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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A rakos megbetegedések komplexitasat szadmos biologiai szervezddési szinten
értelmezhetjiik, és az ezekhez kapcsolddd folyamatok legjobb megértése nélkiilozhetetlen a
hatékony terapias stratégidk kidolgozasa szempontjabol. A tumoros transzformacié soran
alapvetd szerepet jatszanak a kiilonb6z0 proto-onkogének €s tumorszuppresszorok genetikai

valtozasai, illetve a genomi instabilitds ,,optimalis” mértékének beallitasa is olyan érzékeny

crer

crer

kovetden a tumoros sejtek képesek befolydsolni kozvetlen kornyezetiik viselkedését, igy a
genomikai valtozasokat kovetden a szolid tumorok sajat mikrokdrnyezetiikben szabalyozhatjak
a lokalis szoveti homeosztazist is. A tumor mikrokdrnyezete ilyen modon komplex 6koldgiai
rendszerekhez hasonlithato, ahol szamos eltérd sejttipus 6sszehangolt miikkddése, vagy éppen
egymassal valo versenyzése, igy vagy ugy, szelekcios eldnyben részesiti a tumorsejteket. A
genetikai, sejtbiologiai €és szoveti szintli valtozadsok Osszessége végiil olyan komplex
képességekkel tudja felruhazni a rakos sejteket, amelyek a test mas sejtjeitdl teljesen eltérd
modon, lehetdvé teszik a tumoros sejtek szaméara, hogy azok elhagyjék eredeti kornyezetiiket,
tuléljenek a véraramban, és tavoli szervekben kolonidkat alkotva attétek kialakuldsara legyenek
képesek.

A nanotechnoldgia fejlddésével szamos olyan 1) diagnosztikai ¢€s terapias
megkozelitésre nyilt lehetdség, amelyek segitségével a jovoben lehetdséget kapunk arra, hogy
forradalmasitsuk a rdkos megbetegedések klinikai kezelését. Szamos szerves, vagy szervetlen
anyagbol eldallithatunk nanorészecskéket, am azok kiillonb6zd fizikai-kémiai tulajdonséagai
alapvetden befolyasolhatjak a kiilonb6zd biologiai rendszerekkel torténd kdlcsonhatasaikat. Az
eddig eléallitott nanorészecskék egyik nagy csoportjat képzik a fém nanorészecskék, amelyek
leggyakrabban eziistbdl, vagy aranybdl épiilnek fel. Terapids szempontbol az arany- és az eziist
nanorészecskék egyedi tulajdonsagai jol kihasznalhatok lehetnek, am a két fém eltérd kémiai
természetébdl eredden ezek a nanorészecskék igen kiilonb6z6 modon viselkednek €16
rendszerekben. Mig az arany nanorészecskék bioldgiailag inert tulajdonsagaik miatt elsésorban
terapids molekuldk szallitaséra illetve radioszenzitizalasra alkalmasak, az eziist nanorészecskék

egyedi apoptotikus tulajdonsagai jol kihasznalhatok lehetnek a rakos sejtek elpusztitasaban.



Annak ellenére, hogy a fém nanorészecskék viselkedése kiilonbozé betegségek
modelljeiben nagyon intenziven kutatott teriilete ma az anyag- ¢és ¢élettudomanyoknak,
meglepden kevés informacio all rendelkezésre arrdl, hogy a nanorészecskék alapvetd fizikai-
kémiai tulajdonsagai — mint példaul méretiik, vagy kémiai 6sszetételilk — hogyan befolyasoljak
biologiai hatasaikat. Ebbdl kifolydlag, munkank sorédn azt tlztiik ki els6dleges célul, hogy
vizsgaljuk a fém nanorészecskék méret- és anyagi Osszetétel-fiiggd biologiai hatasait a rakos
megbetegedések kiilonbozo szervezddési szintjeit modellezd bioldgiai rendszerekben.

Munkank soran megallapitottuk, hogy a rakos sejtekben az eziist nanorészecskék
apoptdzis indukalo hatasa nem fligg azok p53 statuszatol. Radadasul azt talaltuk, hogy az 5 nm
illetve a 35 nm atmérdji ezilist nanorészecskék megegyezoé molekularis utvonalakon indukalnak
apoptotikus sejthalalt oszteoszarkoma sejtekben. Megéllapitottuk, hogy az eziist tartalmua
nanorészecskék képesek befolyasolni a tumorok mikrokdrnyezetében megtaldlhaté tumor-
asszocialt fibroblasztok és rakos sejtek kozott kialakuld egyedi kommunikaciot. Kideritettiik,
hogy az aranybol és eziistbdl felépiild hibrid nanorészecskék alkalmazésa igen elényos lehet,
ugyanis eredményeink azt mutatjadk, hogy ezek a nanorészecskék kevésbe citotoxikusak,
szelektiv hatast gyakorolnak a rékos sejteken, valamint képesek in vivo csdkkenteni a tumorok

metasztazis képzo aktivitasait.



2. Roviditések jegyzéke

ABC ATP kot6 kazetta (ATP Binding Casette)
AgNP Eziist nanorészecske

AKT/PKB Protein kinaz B (AKT8 virus oncogene cellular homolog/Protein Kinase B)

ALAT Alanin aminotranszferaz
Apaf-1 Apoptotikus proteaz aktivalo faktor 1 (Apoptotic protease activating factor 1)
ASAT Aszpartat aminotranszferaz
atg Autofagia kapcsolt géncsalad
ATP Adenozin-trifoszfat
Au@Ag Arany-eziist hibrid nanorészecske
AuNP Arany nanorészecske
Bad Bcl-2 asszocialt halal promoter (Bcl-2-associated death promoter)
Bak Bcl-2 homolog antagonista/killer (Bcl-2 homologous antagonist/killer)
Bax Bcl-2 asszocialt x protein (Bcl-2 associated x protein)
Bcl-2 B-sejtes limfoma 2 (B-cell lymphoma 2)
Bcl-W Bcl-2-szerii fehérje 2 (Bcl-2 like protein 2)
Bel-XL B-sejtes limfoma hosszu izoforma (B-cell lymphoma large isoform)
Bcl-Xs B-sejtes limfoma révid izoforma (B-cell lymphoma short isoform)
Bfl-1 Bcl-2 rokonfehérje A2 (Bcl-2-related protein Al)
Bid BH3 kolcsonhato-domén halal agonista (BH3 interacting-domain death
agonist)
Bik Bcl-2 kolesonhato killer (Bcl-2-interacting killer)
BMDC Csontvel6 eredetii sejt (Bone Marrow Derived Cell)
BrdU 5-brém-2-dezoxiuridin
BSA Borju szérum albumin
CAD Kaszpaz Aktivalt Dnaz (Caspase-Activated Dnase)
Kaszpaz Aktivalo és Toborz6 Domén (Caspase Activation and Recruitment
CARD Domain)
CBB Coomassie Brilliant Blue
CXCL8 CXC-kemokin ligand 8 (CXC-chemokine ligand 8)



CXCR4
DAPI
DD
DED
DISC
DMEM
DMSO
DNS
DR3
DR6
DTT

EDS

EDTA
EGFP
EGFR
EMT
ER

ERK

FADD

FAK
FAPla
Fas
FBS

FDA

FGF
FOXC2
FSP-1

4-es tipust C-X-C kemokin receptor (C-X-C chemokine Receptor type 4)
4',6-diamidino-2-fenilindol

Halal domén (Death Domain)

Halal effektor domén (Death Effector Domain)

Halalindukalo szignalizacios komplex (Death-Inducing Signaling Complex)
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimetil-szulfoxid

Dezoxiribonukeinsav

Halal receptor 3 (Death Receptor 3)

Halal receptor 6 (Death Receptor 6)

Ditiotreitol

Energiadiszperziv Rontgenspektrometria (Energy-Dispersive X-ray
Spectroscopy)

Etilén-diamin-tetraecetsav

Erésitett zold fluoreszcens fehérje (Enhanced Green Fluorescent Protein)
Epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor)
Epithelialis-Mesenchymalis Tranzici6 (Epithelial-Mesenchymal Transition)
Endoplazmatikus Retikulum

Extracellularis jel altal szabalyozott kinaz (Extracellular signal-Regulated
Kinase)

Fas-asszocialt, halal domént tartalmazo fehérje (Fas-Associated protein with
Death Domain)

Fokalis adhézios kinaz (Focal Adhesion Kinase)

Fibroblaszt aktivalo protein 1o (Fibroblast activation protein 1a)

TNF szupercsalad receptor 6 (TNF superfamily receptor 6)

Fotalis Borji Szérum

Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti Hatosag (US Food and Drug
Administration)

Fibroblaszt novekedési faktor (Fibroblast Growth Factor)

Forkhead box fehérje C2 (Forkhead box protein C2)

Fibroblaszt specifikus protein 1 (Fibroblast Specific Protein 1)



HER?2

HGF
HIFla
HIV
Hrk
ICAD
LDH
LIF
Mcl-1
Mdm2
MDSC
MMP
MSC
MTT
NADPH
PBS
PCR
PDGF
PEG
PFA
Pgp
PI13-K
PIC
PTEN
RAF
RIP
RIP1
RIP3
RNS
RPMI 1640

Human epidermalis névekedési faktor receptor 2 (Human epidermal growth
factor receptor 2)

Hepatocita novekedési faktor (Hepatocyte Growth Factor)

Hipoxia Indukalhato Faktor 1o (Hypoxia-inducible Factor 1a)

Human Immundeficiencia Virus

Apoptozis harakiri aktivator (Activator of apoptosis harakiri)

Kaszpaz Aktivalt Dnaz Inhibitor (Inhibitor of Caspase-Activated Dnase)
Laktat-dehidrogenaz

Leukémia gatlo faktor (Leukemia Inhibitory Factor)

Mieloid leukémia 1 (Myeloid cell leukemia 1)

Mouse double minute 2

Myeolid eredetli szuppresszor sejt (Myeloid Derived Suppressor Cell)
Matrix metalloproteaz (Matrix metalloprotease)

Mesenchymalis dssejt (Mesenchymal Stem Cell)
3-(4,5-Dimetiltiazol-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
Nikotinamid-adenin dinukleotid foszfat, redukalt forma

Foszfat pufferes sdoldat (Phosphate buffered saline)

Polimeraz lancreakcio

Vérlemezke eredetli novekedési factor (Platelet-Derived Growth Factor)
Polietilén glikol

Paraformaldehid

P-glikoprotein

Foszfatidil inozitol-4,5-biszfoszfat 3 kinaz

Proteaz inhibitor keverék (Protease Inhibitor Cocktail)

Foszfataz és Tensin homolog (Phosphatase and Tensin homologue)
Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

Receptor-kolesonhato fehérje (Receptor-interacting Protein)
Receptor-kolesonhato fehérje 1 (Receptor-interacting_ Protein 1)
Receptor-kolesonhato fehérje 3 (Receptor-interacting Protein 3)
Ribonukleinsav

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640



SAHA
SDF-1
JCXCL12
SDS

SEM
SNAIL1/2
TAT
TEM
TEM
TGF-B
TN-C
TNFa
TRAIL-
R1/R2
TWIST1/2

VEGF
XIAP
ZEB1/2

oSMA

Suberoyl-Anilide-Hydroxamic acid
Sztromasejt eredetii faktor 1 (Stromal cell-derived factor 1)

Natrium dodecil szulfat

Szkenning Elektronmikroszkop

SNAI1/2 cink ujj fehérje (Zinc finger protein SNAI1)

Transzkripcio transzaktivator

TIE2-expresszalo monocita (TEI2 Expressing Monocyte)

Transzmisszids Elektronmikroszkop

Transzformald novekedési faktor B (Transforming Growth Factor )
Tenascin-C

Tumornekrézis faktor o (Tumor Necrosis Factor o)

TNF rokon apoptézis-indukalé ligand receptor 1/2 (TNF-related apoptosis-
inducing ligand receptor 1/2)

Twist kapcsolt fehérje 1/2 (Twist-related protein 1/2)
Vaszkularis-endothelialis Novekedési Faktor (Vascular-Endothelial Growth
Factor)

X-kapcsolt Apoptdzis Inhibitor (Inhibitor of apoptosis, x-linked)

E-box kot6 cink ujj homeobox 1/2 (Zinc finger E-box-binding homeobox
1/2)

a simaizom aktin (a Smooth Muscle Actin)



3. Irodalmi attekintés

3.1. A tumoros transzformaciéo és a p53 tumorszuppresszor szerepe a daganatos

Mmegbetegedések kialakulasa soran

Az emberi test sejt, illetve szoveti szintii homeosztazisanak fenntartisa nagyon
szigoriian és pontosan szabalyozott folyamatokat igényel. Azok a sejtek, amelyek valamilyen
okbol kifolyolag sériilést szenvednek és karosodnak, genetikailag programozott és precizen
kontrollalt sejthalalt kdvetnek el. A programozott sejthaldl miatt a ,,hibas” sejtek nem 6rokitik
tovabb rendellenességeiket, és a sejt eliminacioja mellett a széveti funkciok tovabbra is gond
nélkiil mikddhetnek. A programozott sejthalal egyes tipusait jellegzetes morfoldgiai, valamint
biokémiai tulajdonsagaik alapjan t6bb csoportba lehet sorolni [5]. A programozott sejthalal
legjobban részletezett és feltérképezett tipusa az apoptdzis, amelyet extra- és intracellularis
szignalok egyarant inicializalhatnak, jellegzetesen a DNS allomany fragmentalédasaval jar
egylitt. Az apoptdzison kiviil az autofagia talmiikddés is eredményezhet programozott sejthalalt,
valamint, ma mar a nekrotikus sejtpusztulast is jol szabalyozott molekularis program altal
kontrollalt folyamatnak tekintik [5].

A leggyakrabban el6forduld programozott sejthalal tipus — az apoptozis — jellemzden
javithatatlan DNS karosodas esetén aktivalodik a sejtekben. Az apoptdzis intrinsic utvonalanak
inicializalasahoz szamos mitokondridlis fehérje kozremiikodése sziikséges. Apoptotikus
szignalok esetén a kiilsé mitokondrialis membran potencialja csdkken és permeabilizalodik, ami
hatasara a mitokondriumban talalhatdo Citokrom c¢ fehérje a citoplazmaba aramlik. A
citoplazmaba jutott Citokrém ¢ — ATP jelenlétében — az Apaf-1 és a pro-kaszpaz 9 fehérjékkel
egy apoptoszémanak nevezett szupramolekularis komplexet hoznak 1étre. Az apoptoszomak
kialakulasa szempontjabol nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak az Apaf-1 és a pro-kaszpaz 9
fehérjék CARD motivumai, ugyanis ezek a peptid részletek fehérje-fehérje kolesonhatasokat
tesznek lehetévé az apoptoszomaban talalhatd fehérjék kozott [6, 7]. Az apoptoszoma
Osszeszerel6désének kovetkeztében a komplexben jelen 1évé pro-kaszpaz 9 aktivalodik és
beindul a pro-kaszpaz 3, 6 és 7 proteolitikus hasitasaival végz6d6 kaszpaz kaszkad. A végsd
effektor kaszpazok — a pro-kaszpaz 3, 6 és 7 — aktivalédasa mar visszafordithatatlan

kovetkezményekkel jar, ugyanis beindul a sejtdllomany enzimatikus lebontdsa, ami a
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programozott apoptdzis végsé szakasza. Az apoptodzis utolsod fazisaban a strukturalis fehérjék
emésztése mellett a DNS allomany lebontasa is az effektor kaszpdzok miatt indukalodik.
Normalis koriilmények kozott az ICAD fehérje megkoti a citoplazmatikus CAD (kaszpaz
aktivalt DNaz) enzimet, ami igy inaktiv. Azonban a pro-kaszpaz 3 aktivalodasa megsziinteti ezt
az inaktiv allapotot, ugyanis képes specifikusan hasitani az ICAD fehérjét, melynek
kovetkeztében a CAD felszabadul a gatlas alol, dimerizalodik, és a sejtmagba transzlokalddva,
DNaz aktivitasanak koszonhetéen feldarabolja a sejt orokité anyagat. Fontos megemliteni, hogy
a plazmamembran citoplazmatikus oldalan talalhaté foszfatidil-szerin a plazmamembran
extracellularis felszinére keriil az apoptozis soran. A foszfatidil-szerin externalizacidjaval az
apoptotizal¢d sejtek jelzik kornyezetiik felé a sejthalal program elindulasat, ennek koszonhetéen
a sejt halala késdbb nem okoz fennakadast a kdrnyez6 szovet tovabbi miitkodésében [8].

Az apoptozis folyamatanak rendkiviil sok szabalyozo szerepldje van. A legfontosabbak
a Bcl-2 csalad tagjai, melyek anti-, illetve pro-apoptotikus szerepet is egyarant betdlthetnek. A
csaladba tartozik példaul a pro-apoptotikus Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim és Hrk,
valamint az anti-apoptotikus Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, Bfl-1 és Mcl-1 fehérjék [9]. A pro-
apoptotikus fehérjék apoptotikus szignalok hatdsara poszttranszlaciés modositasokon — példaul
foszforilacid vagy proteolitikus hasitdas — mennek keresztil, melyek kovetkeztében
aktivalodnak. Javithatatlan DNS karosodas esetén példaul aktivalodnak a Bim, Bid és Bad
fehérjék, majd eldsegitik a Bax és a Bak fehérjék oligomerizacidjat. Ez az oligomerizalodott
forma képes a mitokondriumhoz transzlokalodni, melynek hatasara — ma még nem teljesen
ismert modon — lecsokken a mitokondrialis membranpotencial és a Citokrom ¢ kiszabadul a
citoplazmaba [10-12]. Ezt a folyamatot azonban gatolhatjak az anti-apoptotikus Bcl-2, Bcl-X.
és Mcl-1 fehérjék, melyek igy végsé soron megakadalyozzdk az apoptotikus folyamatok
elorehaladasat [13]. Anti-apoptotikus szerepet tolt be a XIAP fehérje is, ugyanis képes az Apaf-
1-en keresztiil az apoptoszomaba kotni, ahol kolcsonhatasba 1ép az aktivalodott kaszpaz 3-al,
igy gatolva annak felszabadulasat. A folyamat soran egy Apaf-1/XIAP/kaszpaz 3 komplex
alakul ki, amely végiil gatolja a kaszpaz 3-fliggé apoptotikus folyamatokat [14-16].

A sejtben keletkezett javithatatlan hibak altal kivaltott intrinsic sejthalal mellett az
apoptozis program kiilsé jelek hatasara is képes bekapcsolni. Ilyen esetben valamilyen
sejtfelszini receptor aktivacidja inditja el a sejthalal extrinsic Gtvonalat. Apoptozist tudnak
okozni példaul a halal receptorok csaladjaba tartozé Fas, DR3, TRAIL-R1/R2 és DR6
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receptorok aktivacioja [17]. Ezeknek a transzmembran fehérjéknek kozos tulajdonsaga, hogy
citoplazmatikus felsziniikon egy ugynevezett DISC komplex alakul ki. A DISC komplexben a
receptor — halal doménjén (DD) keresztiil — kapcsoldodik a FADD fehérje halal doménjéhez, ami
— halal effektor doménje (DED) segitségével — tovabbi fehérje-fehérje kapcsolatot képez a
kaszpaz 8 pro-formajaval. Fas ligand kotddése esetén a trimerizalodott receptorok aktivalodasat
kdvetden a citoplazmatikus felszinen 1étrejott fehérje komplexben végiil sor kertil a pro-kaszpaz
8 aktivalodasara, ami elinditja a kaszpaz kaszkadot [18-20]. Az apoptozis extrinsic és intrinsic
utvonalai k6zott kapcsolatot képez a Bid fehérje. A Fas Ligand kétddése miatt aktivalodott
kaszpaz 8 a kaszpaz kaszkad elinditasa mellett képes hasitani a Bid pro-apoptotikus fehérjét is,
ami igy elosegiti a Bax/Bak oligomer altal kivaltott mitokondrialiS membranpotencial
csokkenést, ezaltal aktivalja a mitokondrialis eredetii programozott sejthalalt is. Fas ligandon
kiviil szamos mas ndvekedési faktor, illetve extracellularis szignal is befolyasolja a sejt
apoptotikus folyamatait. Novekedési faktorok altal indukalt jelatviteli folyamatok példaul
képesek aktivalni az ERK, RAF és AKT/PKB kinazokat, melyek szamos transzkripcios faktor
foszforilalasan keresztiil szabalyozzak az anti-apoptotikus faktorok kifejezédését, igy serkentve
a sejt talélését [5].

A programozott sejthalal szabalyozasaban a fehérje természetli faktorok mellett igen
fontos szerep jut a génmiikodés kifejezédését szabalyozo mikro RNS molekulaknak is. Ugy
tlinik, hogy a miR15-a és a miR-16-1 kis RNS-ek példaul képesek csendesiteni az anti-
apoptotikus Bcl-2 fehérje kifejezOdését, igy elésegitik a mitokondrium-fiiggé apoptotikus
folyamatokat [21, 22].

