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1. Bevezetés

A daganatos megbetegedések szama vilagszerte folyamatosan
emelkedik, 2022-ben kozel 20 millié 0j esetet diagnosztizaltak,
¢s tobb mint 9,7 milli6 daganattal Osszefliggd haldlesetet
jelentettek. Az emldérak a ndék korében a leggyakoribb
rosszindulati daganat: vilagszerte évente tobb mint 2,3 millio 1)
esetet regisztralnak.

A daganatokkal szembeni terapia sikertelenségének egyik f6 oka
a sejtekben kialakuld gyogyszerrezisztencia. A tumorsejtek
tobbféle mechanizmust is alkalmazhatnak a terapias hatdsok
elkeriilésére: képesek a gyogyszereket eltavolitani a sejtbdl,
lebontani vagy inaktivalni azokat, illetve fokozni a DNS-
karosodas javitasat. Emellett elkeriilhetik az apoptdzist,
csokkenthetik a célfehérjék expresszidjat, vagy modosithatjak a
sejtciklus szabalyozasat.

A sejtek DNS-kérosodésra adott valasza a sériilés mértékétol
fiigg: enyhébb esetben javitasi folyamatok indulnak be, sulyos
karosodas esetén viszont apoptdzis vagy nekrozis kovetkezhet
be. A két allapot kozott azonban egy harmadik lehetdség is
1étezik: a sejtes szeneszcencia, amely soran bar a sejtek életben
maradnak, de tartosan kilépnek a sejtciklusbol és nem osztédnak
tovabb.

A sejtek szeneszcencidba 1épése szamos stresszhatasra
kialakulhat valaszreakcioként, tobbek kozt oxidativ stresszre,
ionizald vagy UV-sugarzasra, onkogének aktivalodasara, illetve
kemoterapias kezelésekre. Emellett fontos kivaltdé tényezd a
telomerek rovidiilése is az osztdodasok soran, amely végiil
kivaltja a sejtciklus végleges leallasat. Ezt a folyamatot
nevezzik replikativ szeneszcencianak, amelyet Hayflick és
Moorhead irtak le eldszor emberi fibroblasztokon — innen
szarmazik a ,Hayflick-limit” fogalma. A kiilonféle kivaltd
ingerek kozos jellemzdje, hogy DNS-karosodasra adott
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valaszreakciot aktivalnak, amelyen keresztiil olyan sejtciklus-
gatlo  fehérjék expresszidja fokozodik, melyek végiil
irreverzibilis sejtciklus-ledllashoz vezetnek.

A szeneszcens sejtek jellegzetes morfologiai és molekularis
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Megfigyelhetd a
megnovekedett citoplazma térfogat és a nagy, ellaposodott
sejttest. Molekularis szinten megemelkedik a sejtciklus-gatlo
fehérjék (pl.: p21, p16) szintje, csokken a nuklearis lamina egyik
fontos alkotoelemének, a Lamin B1-nek az expresszios szintje,
valamint megfigyelhet6 a szeneszcencia-asszocialt [-
galaktoziddz (SA-B-gal) fokozott aktivitasa, amely fontos
markere a szeneszcencianak.

Bar a szeneszcens sejtek osztodasra mar nem képesek,
metabolikusan rendkiviil aktivak maradnak, ¢és kiilonféle
szabalyoz6  molekuldkat  termelnek.  Ezt  nevezziik
szeneszcencia-asszocialt szekrécios fenotipusnak (senescence-
associated secretory phenotype, SASP). A SASP komponenesei
kozé olyan citokinek, kemokinek tartoznak, amelyek révén a
szeneszcens sejtek jelentds hatdst gyakorolnak kornyezetiikre,
befolyasoljak az immunvalaszt, és hozzajarulhatnak gyulladasos
vagy akar tumorprogresziv mikrokornyezet kialakuldsahoz.

A szeneszcens sejtek szerepe kettds: rovid tavon eldnyos
tulajdonsagokat  mutathatnak, példaul eldsegithetik a
sebgyogyuldst, az embriondlis fejlodést és a daganatellenes
immunvalaszt. Ugyanakkor tartés fennallasuk esetén karos
hatasokat fejthetnek ki: kronikus gyulladasos allapotot
idézhetnek eld, gatolhatjdk az immunrendszer daganatellenes
mitkddését, eldsegithetik az angiogenezist és hozzéjarulhatnak a
tumorsejtek invazivitdsdhoz ¢és az attétképzéshez. Emiatt a
szeneszcencidra gyakran ,.kétélli kardként” hivatkoznak, amely
egyszerre hordozza a védo és karositod potencialt.

