hogy az Nlrp3 és az [11 gének transzkripcioja
upregulalodik a tumor-asszocialt makrofagokban, amibdl szintén inflammaszoma aktivaciéra

kovetkeztethetiink (Schulz és mtsai., 2020). Kisérleteinkbdl azonban ugy tlinik, hogy
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emlOkarcindma agyi metasztazisok esetén az asztrocita a fo sejttipus, amelyben az
inflammaszoémak aktivaldédnak és az IL-1p képzodik.

In vivo egérmodelliinkben fiziologias koriilmények kozott az IL-1p gyakorlatilag
kovetden azonban az IL-1B expresszidjanak mértéke latvanyosan megndtt az asztrocitdkban.
Megfigyeltiik, hogy az immunfluoreszcens festéssel detektalt IL-1 mennyisége fliggott a
transzmigracio oOta eltelt id6tél és a tumoros 1ézid nagysagatol. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a metasztazisképzés soran a tumorsejtek és az asztrocitak kozott kétiranyu
kommunikacié megy végbe. Ezt igazolja, hogy a jelen dolgozatban be nem mutatott in vitro

eredményeink szerint a tumorsejtek altal aktivalt asztrocitdk altal szekretélt szolubilis faktorok

crer

Habar ezek a tumorsejtek altal felszabaditott faktorok, melyek asztrocitdkban NLRP3
inflammaszoma aktivaciot indukalnak, még nem keriiltek meghatdrozasra, sok molekula lehet
felelds ezért a jelenségért. Tobbek kozott a TGF-f, tobb szolubilis glikoprotein, mint példaul a
CD44 és a Wnt ligandok, illetve az elpusztult tumorsejtekbdl felszabadulo6 extracellularis ATP
(Jang ¢és mtsai., 2021). Azért, hogy az NLRP3 inflammaszoma kizarolagos szerepét
bizonyitsuk, a jelen dolgozatban be nem mutatott in vitro modelliinkben egy specifikus NLRP3
inflammaszdéma inhibitort, MCC950-et alkalmaztunk, mely a tumorsejtek proliferacios ratajat
a kontrollcsoport szintjére csokkentette, igy mas inflammaszdma tipusok szerepe is kizarhato.
Tovabba a specifikus, neutralizalo anti-IL-1f antitest szintén megakadalyozta a tumorsejtek
tulzott szaporodasat. Habar az IL-1B inflammaszoma fiiggetlen modon is szekretdlodhat
(Mullard, 2019), az MCC950-nel végzett NLRP3 inflammaszoma inhibicio és az IL-1P
specifikus antitesttel végzett neutralizdcid eredményei egybevagnak, mely megerdsiti az

NLRP3 inflammaszdma citokin-termeld szerepét ebben a folyamatban.

Legfontosabb eredményiink, hogy in vivo egérmodellben MCC950 inflammaszoma
inhibitor kezelés hatasara szignifikdnsan csokkent a tripla negativ emlékarcindma-eredetii agyi
metasztazisok mérete a kisérleti allatok agyaban. Ez felveti a lehetdségét specifikus NLRP3
inflammaszoma inhibitorok hasznalatanak a tripla negativ emldkarcindma-eredetli agyi
metasztazisok kezelésében. Mivel az NLRP3 inflammaszéma aktivacidja szamos kdzponti
idegrendszeri és periférids betegségben szerepet jatszik, az utdbbi években nagy hangsulyt
kapott az NLRP3 inflammaszéma inhibitorok fejlesztése. Az MCC950 volt az elséként
kifejlesztett kismolekulaju inhibitor, mely specifikusan és potensen blokkolja az NLRP3 ATP-

hidrolizis motivumat. A molekula mésik nagy elénye, hogy képes atjutni a vér-agy gaton, mely
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a legfontosabb lekiizdend6 akadalyt jelenti a kozponti idegrendszert célzo
gyogyszermolekulaknak (Coll €s mtsai., 2015). Bar az MCC950 a klinikai tesztelések masodik
fazisan potencialis majtoxicitast okozé mellékhatasa miatt nem jutott tal (Mullard, 2019),
szamos cég fejleszt és tesztel jelenleg is MCC950 analdgokat; strukturalisan kiilonbozo, de
NLRP3-at célz6 molekulakat; illetve szélesebb korben hasznalatos inflammaszoma
inhibitorokat, melyek koziil sok elérte a klinikai tesztelések fazisat (El-Sharkawy és mtsai.,
2020). Egy ilyen, inflammaszoma inhibitort is fejleszté gyogyszercég, a ZyVersa Therapeutics
nemrég felfigyelt a jelen dolgozat alapjat képezd publikdcionkra, melyet honlapjan is
szerepeltetett (https://www.globenewswire.com/news-
release/2024/01/17/2810625/0/en/ZyVersa-Therapeutics-Highlights-Peer-Reviewed-Article-

Linking-Inflammasome-Activation-to-Triple-Negative-Breast-Cancer-Brain-Metastasis.html).

Osszefoglalva, emlékarcinoma-eredetii agyi metasztazisokban a peritumoralis
asztrocitakban aktivalodik az NLRP3 inflammaszoéma, melynek hatasara aktivalt IL-1p
keletkezik. Ez a gyulladasos ciktokin tumorndvekedést serkent6 hatassal bir, melyet in vivo és
in vitro modellben is igazoltunk. Az NLRP3 inflammaszoma specifikus gatlasanak hatasara a
kisérleti allatok agyaban szignifikdnsan kisebb és kevesebb tumor volt megfigyelhetd. Az
MCC950 nem egy potencidlisan forgalomba keriilé vagy mar széles korben hasznalt farmakon,
ezért eredményeink nehezebben transzlalhatok a klinikumba, azonban a jelenleg is fejlesztés
alatt allo gyogyszermolekuldk koziil nagy eséllyel kikeriilhet olyan, hasonld pozitiv
tulajdonsagokkal rendelkezd, a vér-agy gaton atjutni képes molekula, mely a jovOben

hasznalhato lehet az agyi metasztazisok kezelésére.

A jelen dolgozatban bemutatott eredmények publikalasra keriiltek az Acta
Neuropathologica Communications folyoiratban (Mészaros A, Molnar K, Fazakas C, Nogradi
B, Liivi A, Dudas T, Tiszlavicz L, Farkas AE, Krizbai IA, Wilhelm I. Inflammasome activation
in peritumoral astrocytes is a key player in breast cancer brain metastasis development. Acta
Neuropathol Commun. 11:155 (2023). doi: 10.1186/s40478-023-01646-2).
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
7. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Liivi Adél nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott Az asztrocitak altal aktivalt
NLRP3 inflaimmaszéma fokozza a metasztatikus sejtek szaporodasat az agyban cimu

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem reszt:

A részvétel mértéke

Részfeladat'
(otfokozati skalin” jellemezve)

r.

4T1-tdT sejtek tenyesztese
Kisérleti allatok transzkardialis perfuzioja
Metszetkészités fagyaszto mikrotommal

Immunofluoreszcens festes
Mikroszkopos képalkotas
Western blot
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