Apoptozis mellett autofagia is okozhat sejthalalt. Az autofagia egy fontos katabolikus,
energiaszerzd folyamat, melyet els6sorban atg gének (autofagia-kapcsolt gének) szabalyoznak
tapanyagszegény kondiciok esetén. Autofagia soran a sejt kettés membrannal hatarolja el sajat
sejtalkotoit a citoplazmatol. Ezek utan a kialakult autofagoszomak lizoszémakkal fuzionalnak,
majd az elhatarolt organellumok lebomlanak. A folyamat nem csak egy alternativ energiaszerz6
utvonal, de fontos szerepet jatszik a hibasan miik6do sejtalkotok eltavolitdsaban is. A valtozatos
extra- és intracellularis jelek altal aktivalt autofagia tilmikodése autofagia-fiiggd sejthalalt
okozhat. Habar a molekularis részletek még nagy részben ismeretlenek, minden jel arra utal,

hogy az autofagia is a programozott sejthalal egyik tipusa lehet [5, 23].
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Sokaig ugy gondoltdk, hogy a plazmamembran integritdsanak elvesztésével jard
nekrotikus sejthaldl egy nem szabalyozott, véletlenszer(i folyamat és elsésorban a lokalis szdveti
gyulladasos folyamatok soran kovetkezik be. Ma mar tobb molekularis részletét ismerjiik, és
ugy tnik, hogy — az apoptdzishoz hasonléoan — a nekrozis is egy jol szabalyozott formaja
programozott sejthalalnak. Raadasul, tobben tigy gondoljak, hogy a folyamat sziikséges kivaltd
komponense, nem pedig kovetkezménye a gyulladasos folyamatoknak [24]. A programozott
nekrozis 6 szabalyozo6i a RIP (Receptor-interacting serine-threonine kinase) kinazok. Normalis
koriilmények kozott a RIP1 fehérjét a kaszpaz 8 aktiv formaja elbontja. Azonban abban az
esetben, ha valamilyen okbol kifolyolag a kaszpazok aktivitasa gatolt, szamos receptor (pl.
TNFa receptor) ligandkdtése esetén egy RIP1, RIP3, kaszpaz 8 és FADD adapter fehérjébdl allo
ugynevezett pro-nekrotikus komplex alakul ki a sejtekben. A kialakult komplex ezutan képes
kolcsonhatasba 1épni szamos, a sejtek anyagceseréjében kulcsszerepet jatszo fehérjével, mint
példaul a glikogén-foszforilaz és a glutamat dehidrogenaz. Az igy megemelkedett metabolikus
rata kovetkeztében reaktiv oxigénformak képzoédnek a mitokondriumokban, melyek a
mitokondrialis membranok permeabilizalasan keresztiil végiil a sejt halalat eredményezik [25].
Ugy tiinik, hogy szdmos stresszor képes kivaltani a RIP1 és RIP3 kindzok kolcsonhatasat és
akivalodasat, és kozvetlentl, vagy kozvetve a NADPH-oxidaz aktivitasanak befolyasolasan
keresztiil képesek reaktiv oxigénformak keletkezését el6idézni, ami igy a sejt nekrotikus halalat
eredményezi [26-28].

A programozott sejthalal hatasfoka, illetve a szoveti szintli szabalyozas robosztus
miitkodése miatt a karosodott sejtek tulélésére igen csekély az esély. Ennek ellenére, az
apoptozist elkeriild, tumoros transzformacion atesett sejtek kialakuldsara mégis igen gyakran
sor keriilhet. Ezt megerdsitik azok a statisztikak, melyek szerint 2012-ben 8.2 millidan haltak
meg valamilyen rakos megbetegedésben vilagszerte [29], és ami szerint napjainkban is a rakos
megbetegedésekbdl szarmazo haldlesetek vildgszinten vezetik a haldlozasi listakat.

Az egészséges sejtek tumoros transzformacioja igen bonyolult, iddigényes biologiai
folyamat, és elsGsorban genetikai okokra vezethetéek vissza. A folyamat komplexitasat és
iddigényességét epidemiologiai megfigyelések is alatamasztjak: néhany szélsdséges esettol
eltérve ugy tlnik, hogy a tumoros megbetegedések elsésorban a tarsadalmak idésebb

korosztalyat érintik.
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A tumoros transzformacion atesett sejtek legnagyobb részére jellemz6, hogy a sejtciklus
helytelen szabalyozasa miatt képesek korlatlan sejtosztodasra, instabil genommal rendelkeznek,
valamint hatékonyan elkeriilik a programozott sejthalal egyes formait. Az egész folyamat soran
meghatarozd szerepet jatszanak az egyes kulcsgéneket ¢érintd funkcidvesztéses é€s
funkcidényeréses mutaciok. Abban az esetben, ha a mutacidé kdvetkeztében az adott gén altal
kodolt fehérjetermék valamilyen sejtosztodast serkentd funkcionyerése kovetkezik be, proto-
onkogén aktivaciorol beszélhetiink. Ellenkez6 esetben, ha valamilyen sejtosztodast gatld faktor
funkciovesztést szenved a kialakult mutacié miatt, tumorszuppresszor inaktivacié kovetkezik
be. A tumorsejtekben megfigyelheté mutacios események eredetiiket tekintve két osztalyba
sorolhatéak. Azokat a mutaciokat, amelyek valamilyen proto-onkogén aktivaciot vagy
tumorszuppresszor inaktivaciot eredményeznek — és ezzel nagymértékben eldsegitik a malignus
transzformaciot — ,,driver” mutacidknak nevezziik, mig azok a mutaciok, amelyek a ,,driver”
mutaciok altal indukalt valtozasok miatt kovetkeznek be a genomban ,,passanger” mutaciokként
értelmezhetéek. Konnyen elképzelhetd, hogy egy ,.driver” mutacié példaul valamilyen DNS
hibajavitasi folyamatban szerepet jatszo fehérjét érint, aminek kovetkeztében nagymértéki
genomi instabilitas lesz jellemz6 az adott sejtre. Abban az esetben, ha ez a hibajavitasban
szerepet jatszo faktor nem képes mar ellatni meghatarozott szerepét — a keletkezett mutaciok
javitasat — a hiba teret engedhet tovabbi ,,passanger” mutaciok megjelenésének. Belathato, hogy
az igy létrejott sejtek instabil genomjuk miatt folyamatosan 0j genotipusii tumorsejtek
képzddését teszik lehetdvé, ami — az evolucids események soran is meghatarozo szerepet jatszo
— szelekcios nyomas hatasara, egy-egy funkciora specializalt sejtek el6fordulasat eredményezi
a kialakulo tumoros szovetben. Habar a folyamatosan 0j funkciora specializalt tumorsejtek
létrehozasat végzdé tumor-Ossejtek jelenléte még nem tisztdzott teljes mértékben, szdmos
klinikai, szvettani, illetve molekularis biologiai vizsgélat igazolja nélkiilozhetetlen szerepiiket

a tumoros megbetegedések szamos fazisa soran [30].
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1. abra. A p53 tumorszuppresszor aktivalodasa és aktivitasa. A kiilonboz6 cellularis
stressz sordn aktivalédé kinazok (pl. ATM, ATR) képesek foszforilalni a p53 fehérjét,
aminek kovetkeztében az felszabadul az Mdm2 altal el6idézett ubikvitin-fiiggd
proteoszomalis degradaci6 alol. Az onkogén aktivacio soran az ARF kdlcsonhatasba 1ép az
Mdm2-vel, igy annak gatlasan keresztiil képes eldidézni a p53 fehérje stabilizalodasat. Az
aktivalt p53 tetramerizalodik, és fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén képes szabalyozni a
mitokondrialis eredetli apoptotikus fehérjék aktivitdsdt, a DNS hibajavito enzimek
mikddését, de ezek mellett kiilonbozé mikro RNS-ek érési folyamataiban is részt vesz. Az
aktiv p53 a sejtmagba transzlokdlodva DNS-kotd doménje segitségével sejtciklust
szabalyozo (pl. p21), DNS hibajavitasban résztvev (pl. PRM2B), illetve pro-apoptotikus
\gének (P1. Bax) transzkripcidjat szabalyozza. (abra forrasa: [4]) y

Az egyik legfontosabb folyamat, ami a legtobb daganatos betegség kialakuldsa soran
megfigyelhetd, a kulcsfontossagu tumorszuppresszorok funkcidjanak kikapcsolasa. A
tumorszuppresszor fehérjek az egészséges sejtekben a sejtosztodas szabalyozasdban jatszanak
nélkiilozhetetlen szerepet [31]. Mig a tumoros transzformaciéo soran a proto-onkogének
funkcionyeréses mutaciodja juttatja a rakos sejteket szelekcios eldnyhoz, egy tumorszuppresszor
kiiktatasaval, az altala fenntartott gatlo hatas megsziinése miatt valik lehetové a daganatos
sejtekre jellemzd korlatlan sejtosztddas. A legjobban jellemzett tumorszuppresszor fehérje az
53 kDa molekulasulyt p53, amelynek funkcidvesztése sorsdontd szerepet jatszik a rakos
megbetegedések kialakuldsa soran. Normalis koriilmények kozott a pS3 folyamatos ubikvitin-
fliggd proteoszomalis degradacidé miatt nagyon alacsony mennyiségben van jelen a sejtekben.
Abban az esetben, ha a sejtet valamilyen stressz éri, példaul reaktiv gyokok képzodnek, torések
keletkeznek a DNS-ben, vagy esetleg valamilyen proto-onkogén aktivalodik, a pS3 felszabadul
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az Mdm?2 altal fenntartott gatlas aldl és aktivalodik [32]. A p53 tumorszuppresszor fehérje
aktivalt formaja fehérje-fehérje kolcsonhatasokat alakit ki, valamint a sejtmagba
transzlokalodik, ahol DNS-k6té doménje segitségével képes befolyasolni célgénjei
transzkripcidjat. A p53-fiiggd gének tobb csoportba oszthatdak: A p53 aktivalédasa soran
elsdsorban olyan gének transzkripcidjat inditja be, melyek a sejtciklus elérehaladdsanak
leallitasat végzik. Ilyen példaul a p21 nevi ciklin dependens kinaz inhibitor fehérje génje, mely
aktivitdsa soran a sejtciklus G1 fazisban torténd felfliggesztését eredményezi. A sejtciklus
megallitdsa sordn a sejt lehetdséget kap a keletkezett hibak javitasara, illetve a sejtosztodas
leallitasa miatt lehetetlenné valik az esetleges hibak orokitése az utodsejtekbe. A p53 célgénjei
koz¢é sorolhatoak a kiilonboz6 hibajavitast végzé enzimek génjei is. Abban az esetben, ha a
javitasi folyamat sikertelen, vagy valamiért nem végezhetd el, a p53 pro-apoptotikus gének
transzkripcidjat aktivalja (pl. Bax), melyek meghatdrozé komponensei az apoptdzis program
végrehajtasanak [33-35] (1. abra).

A p53 ilyen funkcidjat a tumor sejtek rendkiviil valtozatos mechanizmusokkal képesek
kiiktatni. A leggyakrabban megfigyelt, p53-at érint6 genetikai valtozasok olyan ,,driver”
mutédciok, amelyek a tumorszuppresszor fehérje DNS-kotd doménjében eredményeznek
aminosav cseréket. Az ilyen pontmutacidok miatt a p53-nak egy olyan mutans valtozata jon 1étre
képesség miatt a mutans p53 nem tudja a megfeleld gének expressziojat aktivalni, igy a sériilt
sejtek tovabbra is osztddoképesek maradnak, valamint az apoptdzis indukcidja is jelentdsen
koriilményesebbé valik [36, 37]. Kiilonb6z6 kromoszoma-mutaciok és genomi atrendezédések
miatt az is lehetséges, hogy a p53 gént kodolo 10kusz teljesen deletalodik a sejt genomjabol, és
igy p53-deficiens tumor sejtek képzddhetnek. Fontos megemliteni, hogy a tumorszuppresszor
fehérjéket kodold 1okuszok is két kopiaban vannak jelen a diploid sejtekben, igy a teljes
funkciovesztéshez két genetikai valtozasra is szilkség van. A genetikai valtozasok mellett
azonban a tumorkelt6 virusok fert6zései is képesek a p53-specifikus funkciok csendesitésére.
Példaul, huméan papilloma virus altal kivaltott méhnyakrak esetén a virus genom altal kodolt E6
nevill fehérje képes specifikusan kotni a gazdasejtben talalhatdo p53 fehérjét, ezaltal gatolva
annak aktivalodasat [38].

Annak kdszonhetden, hogy a p53-at érintd genetikai valtozadsok a humén tumorok tobb

mint 50%-aban megfigyelhetdek, az adott tumor p53 statuszanak ismerete igen fontos
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diagnosztikai és terapias jelentéséggel bir [39]. Mivel a p53 funkcidjanak csokkenése, vagy
hianya sejthalal helyett a tumorsejtek taléléséhez vezet, a p53-negativ tumorok valasza
jelentdsen gyengiil a kiilonb6z6é kemoterapias kezelések sordn is, ami a tumoros megbetegedés
kiilonésen igéretes tumorterapias eszkdzoknek tiinnek azok a hatdanyagok, amelyek képesek
p53-fiiggetlen moddon is programozott sejthaldlt indukalni rdkos sejtekben. Alternativ
stratégianak tinhet példaul kozvetleniil a tumoros sejtekben talalhatdo mitokondriumok
karositasa, ugyanis igy lehetdség van direkt modon aktivalni az apoptdzis intrinsic utvonalat.
Emellett leirtak azt is, hogy az ER stressz, illetve a talmiik6dott autofagia is képes p53-fiiggetlen
modon programozott sejthalalt indukalni tumoros sejtekben [42-45].

3.2. A malignus transzformacio és az attétképzodés biologiai hattere

Miutan megtortént az egészséges sejtek tumoros transzformacioja és kialakult a stabil
proliferacids aktivitassal rendelkezd primer rakos sejtpopulacid, a tovabbi oxigén- és
tapanyagellatds érdekében, a tumoros szovet képes vaszkularizaciot indukalni
mikrokornyezetében, melynek kovetkeztében a tumort 0j vérerek kolonizaljak. Az angiogenezis
elsédleges inducere a tumorok belsd részében jelentkezd lokalis hipoxia. A részleges
oxigénhidny a tumorsejtekben szamos szignalizacids utvonalat aktival. A legfontosabb ezek
koziil a hipoxia indukalt faktorok (pl. HIF1la) aktivacioja, melyek végsé soron a vaszkularis-
kornyezetében megemelkedett VEGF koncentracio hatdsara a sejtek képesek endothélsejtekke
differencialodni, melynek eredményeként 01j vérerek képzddnek, és ezek tovabbi oxigénnel és
tapanyaggal latjak el a tumoros szovetet [46].

Habar a tumor nekrozisanak elkeriilése szempontjabol az 10j vérerek kialakitasa
létfontossagu, az angiogenezis képessége nemcsak a tumor tovabbi talélését biztositja, de
lehetéséget nyujt az attétek kialakulasara is. Annak ellenére, hogy a rakos betegek tulélési
esélyeit a metasztazisok jelenléte drasztikusan csdkkenti [29], az attétképzddés biologiaja teljes
részleteiben még nem ismert. Primer emlétumorok és a beldliikk kialakult agyi metasztatikus
szovetek teljes genomi DNS szekvencigjanak vizsgalata soran kideriilt, hogy a primer

tumorokban megtalalhatd és a metasztatikus szovetekben detektalt mutaciok kozott nincs
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jelentds eltérés [47]. Raadasul, a metasztazisokban feldusult mutaciok a primer tumorban
minddssze egy jol definialt sejtpopulacioban voltak megfigyelhetéek. Ez azt bizonyitja, hogy a
primer tumor folyamatos evoluciora képes, amely soran megjelennek metasztazisra képes szub-
populaciok, melyek végiil képesek elhagyni eredeti kornyezetiiket. Hasnyalmirigy tumorokbol
szarmazd metasztazisok DNS szekvencia vizsgalata szintén alatamasztotta, hogy minddssze
néhany wjabb ,,driver” mutécid kialakulasa elegend6 lehet ahhoz, hogy megjelenjenek invaziv
sejtek is a primer tumorban. Ezen feliil ugy gondoljak, hogy léteznek olyan mutaciok is, amelyek
lehet6vé teszik a tumorsejtek szamara, hogy célszerv-specifikusan tudjanak a tavoli szervben,
vagy szovetben kolonizalni [48, 49]. Ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy miutan egy
korlatlanul proliferald sejt transzformalodott, elég néhany tovabbi, specifikus mutacid
,beszerzése” ahhoz, hogy a tumor képes legyen attéteket kialakitani a test tovabbi részein.
Ezekbdl az eredményekbdl az is feltételezhetd, hogy egy kialakult tumor invazivva véldsa nem
igényel kiilonosebben hosszu idét. Ugy tiinik, hogy egy invaziv képességeket nyert tumor,
kevesebb, mint két év alatt képes metasztazisokat kialakitani, mig egy benignus elvaltozas
malignus transzformacidja ennél sokkal tobb id6t vesz igénybe [50].

A tumoros szdvet terjedéséhez a genomikai valtozdsok mellett nagyban hozzajarul a
rakos sejtek epithelidlis-mesenchymalis tranzicioja (EMT) is. Az epithelidlis-mesenchymalis
tranzicio soran olyan molekuldris valtozasok torténnek a sejtekben, aminek eredményeként a
polarizalt, epithelidlis tipusti sejtek 1, mesenchymalis sejtekre jellemzd tulajdonsagokat
nyernek. [lyen tulajdonsag példaul a sejtek megemelkedett migracios képessége, ami alapvetden
meghatarozza a tumorsejtek invaziv tulajdonsagait. Epithelials-mesenchymalis tranzicid soran
az E-cadherin csokkent kifejezodése miatt gyengiilnek a sejtek kozti adhézios kapcsolatok és a
sejtek citoszkeletalis rendszere nagymértékben atszervezodik. Habar a szoveti kornyezettol
fliggéen a molekularis biologiai részletekben lehet kiilonbség, alapvetéen a TWIST1/2,
SNAIL1/2, ZEB1/2 és a FOXC2 transzkripcios faktorok szerepe a legfontosabb az EMT
tranzicios programjaban. Az epithelidlis-mesenchymalis tranzicion atesett sejtek nem csak
megemelkedett migracios képességgel rendelkeznek, de nagyobb ellenallast mutatnak az
apoptdzissal, valamint a kemoterapias hatéanyagokkal szemben is [51-53]. Az EMT program

dinamikusan tud valtozni a tumor metasztazisok kialakuldsa soran: mig az epithelialis-
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addig a program reverz valtozata — a mesenchymalis-epithelialis tranzici6 — nélkiilozhetetlen

szerepet jatszik a tumorsejtek tavoli szovetekben torténd kolonizacidja soran [54, 55].

3.3. A tumor sztroma szerepe és a fibroblasztok aktivalédasi mechanizmusai

A tumoros szdvetet nem csak a rakos sejtek heterogén populacioja épiti fel, hanem
kiilonféle — a kdrnyezo szovetekbdl szdrmazd — nem tumoros, igynevezett sztroma sejteket is
tartalmaz. A tumor mikrokdrnyezetébe toborzott nem-tumoros sejtek tamogato miliét alakitanak
ki a rakos sejtek szamara, ami igy végsé soron szamos eldnyhoz juttatja a tumort. Ma mar
tudjuk, hogy igen intenziv kommunikaci6é zajlik a rakos sejtek és a kornyezd szovetekbol
toborzott sztroma sejtek kozott. Ez a kommunikacio szamtalan oldékony faktor, exoszoma és
kis szabalyozd RNS o0sszehangolt miikodésén alapszik és befolyasolja a tumor alapvetd

miikodését. A sztroma sejtek hatasara konnyebben megindul az angiogenezis a tumorban, de a
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képességét. Raadasul, a tumor mikrokdrnyezetében talalhatd sztroma sejtek meghatarozo
szerepet jatszanak a terapia-rezisztencia kialakitasaban is [56].

A tumoros szdvetben taldlhatd sztroéma Osszetétele rendkiviil valtozatos lehet.
Altalanosan igaz, hogy eltéré anatomiai lokalizacidjuk miatt a kiilonféle tipust tumorok kozott
alapvetd kiilonbségeket allapithatunk meg a sztroma Gsszetételét és eredetét tekintve. Szamos
célszovetet €s sejttipust azonositottak mar, amelyeket a rékos sejtek képesek aktivan
mikrokornyezetiikbe toborozni. Ugy tiinik, hogy a mesenchymalis &ssejteket tartalmazo
csontveld, az endothél és pericita sejtek, szamos tipusi immunsejt, adipocitak, valamint a
szoveti fibroblasztok is aldozatul eshetnek a tumorsejtek aktivalo hatasanak [57, 58] (2. abra).
A tumorok mikrokdrnyezetében lejatszodo sztréma-toborzo folyamatok nagy hasonldsagot
mutatnak a kiilonb6z6 szoveti sériilések soran lejatszodo regeneracios folyamatokkal: sokszor
ugy is emlitik a tumoros szovetet, mint egy ,,seb, ami nem gyogyul meg” [59]. Mind a szoveti
regeneracid és a sztroma kialakitdsa sordn megfigyelhetd a nyugvo, szoveti fibroblasztok

aktivacioja, immunsejt infiltracio, valamint intenziv extracellularis matrix atrendezés. A
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Ezek a faktorok parakrin médon képesek befolyasolni a kornyezd egészséges szovet mitkodését.
Ilyen lehet tobbek kozott a fibroblaszt novekedési faktor (FGF), a VEGF csaldd tagjai, a
vérlemezke eredetii novekedési faktor (PDGF), az epidermalis novekedési faktor receptor
(EGFR) szamos ligandja, interleukinok, kolonia-stimulalé faktorok, illetve a sokrétii biologiai

hatassal rendelkez6 transzformalo ndvekedési faktor-p (TGF-) is [60].