Fontos kiilon kiemelni a terdpia-indukalt szeneszcenciat
(therapy-induced senescence, TIS), melyet kiilonb6z6
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kemoterapias kezelések valthatnak ki. A TIS sokaig kedvezd
terapias hatdsnak szadmitott, mivel a tudomény jelenlegi allasa
szerint a szeneszcencia irreverzibilis sejtciklus leallast jelent,
amely megakaddlyozza a tumorsejtek tovabbi osztddasat.
Azonban az utdbbi években egyre tobb kutatas tdmasztja ala,
hogy ez az éllapot nem minden esetben visszafordithatatlan.
Egyes kutatdsok szerint bizonyos tumorsejtek idovel képesek
kilépni a szeneszcens allapotbdl és visszanyerhetik proliferacios
képességliket, ezzel hozzajarulva a daganat kiajulasahoz.

Jelen doktori munkdmban ezt a jelenséget vizsgaltam
részletesen, kiillonds tekintettel a TIS reverzibilitasara, a
szeneszcens sejtek fenotipusara, transzkriptomikai
sajatossagaira, valamint a kiujuldsban betdltott szerepiikre.



2. Célkituzések

A doktori munkam soran az alabbi célokat tiiztem ki:

¢ A terapia-indukalt szeneszcencia (TIS) karakterizalasa négy
emlétumor sejtvonalon tobb szeneszcencia-asszocialt
marker &ltal

¢ A TIS reverzibilitasanak vizsgalata, valamint a repopuldlo
(REPOP) sejtek karakterizalasa

o A TIS sejtek gyogyszerérzékenységi ¢és -rezisztencia
profiljanak megismerése

@ A TIS-re jellemz6é transzkriptomikai és proteomikai
valtozasok vizsgélata

X/

A szenolitikus kezelések hatékonysaganak, valamint ezek
terapids potencialjanak feltarasa



3. Modszerek
3.1. Sejtvonalak

Az MCF7, T47D (ER'*/PR*) és a MDA-MB-231, Hs578T
(ER/PR/HER2") human emldétumor sejtvonalakat RPMI
médiumban tenyésztettiik, amelyet 10% FBS-sel, 5 mM L-
glutaminnal és 50 U/mL penicillin—sztreptomicin keverékkel
egészitettiink ki. A sejttenyésztés 37 °C-on, 5%-0s CO2-szint
mellett tortént.

3.2. TIS indukcio

A TIS indukcié 5 napos doxorubicin kezeléssel tortént,
sejtvonal-specifikus koncentraciok alkalmazasaval: MCF7 —
120 nM, T47D — 70 nM, MDA-MB-231 — 150 nM, Hs578T —
200 nM. A szeneszcens fenotipus kialakuldsa érdekében a sejtek
tovabbi 7 napon 4t standard inkubécios koriilmények kozott
(37 °C, 5% CO) voltak fenntartva.

A re-szeneszcens (re-TIS) allapot létrehozdsdhoz ugyanez a
protokoll keriilt megvalodsitasra a REPOP sejteken.

3.3. SA-B-Gal festés

Senescence B-Galactosidase Staining Kit felhasznalasaval 96-
lyukt platen fixaltuk a sejteket, majd X-gal festéoldatban a
sejtek inkubalésra keriiltek 37 °C-on, CO2-mentes kornyezetben,
overnight. Masnap a festdoldat eltavolitasra keriilt, a mintakat
70%-o0s glicerinben taroltuk a fénymikroszkopos fotdozashoz.

3.4. Drog kezelés és életképességi vizsgalatok

A sejtek 10.000 sejt/well stirliségben lettek kirakva 96-lyuka
platekre. A TIS allapot indukcidja a 3.2. pontban leirt protokoll
szerint valosult meg. Az indukciot kovetéen azonos mennyiségii
kontroll (CTR) sejt keriilt kirakasra. A TIS és CTR sejtek a
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kezelve, majd 5 napig standard koriilmények kozott inkubalasra



keriiltek. A kezelések a REPOP ¢és re-TIS sejteken azonos
kisérleti feltételek mellett valosultak meg. A re-TIS allapot
eldallitasahoz 10.000 REPOP sejt/well keriilt kirakasra, amelyet
5 napos doxorubicin-kezelés kovetett. Az életképesség
meghatarozasa a PrestoBlue™ reagenssel tortént, a dozis-hatés
gorbéket ¢és IC50 értékeket GraphPad Prism v8.0.1 program
segitségével illesztettiik és szadmoltuk.