O BMDC @ Hizésejt @ TEM @ISR  Endothél sejt Norml epithél sejt
@ Makrofig @ MOSC @ Limfocita W Pericita ;9 Invaziv tumor sejt
fox?)  Neutrofil \ 1
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granulocita TTE’:Z MSC S>> Fibroblaszt "\/\ Er - s:ﬂ

2. abra. A tumor mikrokornyezetében el6fordulé sztroma sejtek. (2) A tumoros
szovetben a rakos sejteken kiviil szdmos sejttipus megtalalhato. Roviditések: BMDC —
csontveld eredetii sejt, MDSC — myeolid eredetli szuppresszor sejt, MSC — mesenchymalis
6ssejt, TEM — TIE2-expresszalé monocita. (b) In situ duktalis karcinoma szovetbdl késziilt
metszet mikroszkopos felvétele. Nyilhegyek jelolik a tumoros epithél sejteket, amelyeket
koriil veszik a reaktiv sztroma fibroblaszt sejtjei (fekete nyilak) (abra forrasa: [2, 3]).

A tumor mikrokornyezetében leggyakrabban megfigyelt nem-tumoros sejtek a tumor-
asszocialt fibroblasztok. Egészséges szovetekben ezek a sejtek nyugvo allapotban vannak jelen,
azonban ha valamilyen szdveti stressz — példaul vagasi seb vagy égés — torténik, a kdrnyezd
sejtekbdl felszabaduld jelmolekulak hatdsara a nyugvo fibroblasztok képesek tranziens moédon
aktivalodni. A fibroblasztok aktivacidjat szamos kiilonféle hatas, de jellemzden a TGF-3 4ltal
indukalt szignalizaci6 valtja ki [61]. A szoveti fibroblasztok aktivacidja soran jelentds
valtozasok torténnek a sejtek génexpresszids mintazataban is. Az aktivalt fibroblasztok, vagy

masnéven myofibroblasztok, emelkedett mennyiségii alfa simaizom aktint (aSMA) fejeznek ki,
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aminek koszonhetden ezek a sejtek kontrakcidra képesek. Az aktivalt fibroblasztok kontraktilis

képességiik mellett emelkedett migracios aktivitassal is rendelkeznek, matrix metalloproteaz

crcr

s

igy ezeknek a sejteknek a gyulladasos folyamatok kialakulasaban is szerepiik van. Fontos
azonban megjegyezni, hogy ezek a valtozasok tranziens természetiiek, ami azt jelenti, hogy
amint lecseng az aktivalt allapotot kivaltd szignal, illetve helyreall a normalis szdveti
homeosztazis, a fibroblasztok is elvesztik emelkedett migracios képességiiket. Amennyiben a
transzformalt allapot mégis megmarad, fibrozis alakulhat ki, ami egyes esetekben sulyos
patologias kovetkezményekkel jarhat [61].

Nagyon hasonlo folyamatok jatszodnak le akkor is, amikor a tumorsejtek indukaljak a
keresztiil képesek aktivalodasra késztetni a kornyez6 nyugvé fibroblasztokat. Emellett arra is
van lehet6ség, hogy a rakos sejtek kozvetleniil a csontveld progenitor sejtjeibdl indukaljak a
tumor-asszocialt fibroblasztok differencialodasat [62]. A tumorok mikrokérnyezetébe toborzott
fibroblasztok szamos hisztologiai markerrel rendelkeznek, melyek részben atfednek az aktivalt
fibroblasztokra is jellemzd fehérjékkel. Tumor-asszocialt fibroblasztokra jellemzd példaul az
aSMA, a sztromasejt eredetii faktor 1 (SDF-1 vagy CXCL12), a fibroblaszt aktivalo protein 1o
(FAPla), a vimentin és fibronektin, valamint a fibroblaszt specifikus protein 1 (FSP-1)
emelkedett kifejezodése [62-65]. A legmagasabb mértékii fibroblaszt infiltracié az emld, a
prosztata, a tiidd, a vastagbél €s a hasnyalmirigy eredetli karcinomakban detektalhat6. Tovabba
azt is kimutattdk, hogy azoknak a betegeknek, akiknek tumoros szdveteiben emelkedett
mennyiséghen myofibroblaszt-specifikus markerek figyelhetéek meg, jellemzden rosszabb a
betegségiik kimenetele is [66-68].

A sztromaban megtalalhatd tumor-asszocialt fibroblasztok a tumor fejléddése soran
egyiitt evolvalodnak a rakos sejtekkel. fgy nem meglepé az sem, hogy a kiilénb6z6 anatomiai
teriiletekrdl szarmazo tumorokbdl igen eltérd fibroblaszt populaciokat lehet izolalni, melyeknek
génexpresszios mintazataiban is jelentds kiilonbségek figyelhetéek meg [69]. Azonban nem
csupan egyes tumorok kozott, hanem egy adott tumoron beliil is talalhatunk heterogén

fibroblaszt populaciokat [70-72]. Valoszinii, hogy ennek a heterogenitasnak elsdsorban az egyes
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tumor-asszocialt fibroblaszt populaciok eltérd szdveti eredete lehet az oka, de az sem kizart,
hogy a tumorba toborzott fibroblasztok a tumorszdvet eltérd alkotdelemeivel érintkezve eltérd
differencialodasi utvonalakon mennek keresztiil [73]. Az eltéré eredetii tumor-asszocialt
fibroblasztok kozott néhany jelatviteli utvonal aktivalasat tekintve megfigyelhetd szamos
hasonlosag is. A TGF-[3 altal indukalt jelatviteli utvonal soran aktivalodott extracellularis matrix
fehérjék megemelkedett kifejezddése, illetve a FAK ¢és ERK kindzok altal szabalyozott — a
sebgyogyulas soran is megfigyelhetd jelatviteli folyamatok — univerzalis szignalizacids
utvonalaknak tlinnek a tumor-asszocialt fibroblasztokban [74].

A tumorsejtekbdl felszabadulo faktorok széles skalajarol bizonyosodott mar be, hogy
képesek nyugvo fibroblasztokat aktivalni, vagy a mesenchymalis ssejteket fibroblaszt iranyt
differencidlodasra késztetni. A legfontosabb ezek koziil a mar emlitett TGF-B és a PDGF, de a
Shh (Sonic hedgehog), a Wnt7a, az interleukin-1, a leukémia gatlo faktor (LIF) és exoszomak
is képesek indukalni a tumor-asszocialt fibroblasztok képzédését [75-79]. A parakrin mdédon
hato TGF-B hatasara a fibroblaszt sejtekben heterotetramerizalédik és autofoszforilaciot
szenved a TGF-f receptor, és igy képes foszforilalni a Smad2, Smad3 fehérjéket. A foszforilacio
kovetkeztében aktivalodott Smad2 és Smad3 fehérjék komplexet képeznek a Smad4 fehérjével
¢s transzlokalodnak a sejtmagba, ahol szamos DNS-k6té doménnel rendelkezd transzkripcios
faktorral, ko-represszorral, ko-aktivatorral és kromatin modositd enzimekkel 1étesitenek
kolcsonhatast, igy szabalyozva szamtalan, valtozatos funkcioji gén kifejezodését. TGF-p
stimulus hatasara jonéhany proliferaciot serkenté gén kifejezodése is megemelkedik (pl. a
PDGF-et kodold gén), de az angiogenezist serkentd VEGF, valamint a metasztazisok
kialakuladsdban szerepet jatsz6 MMP-2 és MMP-9 extracellularis protedzok fokozott
expresszidja is megfigyelhetd. Annak ellenére, hogy a TGF-P a fibroblaszt sejtekre els6sorban
aktivalo hatast gyakorol, azt is fontos megemliteni, hogy forrastol és célsejttdl fliggden, akar
tumor szuppresszalo hatast is kifejthet. A p21 ciklin-dependens kinaz inhibitor expresszidjanak
aktivalasan keresztil a TGF-B szignalizacié szdmos esetben eredményezheti a sejtciklus
elérehaladdsanak felfiiggesztését, de a pro-apoptotikus Bik, Bim és Fas transzkripciojanak
serkentése révén apopotikus sejthalalt is kivalthat [80]. A tumorban a fibroblasztokra nem csak
a rékos sejtekbdl szarmazé TGF-B gyakorolhat hatast. Ugy tiinik, hogy TGF-p szekréciora az
aktivalt fibroblasztok és képesek, igy azok autokrin modon fenntarthatjak aktivalt allapotukat
[81].
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Jol ismert tény, hogy a tumoros sejtek metabolizmusa szamos ponton eltér az egészséges
sejtekben folyd anyagcserétdl, hiszen a tumoros sejtekben elsésorban az anaerob glikolizis
dominal (Warburg effektus). A tumor mikrokérnyezetében talalhatd tumor-asszocialt
fibroblasztokban viszont gyakran az aerob glikolizis szolgal els6dleges energianyerd
utvonalként (reverz Warburg effektus) [82]. Tomegspektrometrias vizsgalatok arra is
ravilagitottak, hogy ezekben a sztroma fibroblaszt sejtekben az autofagia, katabolikus
folyamatai révén, hozzajarul az ATP szintéziséhez, ami végiil a tumor sejtek tamogatasara
forditodik [83]. Habar még nagyon kevés informacio all rendelkezésre a tumor-asszocialt
fibroblasztok metabolikus tulajdonsagairol, agy tlinik, hogy a tumorsejtek képesek az alapvetd
energianyerd folyamatokat is befolyasolni ezekben a sejtekben.

A tumor-asszocialt fibroblasztokban szamos esetben tapasztalhato a PTEN, a p21, a p53,
illetve mas 1étfontossagu tumorszuppresszorok funkciojanak csokkenése, vagy elvesztése [84,
85]. Habar ez a tulajdonsag a tumoros sejtekben altalanosan megfigyelhetd, a tumor-asszocialt
fibroblasztokban ezeket a valtozasokat elsésorban transzkripcios csendesitések eredményezik,
és foként epigenetikai, csak ritka esetben genetikai valtozasok allnak a hatterében [86, 87].
Ebbél adododan a legtobb — a tumorok altal indukalt valtozas — reverzibilis a fibroblasztokban,
¢s eltlinik abban az esetben, ha a fibroblasztok uj kornyezetbe keriilnek, ahol nincsenek jelen a
tumorsejtek altal termelt faktorok [61]. Habar a fibroblaszt aktivacio epigenetikai hatterét
tobbszor vizsgaltak mar, az eredmények sok esetben nem egyértelmiiek, vagy ellentmondoak.
A DNS globalis hypometilacidja figyelheté meg példaul tumor-asszocialt fibroblasztokban,
viszont pontosan nem ismert, hogy ez milyen szerepet jatszik a fibroblaszt — tumor-asszocialt
fibroblaszt tranzicid soran [88-91]. Leirtak mar megvaltozott hiszton poszttranszlacios
modositasokat is aktivalt fibroblasztokban: emelkedett trimetilacidt tapasztaltak patkanyokbol
szarmaz6 maj sztellat sejt eredetli myofibroblasztokban az aSMA ¢és a TGF-f gének promoterét
borité H3 hiszton K4-es lizinjén [92]. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen ezekrdl a génekrdl
fokozott transzkripcié torténik aktivalt fibroblasztokban, és a H3K4me® elsésorban
transzkripcionalisan aktiv kromatin régiokat jelol ki. Arra is van bizonyiték, hogy a fehérjék
acetilacios szintje is Szerepet jatszik a fibroblasztok aktivacidja sordn, ugyanis bor és tiido
eredetli fibroblasztokban kimutattdk, hogy a TGF-B-fiiggd fibroblaszt transzformaciohoz
sziikséges a sejtekben talalhatoé hiszton deacetilaz enzimek aktivitasa [93]. Az epigenetikali

vizsgalatok eredményeinek sokfélesége szintén alatdmasztja, hogy a tumorban megfigyelhetd
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fibroblasztok heterogenitdsa igen nagymértékii, ezért érdemes lenne tovabbi alosztalyok

bevezetését alkalmazni ezeknek a sejteknek a mélyrehatd vizsgalatai soran.

3.4. A tumor-asszocialt fibroblasztok tumor-tamogato6 hatasai

A tumor-asszocialt fibroblasztok szamos ponton képesek eldsegiteni a tumorok
malignus atalakulasat. A tumorokban megtalalhato fibroblasztok tamogatjak a karcindma sejtek
kornyezd szovetekbe, eldsegitik a metasztatikus folyamatokat, befolydsoljak a tumorsejtek
metabolizmusat, angiogenezist indukalnak, stimuldljak a tumorban talalhaté immunsejteket,
eldsegitik a terdpia rezisztencia kialakuldsat, valamint a tumoros szdvet extracellularis matrixat
is képesek atalakitani. A tumor-asszocialt fibroblasztok ezeket a hatdsokat szekretalt, oldékony
faktorok, citokinek ¢és exoszomak felszabaditasan keresztiil, valamint direkt sejt-Sejt
interakciokkal is képesek elérni. A tumor-asszocialt fibroblasztok CXC-kemokin ligand 8
tumorokban talalhaté makrofagok tumor tamogatd, M2 iranyu polarizaciojat [94]. Kimutattak,
hogy a tumor-asszocialt fibroblasztok VEGF, FGF2 ¢és SDF-1 termelésével eldsegitik a rakos
szovetekben az 0j véredények képzodését [81, 95-99], valamint Tenascin-C (TN-C) és
[100, 101]. Az exoszomak szerepérdl a daganatos meghetegedések soran egyre tobb informacio
all rendelkezésiinkre [102]. Ezek jellemzdéen 20-100 nm atmérdji, membrannal burkolt
extracellularis vezikulak, melyek szamos szabalyozo faktort, fehérjéket, mikro RNS-eket,
valamint DNS-t is tartalmazhatnak. Kimutattak, hogy a tumor-asszocialt fibroblasztok is
képesek exoszomak felszabaditasara. A fibroblasztokbol szarmazé Cd81* exoszomak példaul
Wntll felszabadulast indukalnak emldétumor sejtekben. Ez végeredményben a Wnt
szignalizacio aktivalddasahoz vezet, melynek hatasara ezek a tumoros sejtek tovabbi migracios
és metasztatikus képességeket nyernek [103]. Kimutattdk, hogy a terapia-rezisztencia
kialakuldsaban is szerepet jatszanak a tumor-asszocialt fibroblaszt eredetli exoszomak. Abban
az esetben, ha a fibroblaszt sejteket a kemoterapia soran is gyakran alkalmazott gemcitabinnal

kezelték, azok tobb exoszémat szabaditottak fel, melyek tovabb fokoztak a tumoros sejtek
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koncentracioban tartalmazott tumor-asszocialt fibroblaszt eredetli citokineket és oldékony
faktorokat, a tumorsejtekben megfigyelheté volt a TGF-B-Smad2-Smad3, illetve a CXCR4
jelatviteli utvonalak aktivalodasa, mely a tumorsejtek epithelialis-mesenchymalis tranziciojat
eredményezte. A fibrobroblaszt sejtek altal kivaltott EMT ezekben a tumorsejteben is
emelkedett motilitast, migracios és metasztatikus aktivitast eredményezett [71, 105, 106]. A kis
molekulastlyt extracellularis jelmolekuldk mellett a tumor-asszocialt fibroblasztok szamos
proteazt is termelnek, melyek segitségével aktivan képesek atrendezni a tumor szodvet
extracellularis alkotéelemeit. A fibroblaszt kulturak tapfolyadékaban elsésorban MMP-2 és
MMP-9 aktivitas mutathatd ki. Ezek az enzimek azaltal segitik a metasztazisok kialakulasat,

hogy proteaz aktivitasuk révén atrendezik a szoveti strukturakat, mintegy ,,szabad utat”

biztositva igy a migrald tumorsejteknek, melyek ez altal konnyebben jutnak el a keringésbe

[107].

3.5. A rakos megbetegedések terapias lehetéségei

Jelenleg a klinikai gyakorlatban a rakos betegek kezelése soran a leggyakrabban
alkalmazott és a leginkabb eredményre vezeté megkdzelités, a tumor sebészi tton torténd
eltavolitdsa. Azonban, az 0Osszes tumoros sejt elpusztitdsa érdekében a legtobb esetben
sziikséges a miitét eldtt, vagy azt kdvetden kemoterapiat vagy sugarterapiat is alkalmazni. Ezen
kiviil az integrativ orvoslas is segithet, kiilonb6z6 alternativ megoldasokkal (pl. joga, meditacio)
a betegség legyOzésében, de létezik olyan eset is, amikor mar csupan életmindséget javito,
palliativ medicinat alkalmaznak. A kemoterdpids hatdanyagok fejlesztésénél az egyik
legfontosabb szempont, hogy a hatdéanyag képes legyen differencialni az egészséges, illetve a
tumoros sejtek kozott valamilyen biologiai tulajdonsag alapjan. Mivel a tumoros sejtek magas
proliferacids aktivitasuk fenntartdsahoz nagy mennyiségben szintetizdlnak nukleinsavakat, a
DNS anyagcseréjének célzasa jo terapias stratégianak bizonyul, igy szamos, jelenleg is hasznalt
kemoterapias hatdbanyag valamilyen modon interferal a sejtek DNS molekulaival. A platina
tartalmu kemoterapias szerek (pl. Ciszplatin, Karboplatin) példaul komplexet formalnak a DNS
molekulaval, ami gatolja a replikacioban résztvevé enzimek miikodését. A topoizomeraz I és 11
enzimek végzik a DNS szerkezetének megnyitasat a transzkripcio és a replikacid fehérjéi

szamdra, ¢és gatloészereik (pl. Topotecan, Irinotecan, Etopozid, Doxorubicin) szintén
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kemoterapids célokra hasznalt hatéanyagok. A nukleotid szintézis gatloszereinek (pl. 5-
fluorouracil, Methotrexat) alkalmazasa szintén elény0s, hiszen a replikacidhoz sziikséges
nukleotidok bioszintézise esszenciadlis a magas proliferacios aktivitassal rendelkezd sejtek
szamara. Ezek mellett a mikrotubulsok dinamikajanak gatlasa is eredményezhet citosztatikus
hatast, igy az ilyen hatasu vegyiiletek (pl. Vincristine, Vinblastine, Paclitaxel, Docetaxel)
szintén gyakran alkalmazott kemoterdpids hatéanyagok. A tradiciondlis kemoterapids
hatéanyagok mellett mas tipust vegyiiletek is igéretesnek tiinnek, mint példaul a hiszton-
deacetildz inhibitorok, melyek koziil a SAHA az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti
Hatosag (FDA) altal mar klinikai alkalmazasra is engedélyt kapott [108].

A tradicionalis kemoterapias hatéanyagok mellett ma mar elérhetéek wjgeneracios
gyogyszerek is, melyek célzott terapias lehetOségeket biztositanak. Ezek jellemzden kis
molekulastlyt kinaz inhibitorok, vagy specifikus epitopokat megkdtd monoklondlis antitestek.
Egyik elsé képviseldjiik a kis molekulasulytl kindz inhibitor Imatinib volt, ami specifikusan
gatolta a myeloid leukémia sejtekben kialakult Philadelphia kromoszoma kovetkeztében
expresszalodo, konstitutiv kinaz aktivitassal rendelkezé Bcer-Abl kiméra fehérjét [109]. Egy
masik, szintén a legelsék kozott alkalmazott humanizalt antitest-alapti terapia soran az
emlétumorok 25%-aban taltermelddd HER2 fehérjét céloztdk. A HER (human epidermal
growth factor) receptorok csaladjaba tartozik az EGFR (HER1), a HER2, 3 és 4 sejtfelszini
receptorok. A receptorcsalad tagjai koziil a HER2 csonkolt formaban fejez6dik ki a sejtekben,
ezért nem képes ligandkotésre, viszont rendelkezik intracellularis kinaz aktivitassal. Ezzel
szemben a csalad tobbi tagjai, igy a HER3 1s, meg tudjék kotni az extracellularis novekedési
faktorokat, viszont nem rendelkeznek sajat enzimaktivitassal. Abban az esetben, ha a HER3
megkoti ligandjat, egy heterodimer komplex alakul ki a HER2 és a HER3 kozott. A heterodimer
kialakulasanak kovetkeztében a HER2 foszforildlja dnmagat, majd a HER3 fehérjét is. A
foszforilacios események aktivaljak a PI3-K fiiggd jelpalyat, ami végiil az AKT sejtmagi
els@sorban proliferaciot és tulélést serkentd gének kifejezOdését serkentik, igy a novekedési
faktorok megkotése a tumorsejt fokozott osztdodasat eredményezi. A trastuzumab nevil
monoklonadlis antitest képes bekdtni a HER2 fehérje juxtamembran doménjébe, ezért a HER3
ligandkotése esetén a két fehérje dimerizacidja gatolt, és igy a teljes mitogén szignalizacid

blokkolodik. A klinikai vizsgalatok azt mutattak, hogy az HER2-specifikus antitest terapia
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legjobb hatasfokat Paclitaxellel vagy Docetaxellel térténé kombinacidban érte el, azonban azt
is megallapitottak, hogy a legtobb betegben a terapia kezdetét kovetd egy éven beliil rezisztencia
alakult ki az alkalmazott hatdbanyagokkal szemben [110].