3.5. Immunocitokémiai és fluoreszcens festés

Immuncitokémiai vizsgalatoknal elsddleges antitestként -
H2A X, Bcl-2 és Bcel-XL-t hasznaltunk, a sejtmagfestés DAPI-
val tortént. Fluoreszcens festéshez Nucleolus Bright Red,
SPiDER-BGal Cellular Senescence Detection Kit, MitoBright
Red és LysoTracker Red festékeket alkalmaztunk. A képalkotas
Zeiss LSM-710 konfokalis mikroszkoppal, 40x nagyitassal
zajlott.

3.6. Kristalyibolya festés

A sejtek 100.000 sejt/well stiriségben lettek kirakva 6-well
plate-re. Ot napos doxorubicin kezelést kdvetden Navitoclax
kezelést alkalmaztunk ICso koncentracidban heti hdromszor két
hétig. Jéghideg metanolos fixalast kovetéen 1 ml kristalyibolya
oldattal festettiik a sejteket.

3.7. Western blot

A kovetkez6 antitesteket hasznaltuk: CDKNIA (p21), LMNBI,
Bcl-2, Bcel-XL. Ezt kovetéen HRP-konjugalt masodlagos
antitestekkel kemilumineszcens eléhivo rendszerrel detektaltuk
a blotmembranon a jelet.

3.8. In vivo Kkisérletek

Az allatkisérletek az Orszdgos Onkolodgiai Intézet Kisérletes
Farmakologiai Osztalyan folytak a Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag ~ (MAB)  jovahagyasaval (engedélyszamok:
PEI/001/1738-3/2015 és PE/EA/1461-7/2020). A



Brcal/;p537/~ FVB egerekbdl szarmazd emlddaganat-
fragmentumokat vad tipusi ndstény FVB  egerek
emlozsirszovetébe helyeztilk. Amikor a tumor elérte a ~200
mm?-es méretet, DOXIL-lal kezeltiik az allatokat (6 mg/kg,
intravénasan). Két mnappal késébb navitoklax kezelést
alkalmaztunk, 10 napon keresztiil, napi 50 mg/kg dozisban.

3.9. Transzkriptom analizis

Transzriptom analizishez MCF7, T47D, MDA-MB-231 ¢s
Hs578T sejtvonalakon bulk RNS-szekvenalast, mig az MCF7 és
T47D sejtvonalakon single-cell RNS szekvendlast végeztiink.
Mindkett6 esetben CTR, TIS és REPOP mintékat vizsgaltunk.

3.10. Citokin expresszios assay

MCEF7 ¢és T47D sejtvonalakon CTR ¢és TIS allapotokban RNS
expresszio alapjan citokin expresszidos mérést végeztiink 1L6,
IL10, IL13 citokinekre. Az expressziot négy referencia génre
normalizaltuk.

3.11. Sejtfelszini és szekretalt protomikai vizsgalatok

Sejtfelszini és szekretalt fehérjékre célzott proteomikai
vizsgélatot végeztiink MCF7 sejtvonalon CTR, TIS és REPOP
allapotban. Ehhez egy olyan biotin-alapt jelolési modszert
alkalmaztunk, ami kifejezetten a membrankotott és szekretalt
fehérjék dusitasara alkalmas. A méréseket tomegspektrometriai
modszerrel végeztiik.



4. Eredmények

4.1. A terapia-indukalt szeneszcencia (TIS) indukcidja és
jellemzése

A doxorubicin kezelés mind a négy vizsgalt emlétumor
sejtvonalban sikeresen indukalt TIS-t. A sejtekben a
szeneszcencia morfologiai és molekularis markerei — igy a
megnovekedett citoplazma térfogat, nagy, ellaposodott sejttest,
a SA-B-galaktozidaz aktivitas, a p21 szint emelkedése és a
Lamin Bl expresszido csokkenése — megerdsitették a TIS
allapotot.

4.2. A TIS reverzibilitasanak vizsgalata

A doxorubicin kezelést kovetéen minden vizsgalt sejtvonalban
jelentds sejtszamcsokkenés volt megfigyelhetd, amely hosszl
ideig fennmaradt, utalva arra, hogy a tuléld sejtek nem képesek
osztodasra. Azonban iddvel minden sejtvonal esetében
megfigyelhetd volt a TIS reverzibilitdsa: a sejtek visszanyerték
proliferacios képességiiket, és jellemzéen a 30-35. napon
repopuldld (REPOP) populaciokat hoztak létre. A REPOP
allapotban eltlintek a szeneszcencia jellegzetes markerei: az SA-
B-galaktoziddz aktivitds csokkent, a p21, a Lamin Bl
expresszios szintje és a sejtmorfoldgia is visszatért a kontroll
(CTR) sejtekével azonos allapotba.

4.3. A TIS sejtek gyogyszerrezisztenciajanak vizsgalata

Annak vizsgalatara, hogy a TIS allapot hogyan befolyésolja a
sejtek gyogyszerérzékenységét, kiterjedt citotoxicitasi teszteket
végeztiink. A TIS sejtek markéns rezisztencidt mutattak a
doxorubicinnel szemben, mig a REPOP sejtek érzékenysége
helyreallt a CTR sejtekével azonos mértékiire. Ujabb kezeléssel



(re-TIS modell) a szeneszcencia €és a gyogyszerrezisztencia
ismételten kivalthato volt.

Emellett a TIS sejtek rezisztensek voltak tobb emldérakban
gyakran alkalmazott kemoterdpias szerrel szemben is
(gemcitabin, paclitaxel, docetaxel).

Egy 63 FDA (Amerikai Gyogyszeriigynokség) altal
engedélyezett szert tartalmazo gyodgyszerpanel vizsgalata soran
a tesztelt szerek koziil 17 esetében sem a CTR, sem a TIS sejtek
nem mutattak érzékenységet, mig a fennmarado 46 vegyiiletbdl
23-mal szemben a TIS sejtek legalabb harom sejtvonal esetében
rezisztenciat mutattak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
TIS allapot 6nmagaban egy gydgyszerrezisztens fenotipus.

4.4. Szenolitikus kezelések vizsgalata

A szeneszcens sejtek szelektiv elimindlasdra szolgdlo
szenolitikus szerek koziil a navitoclax hatdsat vizsgaltuk
részletesen. Rovid tava in vitro vizsgalatokban a navitoclax
szignifikans szenolitikus hatast mutatott, azonban hosszabb tav
kezelésekkel ez a hatds nem volt kovetkezetesen megfigyelhetd.
Az in vivo vizsgéalatok soran a pegilalt liposzomalis
doxorubicinnel (DOXIL) kezelt Brcal /~;p537/~ egérmodellben
a navitoclax-szal végzett kiegészitd kezelés nem eredményezett
javulast sem a talélésben, sem a relapszus kialakuldsanak
idejében a kizardlagos DOXIL-terapidhoz képest.

4.5. Transzkriptomikai valtozasok vizsgalata: bulk RNS-
szekvenalas elemzés

A négy emlétumor sejtvonalon végzett bulk RNS-szekvenalasal
Osszesen 929 differencialisan expresszalt gént azonositottunk a
TIS és a CTR sejtek kozott, amelyek koziil 96,5% emelkedett
expressziot mutatott a TIS allapotban. A TIS — REPOP atmenet
soran a génexpresszios mintdzat megfordult: a differencialtan
expresszalt gének tilnyomd tobbsége (97,8%) csokkent
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expressziot mutatott, arra utalva, hogy az emelkedett TIS-
asszocialt expresszios szintek visszadlltak a CTR sejtekre
jellemzo kiindulési szintre.

A GSEA analizis alapjan a TIS allapotban a proliferacidhoz,
DNS-javitashoz  és  sejtciklushoz  kapcsolodd — génutak
szupresszaltak voltak, mikdzben szdmos immunvéalaszhoz
kothetd utvonal aktivalodott. Ezek az valtozasok a REPOP
sejtekben jellemzden visszarendezddnek.

4.6. Egysejt szintii transzkriptomikai profil vizsgalata:
single-cell RNS-szekvenalas elemzés

MCF7 ¢és T47D sejtvonalakon végzett single-cell RNS-
szekvenalas vizsgalat alapjan a TIS 4&llapot jol elkiiloniilt
transzkriptomikai mintazatot mutatott.