Sajnos a kemoterapias hatdbanyagok ismételt adagolasa az esetek egy részében terapia
rezisztencia kialakulasahoz vezethet, ami akar a teljes kemoterapias kezelés hatastalansagat
eredményezheti. Mivel a terapia rezisztencia hatterében elsdsorban a széles
szubsztratspecificitassal rendelkezd ABC transzporterek emelkedett efflux aktivitasai allnak,
gyakran fordul el6 multidrog rezisztencia is, ami azt jelenti, hogy a tumor nem csupan egy adott,
de szdmos eltérd tipusu kemoterapias szerrel szemben is ellendllo. Tobb eltéré molekularis
biologiai mechanizmus allhat a multidrog rezisztencia hatterében. Sok esetben a széles
szubsztratspecificitasia P-glikoprotein (Pgp) emelkedett expresszidja okozza a tumorsejtek
multidrog rezisztenciajat, de mas fehérjék, illetve transzmembran pumpak mikodése is
eredményezhet emelkedett ellenalld képességet [111]. Ugy tiinik, hogy a drogrezisztencia
kialakuldasdban epigenetikai folyamatok is szerepet jatszanak, ugyanis a kromatinallomany
poszttranszlacidos modositasai alapvetd szerepet toltenek be az egyes gének — igy az ABC
transzporterek génjeinek — transzkripcids szabalyozasaban [112]. Léteznek hatéanyagok,
melyek képesek specifikusan az ABC transzporterek aktivitasat gatolni, de mivel ezek a
transzporterfehérjék fontos szerepet kapnak szamos nélkiilozhetetlen élettani folyamat soran is,
az ilyen inhibitorok alkalmazasa stlyos mellékhatasokkal jarhat, ezért sosem keriiltek klinikai
gyakorlatba [113].

A tumoros megbetegedések kezelése soran gyakran alkalmazott eljaras a sugarterapia is.
A sugarterapia folyaman magas energiaju gamma- vagy rontgensugarakat (fotonok), esetleg
ionizalt atomokat (pl. proton) juttatnak a tumoros szovetbe, ami visszafordithatatlan
karosodasokat okoz a rakos sejtekben [114]. A sejtekbe jutott fotonok vagy ionok képesek
kozvetleniil is kart okozni a DNS szerkezetében, de el6idézik kiilonbozé reaktiv gyokok
képzddését 1s, melyek tovabb karositjdk a tumorsejtek DNS allomanyat. A gamma- ¢és
rontgensugarak altal kivaltott DNS karosodéasok elsdsorban bazismodosulasok vagy egyszala
DNS torések lehetnek, melyeket a sejtek javitdmechanizmusai hatékonyan helyreéllitanak.
Joval kisebb aranyban fordulnak el6 kettds szalt DNS torések, ugyanakkor mivel ezek javitasa
nehezebb a sejtek szamara, ha nagy mennyiségben vannak jelen, a sejtek apoptotikus halalat

eredményezhetik [115]. Azonban akarcsak a kemoterapia, a sugarterapia sem tumor specifikus
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hatasu, igy nem csak a tumorsejtek, hanem a sugarnyalab altal érintett egészséges szovetek és
szervek is karosodhatnak a kezelés soran. Jelenleg az egészséges szovetek karosodasat ugy
probaljak csokkenteni, hogy a tumoros szovetet tobb sz6gbdl sugarazzak be és a tumor ezeknek
a sugaraknak a keresztmetszetébe esik. Ilyen modon a rakos szovetet magasabb dodzisu karosito
hatas éri, mig az egészséges szovetek csak kisebb dozisban részesiilnek [114]. Az egészséges
szovetek karosodasat csokkentheti szdmos tumorsejt szelektiv, radioszenzitizaldo vegytilet
hasznalata. A radioszenzitizdlo vegyiiletek a tumoros sejteket érzékenyebbé teszik a
sugarkezeléssel szemben, igy kisebb dozis alkalmazasaval is elérhet6 a kivant tumorsejt karosito

hatas, mig az egészséges szovetek sériilése csokkenhet [116].

sre s

Annak ellenére, hogy az elmult években jelentés mennyiségli informacié halmozddott
fel a rakos megbetegedések hatterében allo kiillonb6zd molekularis bioldgiai folyamatokrol, a
tumoros elvaltozasok felismerése, kezelése, illetve a betegség teljes gyogyitdsa még mindig
nagy kihivas az orvostudomany szamara. Jollehet, a mai terapias eljarasok igen hatékonyak,
nem elhanyagolandd, hogy ennek feltétele a betegség korai diagnozisa. Raadasul nem szabad
megfeledkezni arrdl sem, hogy a tradicionalis kemoterapia soran alkalmazott citotoxikus
vegyiiletek nem rendelkeznek célzott, tumor sejt specifikus hatdssal, ezért sokszor
visszafordithatatlan mértékii mellékhatasokat okoznak az egészséges, osztddd sejtek
karositasaval. A nanotechnoldgia innovativ eredményeinek koszonhetden uj stratégiak
a nanométeres mérettartomanyba esé anyagok szintézisével, fizikai-kémiai jellemzésével,
illetve alkalmazasaval foglalkozé aga az anyagtudomanyoknak. Mivel az anyagok fizikai-
kémiai jellemzdi és biologiai rendszerekkel torténd kolesonhatasai jelentésen megvaltoznak, ha
méretiik az 1-t61 100 nm-ig terjedd tartomanyba esik, a ,,nano” méretli részecskék hasznélata
hatalmas potencialt jelenthet az orvostudomany szamara is [117, 118]. Szamtalan ,,nano” méretii
anyagot teszteltek mar human betegségek in vitro és in vivo modelljeiben. Jol jelzi a
nanobiotechnologiai kutatisok eredményességét, hogy az Amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerfeliigyeleti Hatosdg (FDA) mar jelentds szdmu, nanométeres tartomanyba esd

gyogyszerkészitmény klinikai alkalmazasat jovahagyta [119].
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A nanorészecskék szamos egyedi tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek igéretes terapids
eszk6zokké teszik Oket. Legfontosabb ezek koziil a méretiikhdz viszonyitott hatalmas relativ
felsziniik és az ebbdl kovetkezo nagy feliilet:térfogat aranyuk. Mivel a nanorészecskék felszine
a részecske kémiai tulajdonsagatdl fiiggben valtoztathatd, lehetdség van arra, hogy
befolyasoljuk kiilonb6zd funkcionalizald és célzdé molekulak kotésével a nanorészecskék
biologiai hatasait [120]. Ilyen moédon a nanorészecskék mar ismert és sikeresen alkalmazott
kemoterapias gyogyszermolekulak hordozoiva is valhatnak. Raadésul, a feliileti mddositasokon
kiviil, az tireges szerkezetli részecskék belsd porusaiba kiilonbozo tipust gydgyszermolekulakat
lehet ,,nano kapszulazni” [121]. Nanorészecskék segitségével terapias nukleinsavak célba
juttatdsa is megvaldsithato. Ilyen esetekben kis RNS molekuldkat kdtnek a nanorészecskék
felszinére, melyek célgénjeik csendesitésén keresztiil képesek befolyasolni a rdkos sejtek
génexpresszios tulajdonsagait [122]. A terapias molekulak kotésén kiviil azonban szamos egyéb
csoporttal is funkcionalizalhatunk nano-hordozokat, melyek elésegithetik a kemoterapias
hatdéanyagok célzott iranyitasat a rakos sejtekbe, igy megnovelve a tumorterapia
specifikussagat. Gyakran alkalmazott “célz6” molekula példaul a folsav, mivel a folsavat
felismerd receptor a tumorsejtek nagy részében taltermelddott. A folsav receptorok
megemelkedett mennyisége miatt a rakos sejtek nagyobb affinitassal veszik fel a folsavval
konjugalt nanorészecskéket, mint az egészséges sejtek, igy a nanorészecskék felszinére kotott
folsav emelkedett tumorsejt specificitast tesz lehet6vé [123]. Abbol a célbol, hogy a
nanorészecskéket specifikusan a rdkos sejtekbe juttassak, gyakorta kotnek tumor specifikus
antitesteket is a részecskék felszinére, de a nukleinsav természetii aptamerek is igéretes célzd
molekulédknak bizonyulnak [124].

Sok esetben a nanorészecskék “passziv célzo” hatdsa miatt felszinre kotott
funkcionalizalé csoport nélkiil is elérhetd a ,,nan0” méreti anyagok tumor specifikus
akkumulécidja. A nanorészecskék passziv célba juttatasat és egyedi farmakokinetikai
viselkedését a tumoros szovetek emelkedett ateresztOképessége €s ndvekedett retencidja teszi
lehetévé (EPR hatas). Megfigyelték ugyanis, hogy a szervezetben keringé 5-100 nm
mérettartomanyba esd részecskék pusztan fizikai tulajdonsagaik miatt akkumulélodnak a
tumorszovetben. Habar a passziv célba juttatds pontos sejtbiologiai mechanizmusa még nem
ismert, valoszinlinek tlinik, hogy a jelenség hatterében a daganat sajatos vaszkularizacidja, a

fenesztralt endothél és a bazalis membran egyedi rendellenességei allnak [125] (3. abra). A
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tumorok egyedi anatomiaja mellett azonban a nanorészecskék alapvetd fizikai tulajdonsagai is
meghatarozzak szervezeten beliili eloszlasukat és sorsukat. Az egyes szovetekben talalhato
makrofagok ¢és fagocita sejtek példaul képesek hatékonyan kiszlirni a ,,nano” méretii
partikulumokat, miel6tt azok eljuthatnédnak a tumorba. Szerencsére az immunrendszer ,,sziir6”
hatasa kiilonboz6 felszini molekulak alkalmazaséaval elkeriilhet. A monoklonalis antitestekhez
hasonloan, a nanorészecskék felszinét is lehet polietilén-glikollal (PEG) modositani, melynek
hatasara csokkenek a részecskék adszorpcids tulajdonsagai. Ennek kovetkeztében a vérben
keringé antitestek kikotédése a nanorészecskék felszinére jelentOsen gatolt, igy a blokkolt
opszonizacid kovetkeztében megnd a nanopartikulumok keringési rendszerben eltoltott ideje
[126]. A nanorészecskék mérete szintén kulcsfontossagu lehet. Megfigyelték példaul, hogy a
kisebb, 5 nm koriili nanorészecskék konnyen iirlilnek a szervezetbdl a vesén keresztiil, mig a
nagyobb, 150 nm méretli partikulumok passziv moédon akkumuldlodnak a tiidében. A
keringésben eltoltott idét befolyasolja az alkalmazott nanorészecskék alakja is: mig a diszkosz,
vagy palcika alaku nanorészecskék jobban megtapadnak az endothél sejteken, ez a gomb
formaji nanorészecskéknél kisebb mértékben torténik meg, igy tovabb keringhetnek a

véraramban [127].
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3. abra. PEG-el funkcionalizalt arany nanorészecskék passziv akkumulalédasa egér

xenograft tumorban. A PEG-el boritott, 2.3 nm atmér6ji (5.5 nm hidrodinamikai

atméroji), infravords fényt emittdldo arany nanorészecskék intravénas adminisztracié utan

képesek passziv modon felhalmozddni az MCF-7 sejtekbdl 1étrehozott xenograft tumorban.
. (abra forrasa: [1]).
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Annak ellenére, hogy a részecskék fizikai tulajdonsagai és a célba juttatasat szolgalo
funkcionalizald csoportok természete alapvetden befolyasoljak a nanopartikulumok
viselkedését az egyes biologiai rendszerekben, a nanorészecskék kémiai sszetétele messze az
egyik legmeghatarozobb tulajdonsaga a ,,nano” méretii anyagoknak. A nanorészecskéket kémiai
Osszetételiik alapjan a kovetkezoképpen csoportosithatjuk: megkiilonboztethetiink szén-alapu,
fém, fém-oxid, polimer-alapt és keramia részecskéket [128-132]. Léteznek bio-polimerbdl
kialakitott nanorészecskék is [133], ahol a részecske alapjaul szolgald vegyiilet megtalalhato a
sejteket felépit6 makromolekuldkban is. Leggyakrabban lipideket (liposzomak) vagy
szénhidratokat hasznalnak ilyen részecskék eléallitasara [134, 135]. A legnagyobb sikereket a
liposzomakba csomagolt hatdoanyagokkal érték el, hiszen szamos tradicionalis kemoterapias
hatéanyag liposzomakba csomagolt formaja mar engedélyt kapott klinikai alkalmazasra is
[136]. A liposzomak mellett azonban léteznek olyan nanorészecskék is, ahol lipidek helyett
valamilyen vitamin molekula polimerje alkotja a partikulum f6 komponensét. Ezek a nano-
anyagok nemcsak a hordozott hatéanyag szempontjabol eldonydsek, de maga a hordozoé is
jotékony biologiai hatassal rendelkezik [137]. Tovabbi rendkiviil igéretes nanoanyagok a
szilika-alapu nanorészecskék is, mivel szilika felhasznalasaval konnyen szintetizalhatoak olyan
porusos szerkezetli nanopartikulumok, amelyek iiregei kiilonleges feliiletet biztositanak kis
gyogyszermolekulak szallitisara [138]. Igy a gyogyszermolekulak eltérd oldékonysagabol
adodé farmakoldgiai problémédk is konnyen kezelhetdvé vélnak. Rdéadasul, a szilika
nanorészecskék porusai pH szenzitiv ,,fedéllel” is ellathatdak. Ilyen esetben a nanorészecske
csak akkor engedi ki a benne 1év6 hatéanyagot, ha alacsonyabb kémhatast kézegbe keriil [139].
A pH fiiggé hatéanyag kibocsajtas konnyen eredményezheti a citotoxikumok tumor specifikus
felszabadulasat, ugyanis a tumorok mikrokdrnyezetében az egészséges szovetektol eltérd,
enyhén savas pH figyelheté meg. A fém alapti nanorészecskék, kitlind optikai tulajdonsagaik
miatt, szintén egyediilallo szerepet tolthetnek be a képalkotd diagnosztika teriiletén, és konnyen
modosithatd felsziniik miatt kivalé hordozok kemoterapids gyogyszerek szamara is, ezért

igéretesnek tlinnek a jovO “teranosztikai” (diagnozis + terapia) eszkoztaraban [125].

31



3.7. Fém nanorészecskék

Fémek felhasznalasaval leggyakrabban vas- és vas-oXid-, cink-, arany- illetve eziistalapu
nanorészecskéket készitenek orvosi felhasznalasra. Az elmult idészakban a fém nanorészecskék
elsésorban kiilonleges feliileti plazmon rezonancia tulajdonsdgaik, katalitikus aktivitasuk és
hatoanyag hordozasara alkalmas, konnyen moddosithatd felsziniik miatt valtak népszerivé.
Raadésul, a fémalapi nanorészecskék optikai jellemzoik és citotoxikus hatasuk miatt
kiilonosképpen alkalmas eszkdzoknek bizonyulnak a tumoros megbetegedések diagndzisdban
felhasznaldsi terlilete van az orvostudoményban. A  vas-alapl nanorészecskék
kontrasztanyagokként milkodnek MRI képalkotas soran [142], de egyedi magneses
tulajdonsagaik miatt hipertermias terapiaban is alkalmazhatéak [143]. llyenkor a tumorban
lokalizal6dé nanopartikulumokat valtakozo6 irdnyt magneses térnek teszik ki, a magnesesség
a részecskék jelentds energiat veszitenek. Az energiavesztés fokozott hdtermeléssel jar, ami a
tumoros szovet homérsékletét 40-45°C-ra képes melegiteni. Az igy generalt helyi hipertermia
hatdsara a tumorszovet sejtjeiben apoptozis indukalddik, ami a tumorsejtek halalat eredményezi
[125]. Mas célokra hasznaljak fel az aranybdl késziilt nanopartikulumokat: annak ellenére, hogy
az arany nanorészecskék nem reaktivak és biologiailag k6zombosnek bizonyultak,
kiemelkedéen erds radioszenzitizdlo hatdsuk miatt hatalmas lehetdségeket rejtenek a

sugarkezelésen alapulo terapiak fejlesztésében [144, 145].

3.8. Eziist nanorészecskék

Az eziist nanorészecskék (AgNP) egyedi anti-mikrobidlis hatdsukkal kiemelkednek az
egyéb tipusu, fém-alapt nanopartikulumok koziil. Jol jellemzett baktericid, anti-viralis és
gombaellenes aktivitasuk miatt az eziist alapu nanopartikulumok a leggyakrabban hasznalt nano
természetli anyagok kozé tartoznak [146]. Anti-mikrobialis hatasuknak kdszonhetden gyakran
alkalmazzak ket korhézi festékek aktiv 0sszetevdjeként, igy a kezelt feliileteket csiramentesen

tarthatjak [143, 147]. Eziist nanorészecskéket hasznositanak mar kozmetikai és egyéb haztartasi
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termékekben is. S6t, sebek kezelésére tervezett textilekben is hasznalnak eziist
nanorészecskéket, mivel gyulladascsokkentd hatasuk miatt eldsegitik a seb gyogyulasat és
egyben hozzajarulnak a sériilés felszinén 1év6 korokozok pusztuldsdhoz [148-150]. Eziist
nanorészecskékkel impregnalt polimereket alkalmaznak mar orvosi miiszerek felszinén is,
annak érdekében, hogy csokkentsék a koérhazakban a kiillonbozé kérokozok altal terjesztett
fertézéseket [151]. Gyakori alkalmazasuk miatt az ezlist nanorészecskék aktivitasa mogott rejlé
biologiai folyamatokat mar jol jellemezték kiilonb6z6 mikrobioldgiai modellekben [152],
rakellenes aktivitasukat viszont csak az elmult néhany évben irtak le el6szor megbizhatoan.

T6bb in vitro tumorsejtes rendszerben is megfigyelték mar, az eziist nanorészecskék
anti-proliferativ, sejtciklus gatlo, illetve apoptozis indukald tulajdonsagait [153-159]. Eziist
nanorészecskékkel kezelt, egérbdl szarmazo fibroszarkoma sejteken csokkent proliferdciot,
illetve a sejtekben megnagyobbodott méretli sejtmagokat figyeltek meg. Tovabbi vizsgalatok
kezdeti biztato in vitro eredmények utan az eziist nanorészecskék rakellenes hatasat tobb in vivo
kisérleti rendszerben is megerdsitették: patkanyokban az eziist nanorészecskék gatoltak a Pliss
kimutattak, hogy csokkent a tumor progresszié mértéke az eziist nanorészecske kezelés hatasara
[162]. Az eziist nanorészecskék feliileti modositasanak hatékonysagat is bizonyitottak mar. A
HIV virusbdl szdrmazo, sejt-penetrald TAT peptiddel konjugalt eziist nanorészecskék tumor
ellenes hatasa jelentdsen megemelkedett a ,,csupasz” nanorészecskéhez képest. A TAT-
peptiddel konjugalt nanorészecskék szignifikansan er6sebben csokkentették a multidrog
rezisztens sejtekbdl eldallitott xenograft tumor novekedését egerekben, mint a TAT fehérjét nem
kotott részecskék. Annak ellenére, hogy tumorok progresszidjanak azonos mértékii gatlasat
Doxorubicin kezeléssel is ki tudtak valtani, ez a kemoterapids hatdanyag jelentds karokat
okozott az allatok tobbi szervében. Ezzel ellentétben, a TAT-modositott eziist nanorészecskék
szelektiven, csak a tumorokban indukaltak szoveti karosodast [163].

Az eziist nanorészecskék citotoxikus hatasaért felelds sejten beliili folyamatokrol
viszonylag sok molekularis részlet kidertilt mar. Tobb munka is azt tdmasztja al4, hogy az eziist
nanorészecskék apoptotikus hatdsa mogott egy ,,trdjai fald” tipusut mechanizmus all. Ez azt
jeleni, hogy a nanorészecskék intakt forméaban képesek bejutni a sejtekbe, ahol toxikus eziist

ionok szabadulnak fel a nanorészecskék felszinérdl [164]. Az eziist ionok reaktiv oxigén formak
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képzodését segitik eld, melyek a sejt oxidativ homeosztazisanak felborulasa mellett kiilonb6zo
sejtorganellumokat karositanak, igy a keletkezett membran rendellenességek, DNS torések €s a
citoszkeletalis rendszer karosodasa miatt, bekapcsolodik a sejt halalat eredményezé apoptotikus
program [165-168]. Habar az eziist ionok altal indukalt oxidativ stressz-fiiggd apoptézis jol
magyarazza az eziist nanorészecskék citotoxikus hatasai mogott allé6 mechanizmusokat, arra is
l1étezik bizonyiték, hogy mas folyamatok is szerepet jatszanak a részecskék altal kivaltott
apoptotikus események aktivalasaban. Mivel az eziist nanorészecskék €s a reaktiv eziist ionok
eltérd fehérjéket €s sejt organellumokat képesek karositani, valdszinii, hogy a nanorészecskék
toxikus hatasa nem pusztan az eziist ionoknak tulajdonithat6 [169]. Fontos figyelembe venni azt
IS, hogy a fém nanorészecskék képesek passzivalodni. Ez azt jelenti, hogy egy adott mennyiségii
eziist ion keletkezése utan visszamarad a nanorészecskébdl egy mag, amelyrdl mar tobb ion nem
képes oldatba jutni [170]. Tehat a nanorészecskék csak egy adott mennyiségii reaktiv ion
képzddését biztositjak, és ez erdsen fligghet a nanorészecskék méretétdl és egyeb fizikai-kémiai
tulajdonsagaitol is. Ha kizarolag a nanorészecskék felszinérdél felszabaduld reaktiv ionok
felelosek a megfigyelt anti-proliferativ hatdsért, tervezésiik soran szamitasba kell venni a
nanorészecskék “passzivalodasi” képességét is.

Az eziist nanorészecskék szintézisére tobb modszert is fejlesztettek mar, azonban a
leggyakoribb eljarasok az eziist-nitrat oldataban 1évé eziist ionok redukalasan alapulnak. A
szintézis soran alkalmazott redukald szer fontos szerepet jatszik az eldallitott nanorészecske
biologiai hatasdban, mivel jelen lesz a nanorészecske kolloid oldatdban illetve a részecskék
felszinén is. Leggyakrabban natrium-borohidridet, keményit6t vagy citratot alkalmaznak, de
egyre tobbszor hasznalnak kiilonbdzo bioldgiai forrasokbol szarmazé redukalo szereket is [171,
172]. Tlyen esetekben altalaban valamilyen gyogyaszati szempontbol fontos ndvény kivonatat
alkalmazzdk redukdlo szerként, igy az eziist-nitrat redukcidja egy heterogén, kiilonbozo
biologiailag aktiv molekuldkat tartalmazo redukalod keverékben torténik. Gyakran a redukéalo
szer molekulai egyben stabilizaljak is a keletkezd nanorészecskét, megkotddnek annak felszinén
¢és az eziist nanorészecskék biologiai hatasait is jelentés mértékben modosithatjak. Ezek a
feliiletet burkoldo anyagok befolyasoljak a részecske feliileti toltéseloszlasat is, ami pedig
alapvetden meghatarozza a nanorészecskék sejtekbe torténd felvételét. Habar a felszinen 1évo
burkold molekulak fontos szerepet jatszanak a nanorészecskék felvételében, abban az esetben,

amikor egy negativ feliileti toltésli részecske egy biologiai médiumba — pl. vér vagy tapfolyadék
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— keriil, a részecske feliiletén spontdn mdodon adszorbedlddhatnak a kozegben 1évo fehérjék és
igy ,,protein koronat” alakitanak ki [173]. Legnagyobb mértékben albumin és egyéb szérum
fehérjék alkotjak a nanorészecske koriil képz0do protein korondt, és ezek szerepet jatszanak a
nanorészecske biologiai felismerésében is [174]. Ez igen ¢lény6s tulajdonsag, mivel a szérum
fehérjék elfedik a fém részecske idegen természetii felszinét és ez gyakorlatilag akadéalytalanna
teszi a részecskék felvételét, ugyanakkor a kialakult protein korona eltakarhatja a hordozo
feltiletére kotott funkcionalizald csoportokat is. Annak érdekében, hogy ezt elkeriiljék,
kiilonb6zé hosszisagu linkereken keresztiil kapcsoljadk a funkcionalizdlé csoportokat a
hordozok felszinére. A hosszu linkerek segitségével a funkcionalizald csoport ,,tallég” a
hordozé felszinén kialakult protein koronan, igy érvényesitheti biologiai hatasat. Annak
ellenére, hogy a részecske fizikai-kémiai tulajdonsagai alapvetéen meghatarozzak biologiai
hatasukat, nagyon kevés informacio all rendelkezésre arrél, hogy a kiilonb6z6 redukaléd szerek,
kiilonb6zé méretii nanorészecskék felszinén hogyan befolyasoljak a protein korona kialakulésat,
¢s hogy ez milyen hatassal van a nanorészecskék és a kiilonbozd tipusu sejtek kdlesonhatasara.

Habar sok igéretes eredmény sziiletett az eziist nanorészecskék felhasznélasi
lehet6ségeirdl, alkalmazasukat jelentds mértékben korlatozzak szisztémas toxikus hatasok,
amelyeket ma még csak nagyon csekély mértékben ismeriink. Egy tanulmany soran 28 napon
keresztiil, intravénasan adagoltak 20-100 nm méretii eziist nanorészecskéket patkanyokba, majd
a kisérlet végén megfigyelték a kivaltott kronikus hatdsokat. A kezelés hatdsara jelentésen
megndvekedett a kisérleti allatok 1épe, valamint a Iépben talalhato T illetve B sejtek szama. Az
egyes szervek hisztopatologiai vizsgadlata megerdsitette az eziist nanorészecskék
felhalmozdodasat a 1épben, majban valamint a nyirokcsomokban is. Az allatok majanak
karosodasat alatamasztotta a vérben mért emelkedett ASAT valamint ALAT aktivitas is [175].
Egy masik vizsgalat soran megallapitottak, hogy a per os bejuttatott eziist nanorészecskék
képesek a portalis vénan keresztiil az emésztdtraktusbol a majba jutni és ott citotoxikus hatast
kivaltani [176]. Az in vitro vizsgalatok azt mutattak, hogy az eziist nanorészecske kezelések
hatasara megvaltozott a majsejtek alakja, valamint ezekben a sejtekben abnormalis morfologiai
tulajdonsagokat mutatdé mitokondriumok voltak megfigyelhetéek [177]. A toxikologiai
tanulmanyok megallapitottak, hogy az eziist nanorészecskék hatasa els@sorban méretiiktdl,
morfologiajukrol és eziist ion felszabadito képességiiktdl fiigg. Abban az esetben azonban, ha

az eziist nanorészecskék ionizacidja gatolt, hatasuk is nagymértékben csékkent. Ugyanebben a
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tanulmanyban szamszertien megallapitottak, hogy az eziist nanorészecskék toxicitasa 7665-szor
kisebb, mint az eziist-nitratbol felszabadulo eziist ionoké [178]. Zebrahal embridkban is
vizsgaltdk a kiilonb6oz6 méretli eziist nanorészecskékkel torténd kezelések mérgezd hatasat.
Megallapitottak, hogy a zebrahal embriokon a kisebb méretli nanorészecskék erdsebb toxicitast
mutattak a nagyobb atmérdji valtozataiknal [179]. Mivel eziist nanorészecskéket csont
implantatumok felszinén is alkalmazhatnak annak érdekében, hogy elkeriiljék a miitétek utani
fertézéseket, Pauksch és munkatarsai mesenchymalis Ossejteken valamint oszteoblasztokon
vizsgaltdk az eziist nanorészecskék toxikus hatasait. A vizsgalat soran 21 napig tartd eziist
nanorészecske expoziciot alkalmaztak, melynek végén csokkent viabilitast tapasztaltak az
alkalmazott sejteken. A vizsgalat soran a szerzék megallapitottak egy kritikus koncentraciot (10
1g/g), ami felett az eziist nanorészecskék mar toxikus hatast gyakorolhatnak a csontszovetekre
[180]. Egy masik fontos vizsgalat soran 122 egészséges onkéntes bevonasaval vizsgaltak a
készitmények per os fogyasztisanak hatasait. A résztvevok 14 napig fogyasztottdk a
készitményeket, majd altalanos laboratoriumi diagnosztikai, illetve klinikai vizsgalatokat
végeztek rajtuk. Az eredmények azt mutatjak, hogy a résztvevok kozott nem tortént semmilyen
megfigyelhetd szervi morfoldgiai valtozas, és a hematologiai értékekben sem tapasztaltak
kiilonbséget a placebo csoport és a nanorészecske készitményeket fogyasztd csoportok kézott
[181]. Mivel az eziist nanorészecskék alkalmazasanak akut vagy kronikus toxikus hatasait
tekintve a kutatasok eredményei nem tekinthet6k konklizivnak, tovabbi vizsgalatok

szlikségesek ezen ,,nano” anyagok barminemii orvosi célu felhasznalasat megel6zden.

3.9. Arany nanorészecskék

Az arany nanorészecskék (AuNP) szamos tulajdonsiagukban nagy hasonlosagot
mutatnak az eziistbdl késziilt partikulumokkal, azonban eltérd kémiai jellegzetességeik miatt
egészen mas tumor terapids szerepet tolthetnek be. A szintézis-eljarasok optimalizalasa miatt
igen valtozatos formaban eléallithatoak arany nanorészecskék. Lehetdség van gomb, csillag és
palca alaku arany nanorészecskék eldallitasara, de aranybol késziilt nano-ketrecek szintézise is

megvalosithato [182, 183]. Az eziist nanorészecskékkel szemben, az aranybol késziilt nano-
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anyagok biologiailag inert természetiiek, ugyanis onmagukban nem reaktivak. Emiatt az arany
nanorészecskék biokompatibilis anyagoknak tekinthetdek, és ez a tulajdonsag messzemenden
megnoveli terapias felhasznalasi lehetéségeiket is.

Mig a szerves anyagokbol felépiild hordozok — példaul liposzomak, vagy szerves
polimerek — felszini modositasa sok esetben nehézkes, az arany nanorészecskék esetén ez sokkal
konnyebben megoldhato [184]. A konnyi feliileti kémidjuknak koszonhet6en eléallitottak mar
olyan arany nanorészecskéket, amelyek képesek hatdanyagot juttatni tumoros sejtekbe [185].
Szintetizaltak olyan arany-alapi nanorészecskéket is, amelyek felszinére polimert kotottek,
amire egy pH-szenzitiv linkeren keresztiil Doxorubicin valamint folsav molekulakat kapcsoltak.
A folsav miatt a metasztatikus, folsav receptort nagy mennyiségben kifejez6 4T1 sejtek a
nanorészecskéket hatékonyan felvették, a pH-szenzitiv linker pedig biztositotta a hatéanyag
felszabadulasat a tumor savas kémhatasi mikrokornyezetben, illetve a sejtek savas
organellumaiban [186]. Hatoanyagokon kiviil szamos célzé molekulat is kapcsoltak mar arany
nanorészecskék felszinére. Tumor nekrozis faktorral (TNF) konjugalt arany nanorészecskék
példaul hatékony tumor specifikus akkumulaciora képesek. A TNF-el konjugilt arany
nanorészecskék elsdsorban a tumorok vaszkularis rendszerében halmozodtak fel, és a szabad
TNF-hez képest eredményesebben csokkentették a tumor novekedését egerekben [187].
Terapias céllal kiilonféle nukleinsavak is sejtekbe juttathatoak arany nanorészecskék
felhasznaldsaval. Arany nanorészecskékre kotott antiszensz DNS segitségével szamos, EGFP-t
expresszalo sejtvonalban elérték a konstitutivan kifejez6d6 fluoreszcens riporter
expresszidjanak teljes eltlinését [188].

Az arany nanorészecskéknek feliileti-fizikai tulajdonsagaik miatt kiemelkedd
radioszenzitizalé hatasuk van, de a fototermalis terapias megkozelitések soran is magas
potencidllal rendelkeznek. Az arany nanorészecskék radioszenzitizaldé hatdsa mogott két
mechnaizmus 4all: egyrészt a nanorészecskék képesek visszaverni a felszinre beérkezett
elektronokat, ezaltal magasabb szabdgyok képzdédést indukalnak kozvetlen kornyezetiikben.
Azonban, rontgen és gamma sugarzas hatasara az arany nanorészecskék atomjait felépitd
elektronok gerjesztésének kovetkeztében a nanorészecske maga is képes tovabbi elektronok
leadasara, igy erésitve a sugarkezelés hatasat. Abban az esetben, ha a sugarkezelés soran leadott
foton a nanorészecske belso részében valt ki excitaciot, ugynevett Auger elektronok képzddnek,

amelyek tovabbi excitaciot indukalnak a nanorészecskében. A folyamat sordn egy kaszkad
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alakul ki, aminek hatasara sokszorozodik a nanorészecskébdl felszabaduld reaktiv elektronok
mennyisége. Az igy felszabadult elektronok késObb, mas nanorészecskékben is kivalthatnak
elektron felszabadulast, vagy abszorbealodhatnak a kérnyez6é bioldgiai médiumban, és ezaltal
ionizaciot vagy szabadgyok képzddést okozhatnak, igy a sejtek karosodasat eredményezik [114,
115, 189]. Az arany nanorészecskék radioszenzitizald hatasat szamos in vivo tumor modellben
megerdsitették mar [190]. Ugy tiinik, hogy az arany nanorészecskék erésitik a sugarkezelés
hatasat hipoxias tumorban, illetve intracranialis gliomaban is [191]. Raadasul, az arany
nanorészecskék esetén jellemzett radioszenzitizal6 hatast megfigyelték eziist nanorészecskéknél
IS, és mivel ezutoébbiak 6nmagukban is képesek apoptdzist indukalni a rakos sejtekben, a terapias
hatékonysag eziist nanorészecskék felhasznalasaval még magasabbnak bizonyult [192].

Az arany nanorészecskék feliileti plazmon rezonancia tulajdonsagai miatt, megfelel6
hullamhosszsagu fény abszorpcidjanak hatasara az energia hé formajaban szabadulhat fel a
nanorészecskékbdl. Ez a jelenség az arany nanorészecskék felszinén torténd elektron-foton és
foton-foton interakciok eredménye, és kihasznalhato lehet a tumorok terapiaja soran is, mivel a
szovetekben kivaltott hipertermia a sejtek apoptotikus halalat eredményezi [193]. Raadasul, a
tumorokban kialakitott lokalis hipertermia a trandicionalis kemoterapia hatasfokat is emelheti,
ugyanis a legtobb citotoxikus hatéanyag 40.5-43°C-os koérnyezetben sokkal hatékonyabb [143].
Egy tanulmanyban PEG-el funkcionalizalt arany nanorészecskéket adtak be intravénasan
egerekbe, majd az MDA-MB 435 emld tumor sejtekb6l 1étrehozott xenograft tumort kozeli
infravords fénnyel vilagitottdk meg. A fototermalis terapia hatdsdra nem csupan csokkent az
allatokban indukalt xenograft tumorszdvet novekedése, hanem a tumor teljesen eltlint, sét, a
kontroll csoporttal ellentétben, 10 nappal a kezelések utan sem alakultak ki ujra tumorok [194].

Akércsak mas nanorészecskék esetén, az arany nanopartikulumok toxikologiai
tulajdonsagainak megértése is elengedhetetlen fontossagl klinikai alkalmazasuk el6tt. Bar az
arany nanorészecskék mérgezd hatdsai joval csekélyebbek, mint példaul az eziist
nanorészecskéké, azonban ezek is képesek onmagukban sejthalalt okozni [195]. Az arany
nanorészecskék esetén is megallapithato, hogy tumorellenes hatasaik méretiikt6l és a stabilizald
anyag tulajdonsagatol fliigg, de ugy tinik, hogy ezen faktorok mellett, az arany nanorészecskék

toxicitasaban a célsejtek tipusa szintén meghatarozo lehet [196, 197].
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4., Ceélkituzések

Az eddig felhalmozodott tudomanyos munkdk alapjan kijelenthetjiik, hogy a fém
nanorészecskék — kiilondsen az eziist- és arany-alapu nanoanyagok — igéretes jellemzékkel
rendelkeznek, és lehetséges, hogy egyedi tulajdonsagaik a tumoros megbetegedések terapidja
soran is kihasznalhatoak. Ehhez azonban elébb meg kell érteniink, hogy a fém nanorészecskék
egyes tulajdonsagai hogyan befolyasoljak bioldgiai aktivitasaikat. Annak érdekében, hogy a fém
nanorészecskék bioldgiai hatasait jobban megismerjiik, munkank soran {6 célunk az volt, hogy
kiilonbozo, fizikai-kémiai paramétereikben eltérd fém nanorészecskék viselkedését és hatasait
tanulmanyozzuk tumoros megbetegedéseket modellezé in vitro és in vivo rendszerekben.

Annak ellenére, hogy tobb tanulmany szerint a kisebb nanorészecskéknek erdsebb
bioldgiai hatasuk van, mint a nagyobb partikulumoknak, az még nem tisztazott, hogy az eltéré
méretli nanorészecskék kiilonbozo, vagy megegyezd sejten beliil kivaltott mechanizmusokon
keresztiil fejtik-e ki hatdsaikat. Annak érdekében, hogy a nanorészecskék méretfiiggo
tulajdonsagait vizsgalhassuk, 5 nm illetve 35 nm atmérdjii eziist nanorészecskéket allitottunk
eld, és megfigyeltiik a két eltérd méretli nanorészecske apoptotikus hatasait. Mivel a humén
tumoros megbetegedések sordn a pS53 tumorszuppresszor hianya miatt jelentésen csokken a
rakos sejtek apoptotikus vélasza az egyes kemoterapids hatéanyagokat alkalmaz6 kezelésekre,
ugy dontottiink, hogy az 5 nm és a 35 nm atmérdjii eziist nanorészecskék apoptdzis-indukalo
hatasait vad tipusi p53-at tartalmazd és p53 null mutins oszteoszarkoma sejtekben is

megvizsgaljuk. Célul tiiztiik ki, hogy:

e megvizsgaljuk, képesek-e a tumoros sejtek felvenni az eltéré méreti

nanorészecskéket.
e Osszehasonlitsuk a vad tipust p53-at kifejez6 U20s és a pS3-at nem tartalmazo Saos-

2 sejtekben az 5 nm illetve a 35 nm atmérdjli eziist nanorészecskék citotoxikus

hatasait.
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e megvizsgaljuk, hogy az eziist nanorészecskék képesek-e p53 hianyaban is apoptodzist

okozni oszteoszarkdéma sejtekben.

e vizsgaljuk, hogy az eziist nanorészecske kezelések aktivaljak-e a p53-fiiggo jelpalyat

p53-at kifejezd oszteoszarkoma sejtekben.

e megfigyeljiik, az 5 nm illetve a 35 nm atmérdjii eziist nanorészecskék képesek-e
mitokondrialis karosodést, ¢és ennek kovetkezményeként mitokondrium-fiiggd

sejthalalt okozni oszteoszarkoma sejtvonalakban.

A nanorészecskék és a biologiai rendszerek kolcsonhatdsai soran, méretiik mellett a
nanoanyagok kémiai Osszetétele is meghatarozo szerepet jatszik. Ezért arany, illetve eziist
nanorészecskéket szintetizaltunk, tovabba eldallitottunk arany magbdl és eziist héjbol
felépiild ,,core-shell” szerkezetli arany-eziist hibrid nanorészecskéket is, és megvizsgaltuk,
milyen kiilonbségek vannak az eltéré fémekbdl felépiild nanorészecskék bioldgiai hatasai
kozott. Mivel a tumor mikrokdrnyezetében taldlhato reaktiv sztroma fibroblaszt sejtjei
meghatarozo6 szerepet jatszanak a metasztazisok kialakulasa soran is, kivancsiak voltunk
arra, hogy a kiilonb6z6é tipusu fém nanorészecskék a tumorok mikrokornyezetében
befolyasoljak-e a fibroblasztok és a tumoros sejtek kozotti kommunikaciot. Ha igen, akkor
Ki lehet-e ezt a képességet elonydsen hasznalni a tumorterapia folyaman. Ennek érdekében
célul tiztik ki, hogy in vivo rendszerben megvizsgaljuk, a tumorok mikrokérnyezetébe
kertilt fém nanorészecskék képesek-e befolyasolni kemoterapia mellett, illetve annak
hidnydban a tumorok novekedését, valamint a primer tumorok metasztazis képzo

tulajdonsagait. A kisérletsorozat sordn céljaink voltak, hogy:

e megvizsgaljuk, hogy nem-toxikus, dozisban hogyan befolyasoljak az arany, eziist,
valamint az arany-eziist hibrid nanorészecskék a 4T1 és MCF-7 adenokarcinoma,
valamint az NIH/3T3 és MRC-5 fibroblaszt sejtek proliferacios, invazios, valamint

migracios képességeit.
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vizsgaljuk, a tumor-asszocialt fibroblaszt sejtek tumor-tamogat6 hatasait
befolyasoljak-e az egyes fém nanorészecske kezelések. Amennyiben befolyasoljak,
célul tiztiik ki, hogy kideritsiik, a fibroblasztok altal termelt oldékony faktorok

szerepet jatszanak-e a tumor-tamogat6 hatasokban.

megallapitsuk, milyen transzkriptomikai valtozasokat okoznak az arany, eziist,
valamint az arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések a tumor-asszocialt

fibroblaszt sejtekben.

tanulmanyozzuk, hogy az arany-eziist hibrid nanorészecskék Doxorubicin terapia
mellett, vagy hianyaban hogyan képesek befolyasolni in vivo a tumorok

novekedését, valamint metasztatikus aktivitasat.
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5. Felhasznalt anyagok és modszerek

5.1. Fém nanorészecskék szintézise és karakterizalasa

A nanorészecskék szintézise, és részletes anyagtudomanyi jellemzése a SZTE-TTIK
Alkalmazott ¢és Kornyezeti Kémiai Tanszékén tortént, a tanszék munkatarsainak
kozremiikddésével. Az eziist nanorészecskéket a Lee ¢s Meisel altal kidolgozott, kémiai
redukcion alapuld moédszerrel készitettilk, melynek eredményeként kapott nanorészecskéket
citrat ionok stabilizaltak [198]. A kisebb méretli eziist nanorészecskék (5 nm AgNP)
eldallitasahoz 100 mL végtérfogatban 1%-0s AgNOs3 oldatot 70°C-on, 0.1% natrium-borohidrid
és 1% natrium-citrat jelenlétében redukaltunk. A kapott nanorészecskéket kiinduldsi
nanorészecskék (AuNP) eléallitdsdhoz az 5 nm-es eziist nanorészecskék készitésénél hasznalt
protokollt kovettiik, azzal a kiilonbséggel, hogy AgNOz oldat helyett hidrogén-tetrakloro-
auratot (HAuCly) alkalmaztunk. Az arany-eziist hibrid ,,core-shell” szerkezetii nanorészecskék
(Au@Ag) szintézis¢hez a kordbban kapott arany nanorészecskéket hasznaltuk (AuNP)
kiindulasi goécpontként, és AgNOs, illetve redukédld szer hozzdadasat kovetve egy ujabb
redukcids ciklust végeztiink el.