A TIS allapotot jellegzetes szeneszcencia-markerek (CDKNI1A
(p21) overexpresszio, LMNBI1 downregulacio) expresszidja
tdmasztotta ald, mig a proliferaciohoz kothetd gének (pl.
TOP2A, MKI67) csokkent expressziot mutattak. Talaltunk egy
,escaper” alpopulédciot, amelyben egyszerre volt kimutathato a
sejtciklust gatlo fehérjék és a proliferaciot eldsegité gének
tulzott expresszidja. Feltételezéseink szerint ezek a sejtek
nyerhetik vissza késobb a proliferacios képességiiket ¢és
képezhetik a REPOP populéci6 alapjat.

4.7. A TIS immunmodulal6 hatasanak vizsgalata

Transzkriptomikai vizsgalataink sordn pathway analizissel
kimutattuk szdmos immunvalaszhoz kotheté génutvonal
aktivaciojat TIS éallapotban, amelyek késdbb a REPOP sejtekben
visszarendezddtek. Ez a szabalyozas arra utal, hogy a TIS sejtek
aktivan képesek modositani kdrnyezetiik immunologiai
allapotat.

Ennek kozvetlen vizsgalatdhoz citokin expresszios analizist
végeztiink MCF7 ¢és T47D sejtvonalakon. Az eredmények
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alapjan a TIS sejtekben jelentésen megnétt az IL6, IL10 és IL13
citokinek expresszidja. Ezek a citokinek ismerten részt vesznek
az immunvalasz gyengitésében, az immunsejtek gatlasdban és a
tumortdmogatd  mikrokornyezet  kialakitdsaban.  Ezen
megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy a TIS sejtek aktiv
immunmoduldlé és potencidlisan immunszuppressziv hatast
fejtenek ki, amellyel képesek lehetnek hosszabb ideig elkertiilni
az Immunrendszer felismerését és eltavolitasat, ezzel is
hozzajarulva a daganat hosszi tavu perzisztenciajahoz és a
kitjulas lehetéségéhez.

4.8. Sejtfelszini és szekretalt proteomikai vizsgalatok

A sejtfelszini és szekretalt fehérjék célzott vizsgalataval 95
olyan fehérjét azonositottunk, amelyek kizarolag a TIS
allapotban mutattak fokozott expressziot. Ezek kozott tobb
ismert szeneszcencia markert is azonositottunk, ugyanakkor
szamos olyan 1j fehérjét is talaltunk, amelyeket korabban nem
hoztak 0sszefliggésbe a szeneszcenciaval, és amelyek a jovoben
potencialis  biomarkerként vagy terdpids  célpontként
szolgalhatnak.

4.9. A TIS sejtek gyogyszerrezisztencia mechanizmusanak
vizsgalata

Kiterjedt génexpresszids elemzéseink valamint proteomikai
adataink alapjan is megvizsgaltuk, hogy a TIS sejtekben
megfigyelt széleskorli rezisztencia megmagyarazhatd-e ismert
rezisztencia mechanizmusokkal, illetve a vizsgalt gyogyszerek
célpontjainak expresszids valtozasaval. Eredményeink alapjan
csak néhany esetben mutatkozott Osszefliggés, a legtobb
hatéanyag esetében az expresszids mintdzat dnmagdban nem
magyarazta a TIS sejtekben tapasztalt rezisztencia- vagy
érzékenységi profilt, ami nem-kanonikus vagy kontextusfiiggd
szabalyoz6 folyamatok szerepére utal.
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Kovetkeztetések

A doxorubicin kezelés négy emldrtumor sejtvonalban
sikeresen indukalta a terapia-indukalt szeneszcencia (TIS)
allapotot

A TIS reverzibilis: mind a négy vizsgalt sejtvonalban a
szeneszcens sejtek idovel visszanyerték proliferacios
képességiiket, és REPOP sejteket hoztak 1étre

A szenolitikus szerek korlatozott hatékonysagot mutattak, a
navitoclax in vivo nem befolyésolta a relapszus idejét vagy
a tulélést

A TIS sejtek széles korti drogrezisztenciat mutattak

A TIS sejtek génexpresszids szinten is teljesen elkiilontilt
allapotot alkotnak, feltartunk egy ,,escaper” alpopuléciot

A TIS sejtek immunszabalyoz6 funkcioval rendelkeznek

A proteomikai vizsgélatokkal 95 TIS-specifikus felszini és
szekretalt fehérjét azonositottunk, koztilk ismert ¢&s
potencialisan 0 szeneszcencia markereket
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