A kapott nanorészecske kolloid oldatok méreteloszlasat, és morfologidjat
transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) (FEI Tecnai G2 20 x) ellendriztik 200 kV
gyorsito fesziiltség mellett (4. abra). A nanorészecskékrdl készitett TEM képeket Imagel
szoftver és GraphPad Prism 7 szoftver segitségével kiértékeltiik, igy meghatdroztuk az egyes
kolloid oldatokban taladlhaté részecskék méreteloszlasat. Az egyes nanorészecskék vizes
oldatban mérhetd feliileti toltéseloszlasat (zeta potencial) Zetasizer Nano (Malvern) késziilékkel

hataroztuk meg (1. tablazat).
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5nm AgNP » 35 nm AgNP

X

4, abra. A Kkisérletek soran alkalmazott

nanorészecskék
elektronmikroszképos felvételei. AGNP — eziist nanorészecske, AuNP — arany nanorészecske,
Au@Ag — arany-eziist hibrid nanorészecske. Az arany és az eziist nanorészecskék szférikus
morfologiat mutatnak, mig az arany-eziist hibrid nanorészecskék esetén, az arany magon
kialakult eziist réteg egyenetlen eloszlasa volt megfigyelhetd.

transzmisszios

J

Név Rovidités Zeta potencial Méreteloszlas
5 nm eziist nanorészecske 5 nm AgNP -41,93 mV 5,19+ 0,91
35 nm eziist nanorészecske 35 nm AgNP -23,63 mV 34,73 +£ 0,90
arany nanorészecske AuNP -6,39 mV 4,47+ 1,35
ezuist nanorészecske AgNP -6,8 mV 16.93+ 4,8
arany-eziist hibrid nanorészecske Au@Ag -18,6 mV 24,97+ 12,34

1. tablazat. A Kisérletek soran alkalmazott nanorészecskék karakterizalasa
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5.2. Sejtkultura

Az oszteoszarkéma eredeti U20s ¢és Saos-2 sejteket, valamint a human MRC-5
fibroblaszt sejteket 2 mM L-glutaminnal, 0,001% sztreptomicinnel és 0,005% ampicillinnel
kiegészitett 1 g/L gliikdz tartalmit DMEM médiumban tenyésztettiik. A U20s és MRC-5 sejtek
tapfolyadéka 10% borji szérumot (FBS), mig a Saos-2 médium 5% FBS-t tartalmazott. Az egér
eredetti NIH/3T3 fibroblasztoid sejteket 2 mM L-glutaminnal, 0,001% sztreptomicinnel és
0,005% ampicillinnel, valamint 10% FBS-el kiegészitett 4,5 g/L gliikkoz tartalmt DMEM
médiumban tenyésztettiik. Az egér eredetli 4T1 és a human MCF-7 adenokarcindéma sejteket
10% FBS-el, 2 mM L-glutaminnal, 0,001% sztreptomicinnel és 0,005% ampicillinnel
kiegészitett RPMI 1640 médiumban tartottuk fent. Minden sejtvonalat 5% CO»-t tartalmazo,

37°C-os inkubatorban ndvesztettiink sztenderd sejttenyésztési koriilmények kozott.

5.3. Transzmisszios, pasztazd6  elektronmikroszkopia és  energiadiszperziv

rontgenspektrometrias mérések

A biologiai mintak transzmisszios elektronmikroszképos (TEM) analiziséhez 10° sejtet
novesztettiink 0.4 um poérusméretli poli€szter membran inszerteken (Corning), majd a mintakat
eziist nanorészecskékkel kezeltiik 24 oraig. A kezelések utan a sejteket Ovatosan mostuk PBS-
el, majd 4%-os glutaraldehid segitségével 2 oran keresztiil fixaltuk és 2%-0s zselatinba
agyaztuk. A mintak koriilbeliil 1-2 mm vastagsdgu metszeteit epoxi gyantaba (Epon 812, EMS,
PA 19440) agyaztuk, majd el8szor 1 pum vastagsagu félvékony szeleteket készitettiink, aztan
azok tovabbi metszése utdn 70 nm vastagsagu szeleteket allitottunk eld, melyeket uranil- és
olom-acetat oldatokkal festettiik. Az elkésziilt TEM preparatumokat Megaview G2 digitalis
kameraval (ITEM, Olympus Soft Imaging Solution GmbH, Miinster) felszerelt Philips CM10
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk 100 kV gyorsito fesziiltség alkalmazasaval az SZTE-AOK
Pathologia Intézetében.

A pasztazd elektronmikroszképos vizsgalatokhoz (SEM) a sejteket milanyag
feddlemezen novesztettiik, majd nanorészecskékkel kezeltiik 24 oraig. A kezelés utan PBS-el

mostuk majd egy ¢jszakan keresztiil 2,5%-o0s glutaraldehid oldat segitségével 4°C-on fixaltuk a

crcr
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95%, 98%, 100%), majd terc-butanol:etanol valtozo6 aranyu elegyével (1:2, 1:2, 2:1) kezeltiik,
végil a sejteket egy €jszakan keresztiil 4°C-on terc-butanolban tartottuk ¢és liofilizaltuk. A
mintak felszinét 4-5 nm vastagsagban arany-palladium keverékkel boritottuk majd a sejteket
Hitachi S4700 szeknning elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk 10 kV gyorsito fesziiltség
mellett a SZTE-TTIK Alkalmazott és Kérnyezeti Kémiai Tanszék munkatarsainak segitségével.
A mintak elemi dsszetételét Rontec QX2 EDS detektor alkalmazasaval hataroztuk meg 20 kV

gyorsito fesziiltség hasznalata mellett.

5.4. MTT esszé és ICso értékek meghatarozasa

A sejtek viabilitasat MTT esszé segitségével mértiik. Ehhez 96-lyuku mikrotiter lemezek
egyes cellaiba 10* sejtet osztottunk, majd masnap a sejteket kezeltik a tesztelni kivant
anyagokkal. A kezelések utan a sejteket PBS-es mosast kdvetden egy oran keresztiil 0,5 mg/mL
(3-(4,5-dimetiltiazol-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid oldatot (MTT reagenst) (Sigma-Aldrich)
tartalmaz6 médiumban inkubaltuk 37°C-on. Az inkubalas utan a PBS-el mosott sejtekben a
formazan kristalyokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) feloldottuk és a mintdk abszorbanciajat
Synergy HTX plate reader segitségével meghataroztuk. Az MTT esszék soran minden esetben
legalabb 4 bioldgiai parhuzamost hasznaltunk, €s a kisérleteket haromszor ismételtiik. Az adatok
kiértékelése soran a nem kezelt, kontroll minték abszorbancidjahoz szazalékosan viszonyitottuk
a kezelt mintak értékeit. Az ICso értékek meghatarozasahoz a tesztelni kivant anyagokat 12
1épéses linearisan, vagy logaritmikusan novekvd higitasi sorozatban alkalmaztuk a megadott
kezelési 1don keresztiil, majd MTT esszé segitségével meghataroztuk az egyes
koncentraciokhoz tartozo viabilitasi értékeket. Az egyes pontokra GraphPad Prism 7 szoftver

segitségével egyenest illesztettiink, €s meghataroztuk az y=50 értékhez tartozd ,.x

koncentracidkat.
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5.5. Immunocitokémia

Az apoptdzist jelzé prokaszpaz 3 hasitasat aktivalt kaszpaz 3-at felismerd ellenanyag
segitségével vizsgaltuk. Ennek érdekében a U20s ¢és Saos-2 sejteket targylemezeken
novesztettilk, majd a mintdkat a kezelések utan 4%-os paraformaldehid (PFA) segitségével
fixaltuk. A sejteket 0,3%-0s Triton-X-100 detergens segitségével permeabilizaltuk, majd az
aspecifikus fehérjekotd helyeket 5%-0s borju szérum albumin (BSA) segitségével blokkoltuk.
A kaszpaz 3 aktivaloédas detektdlasa érdekében a mintakat hasitott kaszpaz 3-at felismerd
ellenanyaggal (Cell Signaling) festettiik 1:600 higitasban. Ezt kdvetden a mintdkat megfeleld
nyul-elleni Alexa 647 fluoroforral jelolt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk (Abcam) majd a
sejtmagokat DAPI-val jeloltiik. A mintakrol Olympus BXS51 epifluoreszcens mikroszkop
segitségével készitettiink felvételeket. A hasitott kaszpaz 3-at tartalmazé sejtek szazalékos

megoszlasat Imagel szoftver segitségével hataroztuk meg.

5.6. Apoptozis detektalasa aramlasi citométerrel

A korai és késOi apoptotikus folyamatok aktivalodasat a sejtek Annexin V/Propidium-
jodid festddése alapjan detektaltuk. Ehhez a U20s és Saos-2 sejtekbdl 3x10° sejtet osztottunk 6
-lyuku plate-ek egyes celldiba, majd masnap a sejteket nanorészecskékkel kezeltiik. 4T1 és
MCF-7 sejtek esetén a ,,wound healing” essz¢ elvégzését kdvetden, a 24 ordig kezelt sejteket
hasznaltuk a vizsgalathoz. A kezelések utan PBS-el mostuk, majd tripszin segitségével
Osszegytjtottiik a sejteket. Centrifugaléssal iilepitettilk, majd Annexin V-ko6td pufferben ujra
felszuszpendaltuk a sejteket. A sejteket Alexa 488 fluoroférral konjugalt Annexin V-el és
Propidium-jodiddal festettiik a gyartok utasitdsa szerint (Life Technologies), majd az egyes
festékek fluoreszcencidjat BD FACScalibur dramlasi citométer segitségével meghataroztuk. A
kisérlet soran 10 000 mérési eseményhez tartozo fluoreszcencia értéket regisztraltunk ¢€s a
citometrias méréseket FlowJo V10 szoftver segitségével értékeltiik ki. A kvadransokat a kapott
citogramokon ugy helyeztiik el, hogy az adott sejtvonal festetlen mintdja esetén mért
sejtpopulacid minden tagja a bal als6 régioba keriiljon. Minden kisérletet haromszor ismételtiink

legalabb két biologiai parhuzamos felhasznalasaval.
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5.7. Western blot analizis

Az endogén és az ektopikusan expresszalt p53 illetve a Citokrém c fehérjék detektalasat
western blot analizis segitségével végeztiink el. Ehhez 6x10° sejtet osztottuk 6 cm atmérdji
csészékbe majd a kezelések utan a teljes sejtlizatum készitéséhez szonikacios pufferben (50 mM
TRIS pH=8.9, 2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 50 mM NaCl, 1x PIC) lizaltuk a sejteket. Az
extraktumot centrifugaltuk 13 000 rpm fordulatszamon (Heraeus Fresco 17), igy a
sejttormeléket, amely a mitokondriumokat is tartalmazta, kiiilepitettiik a csovek falara. Az igy
kapott lizatum feliilusz6jat citoplazmatikus frakcioként hasznaltuk. Az elkészitett sejtlizatumok
fehérjét SDS-akrilamid gélen megfuttatunk. Az elvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra
(Amersham) transzferaltuk, majd az aspecifikus fehérjeko6to helyeket 5%-0s tejpor-TBST (Tris
Buffered Saline Tween 20) oldattal blokkoltuk. A p53-specifikus ellenanyagot (DAKO) 1:2000
higitasban, a Citokrom c-t felismerd antitestet (Abcam) 1:500-ban, az anti-FLAG ellenanyagot
(Sigma-Aldrich) pedig 1:2500 higitasban alkalmaztuk. Loading kontrollként tubulin-specifikus
ellenanyagokkal (Sigma-Aldrich) inkubaltuk a membranokat. Az elsddleges ellenanyagok
hasznalata utdn megfeleld, torma-peroxiddzzal konjugalt masodlagos ellenanyagokat
alkalmaztunk. A membranokat ECL reagenssel kezeltiik (Millipore) majd a képzddott
kemilumineszcens jelet C-DiGit Blot Scanner (LI-COR) segitségével detektaltuk.

5.8. Tranziens transzfekcio és luciferaz aktivitas mérés

A U20s és Saos-2 sejtek tranziens transzfektaldsahoz 3x10° sejtet osztottunk 6-lyuka
lemezek cellaiba. A transzfektalasok soran 1 pg pGL2-Mdm2-promoter-Luc riporter plazmidod
[199] juttattunk a sejtekbe ExGen (Fermentas) és TurboFect (Thermo Scientific) transzfekcios
reagensek segitségével, a gyartok utasitasa szerint. Saos-2 sejtekbe 1 pg pCDNA3-p53-FLAG
plazmidot transzfektaltunk 24-lyuktl lemezen ndvesztett sejtekbe. Negativ kontrollként iires
pCDNA3 plazmiddal transzfektaltuk a sejteket, mig a luciferaz mérések pozitiv kontrolljaként
amagas bazalis aktivitasu citomegalovirus promoterét tartalmazo pCMV-Luc riporterplazmidot
hasznaltuk. A transzfektalasok utdn 24 oraval a sejteket tovabbi 24 Oraig kezeltiink

nanorészecskékkel. A luciferaz enzimaktivitds méréséhez kaparoval 6sszegyljtottiik a sejteket,
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majd centrifugélds utdn lizis pufferben (Promega) feltdrtuk a mintakat. A lizatumok
fehérjetartalmat Bradford reagenssel meghataroztuk és a mintak luciferaz aktivitasat luciferaz
essz¢ kit (Promega) segitségével meghataroztuk. A biolumineszcens jelet Orion L Microplate
Luminometer felhasznaldsaval mértiik és a kapott értékeket az egyes mintak fehérjetartalmaval
korrigaltuk. A transzfekcids kisérleteket haromszor ismételtiik, legalabb harom biologiai

parhuzamos felhasznalasaval.

5.9. RT-gPCR

A génexpresszios vizsgalatokhoz 6x10° sejtet osztottuk 6 cm dtméréjii csészékbe, majd
a kezelések utan RNS-t izolaltunk RNeasy Kit (Qiagen) segitségével. A cDNS készitéséhez
mintanként 2 pg RNS-t irtunk a4t Tagman Reverz Transzkripcids Kit (Applied Biosystems)
felhasznalasaval. A kisérletek soran génspecifikus primerek alkalmazasaval (2. tablazat) és
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) felhasznalasaval meghataroztuk a p53,
p21, Survivin, Bax és a Caspase 3 specifikus transzkriptek relativ szintjét Pico Real-Time gPCR
rendszer (Thermo Scientific) segitségével. Az analizis soran belsé referencia kontrollként 18S
RNS specifikus primereket hasznaltunk. A relativ messenger szinteket AACt analizis
segitségével hatdroztuk meg. Az RT-qPCR kisérleteket haromszor ismételtiik meg, harom

bioldgiai parhuzamos felhasznalasaval.

Célgén Forward primer Reverse primer
p53 5> CCCTTCCCAGAAAACCTACC 3° 5> CTCCGTCATGTGCTGTGACT 3’
p21 5’ - CAGCAGAGGAAGACCATGTG -3’ 5’- GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA -3’
Bax 5’ -TGCTTCAGGGTTTCATCCAG -3’ 5’ - GGCGGCAATCATCCTCTG -3’

Suvivin 5’ - AGAACTGGCCCTTCTTGGAGG -3> 5’ -CTTTTTATCTTCCTCTATGGGGTC -3’

Caspase 3 5’ - ACATGGCGTGTCATAAAATACC -3’ 5’ - CACAAAGCGACTGGATGAAC -3’

18S RNS 5’ - AAACGGCTACCACATCCAAG -3’ 5’ - CGCTTCCAAGATCCAACTAC -3’

2. tablazat. Az RT-qPCR mérések soran felhasznalt primerek szekvenciai.
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5.10. Mitokondrialis membranpotencial mérés JC-1 festéssel

Az eziist nanorészecske kezelések soran  bekdvetkezett — mitokondrialis
membranpotencial valtozast JC-1 festéssel hataroztuk meg. Ehhez a sejteket feddlemezre
novesztettikk, majd a kezelések utdn eldmelegitett PBS-el mostuk a mintdkat és 10 pg/mL
inkubaltuk a sejteket 15 percig 37°C-on. A festés utan lecseréltiik a festéket tartalmazo
médiumot és a mintak zO6ld, illetve piros fluoreszcenciajat Olympus BXS51 mikroszkop
segitségével meghataroztuk. A felvételek készitése soran azonos expozicids id6t hasznaltuk az
Osszes minta esetén. A piros/zold fluoreszcencia aranyat Imagel szoftver segitségével
hataroztuk meg. A kisérletet haromszor ismételtiik, és legalabb 20 felvételt készitettiink

mintanként.

5.11. ,,Wound healing” és migracios esszé

4T1 és MCF-7 sejtek esetén a ,,wound healing” esszé soran 5x10° sejtet osztottuk 6-
lyukt lemezek egyes welljeibe. Miutan a sejtek konfluensre nétték a tenyésztéedényeket, P2-es
pipettahegy és vonalzo segitségével két egymasra merdleges vonalat huztunk a sejtpazsitba. A
két vonal metszésével létrehozott ,,+ alakl sejtmentes zona jelenléte biztositotta, hogy az eltérd
idépontokban is azonos teriiletrdl készithessiink felvételeket. A sebzés utan a sejteket kétszer
mostuk PBS-el annak érdekében, hogy eltavolitsuk a sebzés kovetkeztében feluszott sejteket,
majd nanorészecskéket tartalmazo, friss tapfolyadékot helyeztiink a sejtekre és a kisérlet tovabbi
része soran 37°C-os inkubatorban tartottuk a mintdkat. A mintadkban létrehozott sejtmentes
teriilet meghatarozott részeirdl Nikon Coolpix 4500 kameraval felszerelt Nikon Eclipse TS100
inverz mikroszkop segitségével felvételeket készitettiink egybdl a sebzést kdvetden (0 h)
valamint 12 és 24 ora elteltével. A sejtmentes zondk teriiletét az egyes felvételeken Imagel
szoftver segitségével hataroztuk meg, majd a sejtmentes zona csokkenését az alabbi képlet

segitségével szamoltuk ki:

( Kezelt minta sejtmentes teriilete 0 h — 24 h

100
Kontroll minta sejtmentes teriilete 0 h — 24 h) *
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Az MRC-5 és NIH/3T3 sejtek esetén is hasonldan jartunk el, viszont a fibroblaszt sejtek
esetén a 24 6ras idopontban a mintadkat metanol:aceton 70:30 aranyu keverékével fixaltuk és a
jobb detektalhatdsag érdekében a sejteket kristaly ibolyaval festettiik. A festés utan a mintakrol
felvételeket készitettiink, és a 0 h idépontban késziilt felvételek felhasznalasaval kijeloltiik a
képeken a létrehozott sejtmentes zona hatarait, majd Image] szoftver segitségével
meghatdroztuk a sejtmentes teriiletre vandorolt fibroblaszt sejtek szamat.

A ,wound healing” kisérletek soran minden mintardl 3 pozicidban készitettiink
felvételeket (,,+7 felsO, kozépso €s also része), €s ezek adatait atlagoltuk. Az egyes kezeléseket

minden esetben 3 biologiai parhuzamos felhasznalasaval végeztiik el.

5.12. Transwell invazios esszé

A 4T1 sejtek invazids és migracios képességeit az egyes kezelések soran transwell esszé
segitségével hataroztuk meg. A kisérlethez 8 um porusatmérdjti, 0,33 cm? teriiletii inszerteket
(Corning) vontunk be matrigéllel. A matrigéles kezeléshez az inszertek fels6 felszinére 100 pL,
RPMI-ben higitott, 200 pg/mL koncentracidju Engelbreth-Holm-Swarm  szarkoma
extracellularis matrix kivonatot (Sigma) pipettaztunk -20°C-osra hiitott pipettahegyekkel, majd
az inszerteket 24-lyukt lemezbe helyeztiik és 37°C-os inkubatorban taroltuk két oran keresztiil.
Miutén az inszertek felszinén megszilardult az extracellularis matrix, eltavolitottuk a maradék
folyadékot és az egyes inszertek felsd kamraiba 2,5x10* sejtet osztottunk 1%-0s FBS-t
tartalmazd RPMI-ben higitott nanorészecskék jelenlétében. A 24-lyukt lemezek als6 kamraiba
kemoattraktansként 20% FBS-t tartalmazo tapfolyadékot helyeztiink, majd a transwelleket
tartalmazd lemezeket 37°C-os inkubatorban tartottuk 24 oran keresztiil. Az inkubacids 1d6
elteltével az inszerteket haromszor mostuk PBS-ben, majd a sejteket metanol:aceton 70:30
aranyu keverékével fixaltuk. Fixalds utan a mintdkat kristaly ibolyaval festettiik, majd az
inszertek felsd felszinérdl fiiltisztitd segitségével eltavolitottuk a sejteket és az extracellularis
matrixot. Az inszertek membranjait kivagtuk, és targylemezre helyezve Nikon Eclipse TS100
inverz mikroszkop segitségével felvételeket készitettiink az alsé felszinre atvandorolt sejtekrdl.
Minden inszertrdl 5 fényképet készitettiink, majd atlagoltuk az egyes latoterekben megszamolt

sejteket. A kisérleteket harom biologiai parhuzamos felhasznalasaval végeztiik el, és a sejtek
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invazids képességét ugy szamoltuk ki, hogy a transzmigralt sejtek szamat %-osan viszonyitottuk

a nanorészecskéket nem tartalmazé kontroll mintak esetén tapasztalt értékekhez.

5.13. Laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitas mérése

A sejtek feliilisz6jabol Dojindo LDH esszé kit segitségével hataroztuk meg a laktat
dehidrogenaz (LDH) enzim aktivitasat. Ehhez 96-lyuk mikrotiter lemezbe 2000 NIH/3T3 sejtet
osztottunk cellanként, majd masnap a sejteket nanorészecskékkel kezeltiik 24 6ran keresztiil. A
kezelések vége elott 1 oraval a pozitiv kontroll sejtjeit a kit-ben talalhatd detergenssel kezeltiik,
majd egy ora mulva a sejtek feliiluszojat atmértiik egy uj 96-lyuku lemezbe, és elvégeztiik az
enzimaktivitas meghatarozasat a gyarto utasitasait kovetve. A reakcid végén keletkezd szines
terméket Synergy HTX plate reader segitségével hataroztuk meg. Minden kezelést 4
parhuzamos minta segitségével végeztiink el. Az egyes kezelések soran tapasztalt abszorbancia

értékeket a pozitiv kontrollhoz hasonlitva %-os értékben adtuk meg.

5.14. Fluoreszcens jelolés és direkt ko-kultira

Direkt ko-kultarak soran a 4T1 sejteket a membranba épiil6 piros fluoreszcenciat mutatd
PKH26 festékkel (Sigma) jeloltiik. A 4T1 sejteket T75-6s flaskdban szaporitottuk fel, majd
tripszineztiik. A festéshez 5 milli6 sejtet hasznaltunk. Az 5 milli6 sejtet tartalmazo szuszpenziot
centrifugalassal iilepitettiik, majd a sejteket kétszer mostuk szérummentes RPMI-vel. A mosast
kovetden a sejteket 1 mL Diluent C-ben (Sigma) szuszpendaltuk fel, majd centrifugalassal
iilepitettiik. A sejtpelletet ismét 1 mL Diluent C-ben felszuszpendaltuk, majd 1 mL, Diluent C-
alaposan Osszekevertiik, majd 3 perc mualva 2 mL borji szérumot (FBS) adtunk a sejtekhez
annak érdekében, hogy megkdssiik az oldatban maradt festékmolekuldkat. Hogy a lehetd
legkevesebb szabad festékmolekula maradjon az oldatban, a sejteket egymast kovet6en
négyszer centrifugaltuk és Ujra szuszpendaltuk tapfolyadékban. A sejtszuszpenzidban taldlhatd
sejtek szamat Biirker kamra segitségével meghataroztuk, majd megegyezd szamu sejtet
tartalmazo, frissen tripszinezett, RPMI médiumban higitott NIH/3T3 szuszpenzidval alaposan

Osszekevertiik. Ezt kovetden feddlemezeket tartalmazd 6-lyuktl lemezekbe osztottuk a
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szuszpenziot ugy, hogy minden wellbe 1,5x10°jelslt 4T1 és 1,5x10° jeldletlen NIH/3T3 sejt
kertilt. Masnap a mintdkat nanorészecskével kezeltik, majd a kezeléseket kovetden a
fedolemezeket eltavolitottuk a lemezekbdl, és 4%-0s PFA-val fixaltuk. A fixalt mintakat 1:1000
higitasban DAPI-val festettiik, majd Olympus BX51 epifluoreszcens mikroszkdp segitségével
felvételeket készitettiink a sejtekrol.

A 6-lyuka lemezben maradt sejteket 3-szor mostuk PBS-el, majd tripszin segitségével
Osszegyljtottilk a mintakat. A szuszpenzid sejtjeit centrifugalassal Osszegyiijtottiik, PBS-el
mostuk, majd FL-2 filtert hasznalva, 10 000 eseményt meghatarozva BD FACScalibur aramlasi
citométer segitségével megmértiik az egyes sejtek fluoreszcencia intenzitasat. A kezeletlen, ko-
kultaras mérésbdl kapott citogramokon, optikai jellemzoik alapjan (FSC+SSC) kivalasztottuk
az €106 sejteket mérd eseményeket, majd ezt a kaput alkalmaztuk az dsszes minta esetén. Az igy
kapott sejtpopulacion ujabb kapuzast alkalmaztunk: festetlen illetve festett 4T1 sejteket
tartalmaz6d monokultarak esetén kapott citogramok alapjan meghataroztuk a pozitiv és negativ
sejteket atengedd kapukat, majd ezeket is érvényesitettiik a kisérlet soran alkalmazott mintakon.

Az aramlasi citométeres adatok analizisét FlowJo V10 szoftver segitségével végeztiik el.

5.15. Indirekt ko-kultira

A fibroblaszt sejtek tumorsejt-tamogatd hatasait indirekt ko-kultura kisérletek
segitségével vizsgaltuk. A ko-kulturdkhoz 6-lyukt lemezbe helyezhetd, 0,4 um poérusatmérdji
polikarbonat membrant tartalmazo NUNC™ inszerteket (Sigma) hasznaltunk. A kisérlet elsé
napjan 2x10° 4T1 sejtet osztottunk 6-lyukti lemezek egyes welljeibe, illetve 2x10° NIH/3T3
sejtet a ko-kulttra inszertek felsé6 kamraiba. Masnap a 4T1 sejtekre friss RPMI tapfolyadékot
helyeztiink, majd a fibroblasztokat tartalmaz6 inszerteket ovatosan athelyeztiik a 4T1 sejteket
tartalmazo lemezek welljeibe. Ezt koveten eltavolitottuk a fels6 kamrakban talalhatd
fibroblaszt médiumot, és nanorészecskéket tartalmazd RPMI tapfolyadékot helyeztiink a
fibroblaszt sejtekre. A két sejttipust 24 oran keresztiil tartottuk egyiitt, majd az NIH/3T3 sejtek
eltdvolitdsa utdn a konfluensre nétt 4T1 sejteken ,,wound healing” esszét végeztiink el. A
sejtmentes zona méretének csokkenését a 12 dras idépontban abbahagytuk, ugyanis 24 6ra utan
a fibroblasztok serkentd hatasa miatt ezekben a mintdkban mar nem volt detektalhatdo méretii

sejtmentes zona. Az NIH/3T3 sejteket tartalmazo inszerteket a ko-kultara végén PBS-ben
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mostuk, metanol:aceton 70:30 aranya keverékével fixaltuk, majd kristadly ibolyaval
megfestettiik a sejteket. A megfestett inszerteket faziskontraszt mikroszkop segitségével
vizsgaltuk annak érdekében, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy a fibroblasztok a kisérlet végén

is konfluens sejtfelszint alkottak.

5.16. Feliilusz6 mintak toményitése

A sejtek altal szekretalt faktorok vizsgalatahoz a nanorészecskékkel elokezelt NIH/3T3
és a 4T1 sejtek altal termelt faktorokat Amicon Ultra-4 (Millipore) 10 KDa Cut-off filterrel
rendelkezd centrifugacsdvekkel toményitettiik. Ehhez 8x10° sejtet osztottunk ki 10 cm atméréjii
csészékbe, majd masnap nanorészecskékkel kezeltiik a sejteket 24 6rdn keresztiil. A kezelések
utan a sejteket haromszor mostuk PBS-el, majd 8 mL szérummentes tapfolyadékot helyeztiink
a csészékbe. 12 ora mulva a médiumot Osszegyljtottik €s a toményitd centrifugacsovek

felhasznalasaval a gyartd utasitasait kovetve koncentraltuk a mintdkat. A toményitett mintak

crer

5.17. BrdU ELISA

A 4T1 sejtek proliferacios aktivitasat a mesterséges 5-brom-2-dezoxiuridin (BrdU)
kolorimetrids BrdU cell proliferation ELISA kitet (Roche) alkalmaztunk. A kisérlethez 96-lyukt
lemezek egyes cellaiba 2000 4T1 sejtet osztottunk ki, majd mésnap a sejteket kezeltiik az
NIH/3T3 sejtek koncentralt feliiluszojaval. A 24 6ras kezelés utolsd két ordjaban a sejtek
médiumaba 1:5000 koncentracioban BrdU labelling oldatot tettiink. A két 6ras inkubécio utan
eltavolitottuk a BrdU oldatot tartalmaz6 feliiluszot, a sejteket fixaltuk és a gyartd utasitdsai
szerint elvégeztiik a kisérleti protokollt. A kisérlet soran negativ kontrollként, BrdU-t nem
tartalmazo sejteket hasznaltunk. A kisérlet utolsé fazisdban az enzimreakcid kinetikdjat a
kromogén termék abszorbancidjanak meghatarozéasaval kovettiik nyomon Synergy HTX plate
reader segitségével. Az enzimreakcid kinetikdjat a platd fazis eléréséig regisztraltuk, majd

crer

novekedése exponencidlis tendenciat mutatott. Az ezen a ponton mért abszorbancia értekeket a
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kezeletlen kontroll értékeihez szdzalékosan viszonyitottuk. A kisérlet soran minden kezelést 4

parhuzamos felhasznalasaval végeztiink el.

5.18. Zselatin zimografia

A 4T1 és NIH/3T3 sejtek altal termelt matrix metalloprotedzok aktivitdsanak
meghatarozasat zselatin zimografia segitségével végeztiilk. A toményitett fehérjemintakbol 40
ug fehérjét dsszekevertiink nem-denaturald loading pufferrel, majd a mintakat 0,2% zselatint
tartalmazo, 8%-0s SDS PAGE-en megfuttattuk. Az elektroforézist kovetden a géleket
haromszor 20 percig mostuk 2,5%-0s Triton-X-100 oldattal, hogy az SDS-t kimossuk a
gélekbdl. Majd a géleket inkubald pufferben (150 mM NacCl, 25 mM CaClzx2H20, 50 mM
TRIS, 8 mM NaNs pH=8.0) ringattuk 8 oran keresztiil, 37°C-on. Az inkubéci6 utdn a gélt
Coomassie Brillian Blue (CBB) festékkel festettiik, végiill 4% metanolt és 8% ecetsavat
tartalmaz6 oldattal szintelenitettiik. A szintelenités utan a géleket szkenneltiik és méretiik
alapjan azonositottuk az MMP-9 (~90 KDa) és MMP-2 (~60-65 KDa) matrix metalloproteazok
aktivitasat jelzo feltisztulasi savokat. Minden mintat duplikatumban vittlink fel a gélekre, és az
egyes enzimeket jelzd feltisztulasi sdvok intenzitdsdt Image] szoftver segitségével

szamszerusitettik.

5.19. Transzkriptém analizis

4T1 és NIH/3T3 sejtekbol indirekt ko-kulturakat készitettiink annak érdekében, hogy
vizsgaljuk a fém nanorészecskék altal indukalt transzkriptomikai valtozasokat tumor-asszocialt
fibroblasztokban. Ehhez 6-lyuku lemezek egyes welljeibe 3x10° NIH/3T3 fibroblaszt sejtet
osztottunk, majd ugyanennyi 4T1 sejtet iltettiink 0,4 um porusatmérdji transwell inszertek
felsd kamraiba. Néhany 6ra mulva, amikor a sejtek letapadtak a rendelkezésre allo felszinre, a
4T1 sejteket tartalmazo inszerteket a NIH/3T3 sejtekre helyeztiik. Masnap az alsé kamraban
talalhato6 sejtekre nanorészecskéket tartalmazo, friss médiumot helyeztiink, és a sejteket 24 6ran
keresztiil kezeltiik. Minden mintabol két bioldgiai parhuzamost készitettiink a teljes kisérlet

soran. A 24 oras kezelést kovetden a 4T1 sejteket tartalmazd inszerteket eltavolittuk, majd
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fixalas és kristaly-ibolyas festést kdvetden megbizonyosodtunk a 4T1 sejtek jelenlétérdl az
inszerteken.

A 6 lyuku lemezben maradt NIH/3T3 sejtekbdl RNeasy Kit (Qiagen) segitségével RNS-
t izolaltunk. A kapott RNS-ek koncentracidjat Qubit RNA HS reagens ¢és Qubit 2.0 fluoriméter
segitségével meghataroztuk, majd az izolalt RNS-ek mindségét Agilent RNA 6000 Nano Chip
felhasznalasaval kapillaris gélelektroforézissel ellendriztik Agilent Bioanalyzer 2100
késziilékkel. Mivel minden RNS minta RNS integritas (RIN) értéke megfelelt a kritériumoknak
(RIN>8), a mintakbol mintanként 1 pg total RNS-t felhasznalva nem-szalspecifikus szekvenalo
konyvtarakat készitettiink Illumina TruSeq RNA Sample Prep v2 kittel a gyarto altal kidolgozott
LS protokol szerint. Ennek soran a totdl RNS mintabdl poliA szelekcidoval mRNS-t izolaltunk,
ebbdl kémiai fragmentalast kovetden kettdsszali cDNS-t készitettiink, amelyhez ligaltuk az
indexalt szekvenal6 adaptereket. Az elkésziilt szekvenald konyvtarak méret eloszlasat Agilent
DNA 1000 Chip felhasznalasaval Agilent Bioanalyzer 2100 segitségével kapillaris
gélelektroforézissel ellendriztiik, majd az egyes konyvtarakat NEBNext Library Quant Kit (New
England BioLabs) alkalmazasaval Pico Real-Time gPCR rendszerben (Thermo Scientific)
kvantifikaltuk. A kvantifikalast kovetden az egyes mintakon Illumina MiSeq NGS platformon
MiSeq Reagent kit V3-150 szekvenald reagenssel 2x75 bp paired-end szekvenalast végeztiink
el.

A szekvenalasi adatok elsddleges analizisét (bazis azonositas, demultiplexalas, fastq fajl
generalas) a MiSeq Control Software (MSC v2.6.2.1) részét képezé Run-Time Analysis (RTA
v1.18.54) szoftver végezte. A szekvenalas soran azonositott bazisok 98,15%-a rendelkezett
Q30-nal magasabb mindségi mutatdoval. A fastq szekvencia fajlokbol a rovid (<36 bazis)
leolvasésokat, illetve az alacsony mindségli (<Q20) szekvencia részeket Trimmomatic 0.33
szoftverrel tavolitottuk el paired-end lizemmoddban a kdvetkezd paraméterekkel: TRAILING:10
SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:36. A parral rendelkezd szekvencidkat TopHat 2.0
program segitségével illesztettiik (a kovetkez6 paraméterekkel: --library-type fr-unstranded --
b2-very-sensitive --coverage-search -r 0) a Bowtie 2 programmal indexalt GRCm38.p5 egér

referencia genomra (forras: http://www.gencodegenes.org). Az igy létrehozott bam illesztési

fajlokat samtools programmal rendeztiik és deduplikaltuk; majd differencidlis génexpresszid

analizist végeztiink Cuffdiff programmal (-library-type fr-unstranded paraméterrel)
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felhasznalva a  referencia genomnak megfeleld gén annotacios fajlt
(gencode.vM12.annotation.gtf).

Az adatokon HeatMapper alkalmazas felhasznalasdval hierarchikus klaszterezést
végeztiink, és hotérképen abrazoltuk azon gének expresszios értékeit, amelyek kifejezddése
legalabb az egyik nanorészecske kezelés soran szignifikdns valtozast mutatott. A klaszterezések
soran atlagos lancmodszert (Average linkage) és euklideszi tavolsdg meghatarozasi modszert
alkalmaztunk. A génontoldgiai analizis soran a statisztikailag varhatonal nagyobb szamu
szignifikansan valtozd expresszidju gént tartalmazo (halmozodast mutatdo) GO kategoriakat
binomialis teszten alapul6 ,,PANTHER statistical overrepresentation” teszttel azonositottuk, a
tObbszOrds 0Osszehasonlitds miatt a P érték meghatdrozasahoz Bonferroni korrekcidt
alkalmaztunk. Azon génontologiai csoportok esetén tekintettiik szignifikdnsnak a halmozodast,
ahol a P<0,01 volt. A szignifikans dusuldst mutatd génontoldgiai csoportokhoz tartoz6 P
értékeket GraphPad Prism 7 szoftver segitségével hétérképen abrazoltuk az egyes kezelések

fliggvényeben.

5.20. In vivo tumorniévekedés és metasztazis vizsgalata

Az invivo kisérleteket az MTA Szegedi Biologia Kutatokézpont Biokémiai Intézetében,
Dr. Vizler Csaba csoportjanak kdzremiikodésével végeztiik el. A kisérletek eldtt 8 hetes, ndstény
Balb/c egereket 6-7 egyedbdl allo csoportokba osztottunk, majd az egyes allatok emlészovetébe
napon jol tapinthatova valtak, az allatokat a csoportoknak megfelel6 kezelésekben részesitettiik.
Az allatokat a kisérlet soran négyszer kezeltiik (az 5., 7., 9. és 12. napon). A PBS-ben oldott
Doxorubicint (Sigma) 4 mg/kg dozisban, intravénas adminisztracioban alkalmaztuk (V=100
ul), mig az arany-eziist hibrid nanorészecskéket peritumoralisan (V=4x20 uL) juttatuk az
allatokba 4,8 pumol/kg dozisban. A kisérlet soran az intravénas ¢€s a peritumoralis
adminisztraciok mellett is alkalmaztunk placebo kontroll csoportokat, ahol a beadott anyagok
mennyiségével megegyezd térfogati PBS-t juttattunk az éllatokba. A kisérletek soran
folyamatosan regisztraltuk a tumorok térfogatit. A tumorok szélességét, magassagat és

mélységét digitalis tolomérd segitségével mértilk meg, €s a tumoros szovet térfogatat a harom

crer
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abbahagytuk a primer tumorok méretének regisztralasat, és tovabbi 14 napot vartunk annak
érdekében, hogy a tiidében kolonizalt tumorsejtek detektalhatd méretiire fejlodjenek. A kisérlet
végén az allatokat eutanaziaban részesitettiik, majd eltavolitottuk az allatok tiidejét, majat, 1épét
valamint a primer tumort. Az egyes szervek friss tomegét analitikai mérleg segitségével
meghataroztuk, majd 4%-os formalin oldatban fixaltuk. A tiidok dorzalis és ventralis felszinérdl
Nikon Coolpix 4500 kameraval felszerelt Nikon SMZ1000 sztereomikroszkdp segitségével
felvételeket készitettiink, majd meghataroztuk az egyes tiidokon talalhaté felszini metasztatikus
nodulusok szamat. A formalinban fixalt tidoket az SZTE Patholédgia Intézetében paraffinba
agyaztak, metszették és a kapott metszeteket hematoxylinnal és eozinnal festették. A
metszetekrdl atfedd fényképeket készitettiink Olympus BX51 mikroszkop segitségével, majd a
felvételeket Hugin szoftver segitségével dsszeillesztettiik. A teljes tiidoket reprezentald képeken
a metasztatikus szovetek illetve a teljes metszet teriiletét Image] program segitségével
hataroztuk meg, és a kapott morfometriai adatok segitségével kiszamoltuk az egyes

metszetekben talalhatd metasztatikus teriiletek szazalékos mennyiségét.

5.21. Statisztikai analizis

A nyersadatok statisztikai elemzését és az adatsorok grafikus abrazolasat GraphPad
Prism 7 szoftver alkalmazasaval végeztiik el. Minden esetben az abraalairasokban feltiintettiik,
milyen statisztikai tesztet végeztiink el az adott kisérlet soran. Az egyes kiilonbségeket akkor
vettiik statisztikailag szignifikansnak, ha a meghatarozott P érték kisebb volt, mint 0,05. Az
egyes roviditések a kdvetkezoket jelolik: *P < 0,05; **P <0,01; ***P <(,001; ****P < 0,0001.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. Az eziist nanorészecskék megtapadnak és atjutnak az oszteoszarkoma sejtek

plazmamembranjan

Munkénk soran eldszor azt vizsgaltuk, hogy az eldallitott nanopartikulumok képesek-€
bejutni oszteoszarkoma sejtekbe. Mivel a nanorészecskék felvételének elso 1épése a részecskék
megtapadasa a sejtek felszinén, fontos volt ellendrizni, hogy a kezelések soran alkalmazott 5
illetve 35 nm atmérdjii nanorészecskék megtapadnak-e a sejtek plazmamembranjan. Ennek
érdekében U20s sejteket kezeltiink a készitett 5 és 35 nm méretli nanorészecskékkel és 24 ora
utan SEM segitségével vizsgaltuk a plazmamembran felszinén 1év6 nanorészecskéket (5. abra).
A SEM felvételeken jol lathato, hogy a kezelések utan mind a nagyobb, mind a kisebb méretii
nanorészecskék megtapadtak ¢és aggregatumokat képeztek a U20s sejtek felszinén. EDS
detektor segitségével meghataroztuk a mintak elemi Osszetételét is (5. abra). Mig a kontroll
minta esetén, a hisztogramon csak a bioldgiai mintdkra jellemzd szén, oxigén és a SEM
mintakészitésnél alkalmazott aranyat jelzd csucsok vannak jelen, addig a nanorészecskékkel
kezelt mintakban eziist is talalhatd, ami bizonyitja, hogy a sejtek membranjan megtapadt
részecskék valoban eziist-alapt partikulumok.

Az eziist nanorészecskékkel kezelt sejtek transzmisszids elektronmikroszkopos
megfigyelésével (TEM) azt vizsgaltuk, hogy az alkalmazott nanorészecskék bejutnak-e a
felhasznalt U20s és Saos-2 0szteoszarkoma sejtekbe. A TEM felvételek analizise soran mindkét
vizsgalt sejtvonalban jol felismerhetd, elektrondenz, szférikus nanopartikulumokat
azonositottunk az eziist nanorészecskékkel kezelt sejtekben. A reprezentativ felvételek jol
demonstraljak, hogy a U20s (6a. abra) és a Saos-2 sejtek (6b. abra) is képesek felvenni az 5
és 35 nm méretli ezilist nanorészecskéket. A nanorészecskék a sejtmagokban nem voltak
detektalhatoak, viszont nanorészecskéket talaltunk elektrondenz, membrannal burkolt
vezikuldkban, multivezikularis testekben illetve a citoplazmaban is. A nanorészecskékkel kezelt
sejtekben membranba csomagolt sejtorganellumokat is azonositottunk, ami az autofagidhoz

kapcsolhat6 sejtbioldgiai folyamatok aktivalodasara utal.
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5. abra. Az eziist nanorészecskék megtapadnak az oszteoszarkoma sejtek
plazmamembranjan. (a) A két eltérd méretii ezilist nanorészecskével kezelt U20s sejtek SEM
felvételei. Zold nyilak jelzik a plazmamembran felszinén aggregalodott nanorészecskéket. (b)
A SEM preparatumok elemi dsszetételét mutatd EDS hisztogramok. )
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6. abra. Az oszeoszarkoma sejtek felveszik az eziist nanorészecskéket. Az 5 és 35 nm
atmér6ji eziist nanorészecskékkel kezelt U20s (a) és Saos-2 (b) sejtek transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételei. A fehér nyil elektrondenz, membrannal burkolt,
nanorészecskéket tartalmazo vezikuldkra mutat. Fekete nyilak jelzik a sejten beliil talalhato
Knanorészecskéket. (* — membrannal burkolt sejt organellumok, ¢ — citoplazma, n — sejtmag) )
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6.2. Az eziist nanorészecskék azonos mértékben csokkentik a U20s és Saos-2 sejtek

viabilitasat

Azért, hogy kideritsiik, az eltéré méretli eziist nanorészecskék milyen hatékonysaggal
képesek csokkenteni p53-at expresszalo és p53-deficiens tumorsejtek életképességét, vad tipusu
p53-at kifejez6 U20s és p53-hianyos Saos-2 oszteoszarkoma sejteken vizsgaltuk a két eltérd
mérettartomanyu eziist kolloid oldat biologiai hatasait. Mivel az irodalom eldzetes eredményei
alapjan ugy gondoltuk, hogy a kisebb nanorészecskéknek erésebb citotoxikus hatasuk van, mint
a nagyobbaknak, az 5 nm atmérdjii nanorészecskéket 5 — 25 uM koncentracidoban, a nagyobb,
35 nm atmérdjl részecskéket pedig ennél magasabb, 20 — 100 uM koncentracidtartomanyban
alkalmaztuk a sejteken, majd 24 és 48 6ra milva MTT esszé segitségével meghataroztuk a sejtek
viabilitasat. A kapott pontokra egyeneseket illesztettiink és kiszamoltuk az egyes kezelésekhez
tartozo ICso értékeket, amely azokat a nanorészecske koncentraciokat mutatja, ahol a sejtek

viabilitasa a felére csokken a kezeletlen, kontroll mintak életképességéhez képest (3. tablazat).

Sejtvonal Kezelés (6ra) 1Cs0 (uM)
5 nm AgNP 35 nm AgNP

24 30,3 91,1
U20s

48 15,6 46,8

24 20,6 87,8
Saos-2

48 13,9 44,5

3. tablazat. Az egyes kezelésekhez tartozo ICso értékek U20s és Saos-2 sejteken.

A kapott egyenesek €s a kiszamolt ICsp értékek alapjan megallapithatd, hogy ez eziist
nanorészecskék koncentracio- ¢és 1dofliggd modon képesek csokkenteni a  vizsgalt
oszteoszarkoma sejtek viabilitasat. Ezt aldtdmasztja az, hogy a 48 oraig tartd kezelések utan
szamitott ICsp értékek minden esetben koriilbeliill az 50%-ai voltak azoknak az értékeknek,

amelyeket a 24 ora kezelés utan kapott adatokbol szamitottunk. Mivel az ICso értékek
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tekintetében nem tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket a vizsgalt sejtvonalak kozott, ugy tiinik,
hogy az eziist nanorészecskék ugyanolyan hatékonysaggal képesek a vad tipusu p53-at kifejezd
U20s és a p53-at nem tartalmazo Saos-2 sejtek életképességét is csokkenteni. Mivel mindkét
sejtvonal esetén, minden kezelés utan alacsonyabb ICso értékeket hataroztunk meg a kisebb
nanorészecskével torténd kezelések utan, egyértelmtien latszik, hogy az 5 nm atmérdji eziist
nanorészecskék toxikusabbak, mint a nagyobb, 35 nm méretii partikulumok.

Hasonlo kisérletet végeztiink el a kemoterdpia soran gyakran alkalmazott Ciszplatin
felhasznalasaval is, hogy Osszehasonlitsuk a két sejtvonal tulélését egy klinikailag alkalmazott
citotoxikus hatéanyaggal szemben is. U20s és Saos-2 sejteket kezeltiink Ciszplatinnal 15 — 25
ng/mL koncentracidban 24 o6rdig, majd MTT esszé segitségével meghataroztuk a sejtek
viabilitasat (7. abra). Jol latszik, hogy mig a vad tipusi p53-at kifejez6 U2Os sejtek
¢letképessége a Ciszplatin novekvd ddzisaval egyiitt koncentraciofiiggd modon csokkent, addig

a p53-hianyos Saos-2 sejtek ellenalltak a kezelésnek.
-
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7. abra. A Ciszplatin hatasa U2Os és Saos-2 sejtek viabilitasara. Mig a vad tipust p53-at
kifejez6 U20s sejtek koncentraciofiiggé modon reagalnak, a p53-hianyos Saos-2 sejtek
_cllenallnak a Ciszplatin kezelésnek. (Kétutas ANOVA)

J

A tovabbi kisérletek soran az eziist nanorészecskéket minden esetben 24 oras kezelések
soran alkalmaztunk. Mivel arra szerettiink volna vélaszt kapni, hogy a két eltérd méretii
nanorészecske ugyanolyan utvonalakon vagy eltérd sejten beliili célpontokon keresztiil,

kiilonb6zé mechanizmusok soran fejti ki citotoxikus hatasat, a tovabbi kisérletek soran mindkét
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méretli nanorészecskét olyan koncentracidoban alkalmaztuk, melyek megkdzelitdleg ugyanolyan
mértékii biologiai hatast valtanak ki. Ez azt jelenti, hogy az 5 nm atmérdjt részecskéket 25 uM,
a 35 nm atmérdju eziist nanorészecskéket pedig 85 uM koncentraciéban alkalmaztuk, melyek

megkozelitik a tapasztalt ICso értékeket, tehat koriilbeliil 50%-al csokkentik a sejtek viabilitasat.

6.3. Az eziist nanorészecskék kaszpaz 3-fiiggé apoptozist indukalnak oszteoszarkoma

sejtekben

Habéar az eziist nanorészecskék a Ciszplatinnal ellentétben, egyenld mértékben
csokkentették a U20s és a Saos-2 sejtek viabilitasat, szerettiink volna megbizonyosodni arrél
is, hogy citotoxikus hatasuk hatterében az apoptotikus folyamatok aktivalodasa all. Annak
érdekében, hogy detektaljuk az eziist nanorészecskék altal okozott apoptotikus sejthalalt,
vizsgaltuk a kaszpaz 3 apoptozis effektor aktivalodasat eziist nanorészecske kezelések soran.
Azt is szerettiik volna megtudni, hogy az eziist nanorészecskék altal indukalt sejthalal soran a
p53-hianyos sejtekben ugyanolyan mértékben indukalodik-e az apoptozis egyik effektor
kaszpazanak aktivalédasa, mint vad tipusu p53-at kddolo sejtekben. Ennek érdekében 24 6ran
keresztiil kezeltiink U20s és Saos-2 sejteket 25 uM koncentracioban 5 nm, illetve 85 uM
koncentracioban 35 nm atmérdjli eziist nanorészecskékkel, majd fixalast kovetden hasitott
kaszpdz 3-at felismerd ellenanyag segitségével festettilk a mintdkat, annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a hasitott kaszpaz 3-at tartalmazoé sejtek szazalékos mennyiségét (8a, b abra).
Az eziist nanorészecske kezelések hatasdra megemelkedett azoknak a sejteknek a mennyisége,
melyekben aktivalodott az apoptdzis effektor kaszpaza, rdadasul, az 5 nm és a 35 nm atmérdji
nanorészecskék az alkalmazott koncentraciokban egyenld mértékben indukaltdk a kaszpéaz 3
aktivalodasat. Mivel a nanorészecskék a Saos-2 sejtekben is indukaltak kaszpéaz 3 aktivalodast,
feltételezhetd, hogy az eziist nanorészecskék p53-fiiggetlen uton is képesek apoptotikus
sejthalalt indukalni.

Az apoptozis mellett nekrozis is okozhat sejthalalt. Hogy megbizonyosodjunk arrdl,
hogy az eziist nanorészecske kezelések kovetkeztében a p53-hianyos Saos-2 sejtek apoptotikus
folyamatok, vagy nekrdzis miatt pusztulnak el, az 5 és 35 nm atmérdjii eziist nanorészecskékkel

kezelt sejteket Annexin V-el és Propidium-jodiddal festettilk, majd aramlasi citométer
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segitségével vizsgaltuk (8c abra). A reprezentativ citogramokon jol latszik, hogy a kezelések
hatasara kizarolag a 2-es és a 3-as kvadransban (Q2, Q3) emelkedik meg a sejtek szama, ami

arra utal, hogy a sejtek halaluk soran externalizaljak a foszfatidil-szerin molekuladkat, tehat

apoptotizalnak.
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8. abra. Az eziist nanorészecskék kaszpaz 3-fiiggd apoptozist okoznak oszteoszarkoma
sejtekben. (a-b) Az 5 illetve 35 nm atmérdji nanorészecskék kaszpaz 3 aktivalodast indukalnak
U20s és Saos-2 sejtekben is. A kezelt sejteket hasitott kaszpaz 3-at felismerd ellenanyaggal
festettiik, majd meghataroztuk a festédott sejtek %-os mennyiségét. (egyszempontos ANOVA).
(c) Az eziist nanorészecskékkel kezelt Saos-2 sejteket Annexin V-el és Propidium-jodiddal
festettiik, majd az egyes sejteket aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Jol latszik, hogy az egyes
kezelések emelik az Annexin V-, és Annexin V/Propidium-jodid-pozitiv sejtek szamat.
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6.4. Az eziist nanorészecskék aktivaljak a p53-fiiggo jelpalyat

Habar azt tapasztaltuk, hogy az eziist nanorészecskék p53 hianyaban is képesek
apoptdzist okozni a vizsgalt tumorsejtekben, kivancsiak voltunk arra is, hogyan valtozik a p53-
fliggd jelatviteli utvonal milkodése eziist nanorészecske kezelések hatdsara. Eldszor azt
szerettilk volna megvizsgalni, hogy az eziist nanorészecskék indukaljak-e a p53 fehérje
stabilizalodasat. Ennek érdekében 0; 10; 15 és 20 uM koncentraciokban kezeltiik a sejteket az
5 nm atmérdjlii nanorészecskékkel, mig a 35 nm atmérdjlii nanorészecskéket 0; 40; 60 és 85 uM
koncentraciokban alkalmaztuk U20s ¢és Saos-2 sejteken, majd 24 6ra mulva western blot
segitségével vizsgaltuk a p53 fehérje mennyiségét a sejtlizatumokban (9a, b. abra). Jol latszik,
hogy a két eltérd méretli nanorészecske a legmagasabb alkalmazott koncentraciokban a p53
fehérje jelentds stabilizalodasat okozta U20s sejtekben. Saos-2 sejtekben, a vartnak
megfeleléen, nem detektaltunk p53 fehérjét.

Mivel azt feltételeztiik, hogy a p53 fehérje a nanorészecske kezelések soran nem csak
stabilizalodik, hanem funkcionalisan is aktivalodik, a tumorszuppresszor fehérje
transzaktivacids képességét is megvizsgaltuk az eziist nanorészecske kezelések soran. Ehhez a
sejteket olyan riporter plazmiddal transzfektaltuk, amin a luciferaz riportergén transzkripcidja
az Mdm2 gén p53-fiiggé promoterének szabalyozasa alatt all. A transzfektalas utan 24 oraval a
sejteket ezilist nanorészecskékkel kezeltiik, majd ujabb 24 orat kovetéen meghataroztuk a
luciferaz riportergén aktivitasat az egyes mintakban (9c. abra). A p53 hianyos Saos-2 sejtekben
nem detektaltunk luciferaz aktivitast, tehat igazoltuk, hogy a U20s sejtekben mért riporter
aktivitas kizardlag a p53 transzkripciot szabalyozé miikodésébdl adodik. Mivel Saos-2
sejtekben a plazmidon 1évé Mdm2 promoternek nincs aktivitasa, a transzfekcio soran pozitiv
kontrollként, magas bazalis aktivitaisu CMV prométert tartalmazé luciferaz riporter plazmidot
transzfektaltunk a p53-deficiens sejtekbe. Mivel a U20s sejtekben a kezeletlen mintdkban
tapasztaltakhoz képest az eziist nanorészecske kezelések szignifikansan megnovelték a p53-
fliggd riportergén altal kodolt luciferdz enzim aktivitasat, igazoltuk, hogy az eziist
nanorészecske kezelések megemelték a pS3 transzaktivacios képességét.

Annak érdekében, hogy a teljes p53-fliggd jelpalya mikodését megvizsgaljuk, U20s
sejtekben tanulmanyoztuk a p53 altal szabalyozott p2l és bax gének mRNS szintjének

valtozasat is eziist nanorészecske kezelések hatasara (9d. abra). Mindkét, eltéré méretii eziist

65



nanorészecske kezelés hatasara jelentdsen megnétt a pS3-fliggd p21 és Bax, valamint a p53 és
Caspase 3 gének relativ mRNS szintje is, mig a kezelések csokkentették a Survivin onkogén

relativ expressziojat.
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9. abra. Az eziist nanorészecske kezelések aktivaljak a p53-fiiggo jelpalyat. (a) U20s
sejtekben az 5, illetve a 35 nm atmérdji nanorészecskék is indukaltak a pS53 fehérje
stabilizalodasat. (b) Mivel Saos-2 sejtekben nincs detektalhato p53, pozitiv kontrollként U20s
sejtlizatumot alkalmaztunk a western blot soran. (C) U20s sejtekben az eziist nanorészecske
kezelések megemelik a p53-fliggé Mdm2 promoter aktivitasat, mig Saos-2 sejtekben — a p53
hianya miatt — nem mérhetd promoter aktivitds. (Egyszempontos ANOVA). (d) Eziist
nanorészecske kezelések hatasara megemelkedik a p53 altal szabalyozott p21 és bax gének
relativ mRNS szintje. Az 5 és 35 nm atmérdjii eziist nanorészecskék megemelik a Caspase 3
gén expressziojat, valamint csokkentik a Survivin onkogénrél atirddd transzkriptek relativ
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Ugy tiinik, hogy U20s sejtekben a kisebb és nagyobb méretii eziist nanorészecske
kezelések is aktivaljak a teljes p53-fiiggd jelpalyat. Azonban kivancsiak voltunk arra is, hogyan
reagalnak a p53-hiadnyos sejtek a nanorészecske kezelésekre abban az esetben, ha p53 fehérjét
termeltetiink benniik. Ezért FLAG-peptiddel jelolt p53-at expresszald pCDNA3 plazmiddal

Saos-2 sejteket transzfektaltunk, majd vizsgaltuk a nanorészecske kezelések citotoxikus hatasat
(10. abra).
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10. abra. Az ektopikusan expresszalt pS3 megemeli az eziist nanorészecskék citotoxikus
hatasat Saos-2 sejtekben. A Saos-2 sejteket FLAG-jelolt p53-at expresszaldo pCDNA3
vektorral transzfektaltuk, majd MTT esszé segitségével vizsgaltuk az eziist nanorészecskék
citotoxikus hatasat. A transzgén sikeres kifejezodését western blot segitségével ellendriztiik.
\(Egyszempontos ANOVA)

J

A transzfekcio kontrolljaként tires pPCDNA3-FLAG vektort juttattunk a sejtekbe. A
transzfektalasok utdn 24 oraval eziist nanorészecskékkel kezeltiik a sejteket, majd MTT esszé
segitségével vizsgaltuk a sejtek viabilitasat. A kezelések sordn olyan koncentracidban
alkalmaztuk a nanorészecskéket, amelyeknek Oonmagukban nincs mérhetd hatdsa a sejtek
viabilitdsdra. Ez azt jelenti, hogy az 5 nm-es részecskéket 10 uM, a 35 nm atmérdji
nanopartikulumokat pedig 50 pM koncentracidban alkalmaztuk a sejteken. A 24 Orés
kezeléseket kovetden a parhuzamos mintak egyik felében MTT esszé segitségével

meghataroztuk a sejtek viabilitasat, a mintak masik részében pedig western blot segitségével

67



igazoltuk a FLAG-fazionalt p53 sikeres ektopikus expresszidjat. Az iires, pPCDNA3-FLAG
vektorral, az ektopikus p53-at kifejez6 pCDNA-p53-FLAG plazmiddal, illetve az tires vektorral
transzfektalt és egyben nanorészecskékkel is kezelt sejtek viabilitdsa nem tért el jelentdsen a
kezeletlen, kontroll mintaban mért értékekt6l (10. abra, diagram 1 és 2-4 oszlopok). Abban az
esetben azonban, amikor a sejtekben p53-at fejeztiink ki és nanorészecske kezeléseket is
alkalmaztunk, a sejtek viabilitasa szignifikansan alacsonyabb volt, mint akkor, amikor a p53-at
kifejez6 vektor helyett tires plazmiddal transzfektaltuk a sejteket (10. abra, diagram, 3-4 és 6-7
oszlopok). Erdekes modon, a U20s sejtekben megfigyelt endogén p53 fehérjéhez hasonloan, az
eziist nanorészecske kezelés hatasara az ektopikusan kifejezett p53 fehérje szintje is
megemelkedett Saos-2 sejtekben a kezeletlen mintakhoz képest (10. abra). Ezek az eredmények
azt mutatjdk, hogy a p53 ektopikus expresszidja befolydsolja az eziist nanorészecskék

citotoxikus hatasat Saos-2 sejtekben.

6.5. Az eziist nanorészecskék mitokondrialis stresszt okoznak

Habar U20s sejtekben az eziist nanorészecske kezelések aktivaltdk a p53-fliggd
jelpalyat, az eziist nanorészecskék a p53-at nem tartalmazo Saos-2 sejtekben hasonld mértékben
képesek apoptozist indukalni, mint U20s sejtekben. Ugy gondoltuk, hogy a megfigyelt p53
aktivalodas csak egy masodlagos hatds lehet, és az eziist nanorészecskék elsddlegesen
valamilyen eltérd, p53-fiiggetlen uton okoznak sejthalélt. Mivel a mitokondrium kéarosodasa
kozvetleniil képes a programozott sejthaldl elinditasara, azt feltételeztiik, hogy az eziist
nanorészecskék apoptotikus hatasai mogott a mitokondrialis funkciok kdzvetlen karositasa all.

Hogy ezt a hipotézist teszteljiik, a sejteket eziist nanorészecskékkel kezeltilk, majd olyan

crer

crer

nm-es, illetve 85 pM koncentracioban alkalmazott 35 nm atmérdjii eziist nanorészecskékkel
kezelt U20s ¢és Saos-2 sejtek mitokondridlis ultrastruktirait (11a. abra). A reprezentativ
elektronmikroszkopos felvételeken jol latszik, hogy a kontroll mintdban megfigyelhetd ép

mitokondrialis morfologiatol eltérden, az eziist nanorészecske kezelt sejtekben részleges, vagy
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teljes krisztolizis figyelheté meg, illetve a mitokondriumok elektrondenzebbé — savasabb

kémhatasava — valnak a kezelések hatasara.
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11. abra. Az eziist nanorészecske kezelések hatasara megvaltozik a mitokondriumok
morfologiaja és membranpermeabilitaisa. (a) 5 illetve 35 nm atmér6ji ezist
nanorészecskékkel torténd kezelések hatasara megvaltozik a U20s és Saos-2 sejtek
mitokondriumainak ultrastruktaraja. (b) Eziist nanorészecske kezelések hatasara
megemelkedik a citoplazmatikus frakcidoban detektalhatd Citokrom c fehérje mennyisége.

- J

A morfoldgiai analizist kovetéen Western blot segitségével vizsgaltuk az eziist
nanorészecskékkel kezelt sejtek citoplazmatikus frakcidiban talalhaté mitokondridlis eredetii
Citokrom ¢ fehérje mennyiségét a korabbi kisérletekkel megegyezd koncentracioji eziist
nanorészecskékkel kezelt sejtekben. A kisérlet soran emelkedett mennyiségii Citokrom ¢

fehérjét detektaltunk a nanorészecskékkel kezelt sejtek citoplazmatikus frakcidiban, ami jelzi,
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hogy a nanorészecske kezelések hatdsdra megndé a mitokondridlis membranok ateresztd

képessége (11b. abra).

Mivel ilyen jelentds valtozast tapasztaltunk a mitokondriumok morfoldgiajaban,
valamint permeabilitasdban, mindkét sejtvonalban megvizsgaltuk, hogyan moddosul a
mitokondriumok membranpotencidlja eziist nanorészecske kezelések hatdsara. Ehhez a
mitokondrialis membranpotencial érzékeny JC-1 festékkel festettiik az 5 és 35 nm atmérdji

eziist nanorészecskékkel kezelt U20s és Saos-2 sejteket (12. abra).
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12. abra. Az eziist nanorészecskék mitokondrialis stresszt okoznak. Eziist nanorészecske

kezelések hatasara lecsokken a U20s (a) illetve a Saos-2 (b) sejtekben 1év6 mitokondriumok

membanpotencialja. (¢) A JC-1 festések mikroszkopos felvételeinek szamszerisitése
(Egyszempontos ANOVA).

- J
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Egészséges sejtekben a JC-1 festék akkumulaloédik az ép mitokondriumokban és jol
detektalhatd piros fluoreszcenciat mutat. Abban az esetben azonban, ha a mitokondriélis
membranpotencial valamilyen okbdl kifolyolag lecsokken, a JC-1 fest¢k nem képes
felhalmozddni a mitokondriumokban és a citoplazmaban monomer formaba keriil, ahol z61d
fluoreszcens jelet ad. A festékbdl szarmazd fluoreszcens jel epifluoreszcens mikroszkdp
felhasznalasaval jol detektalhatd és a mikroszkopos felvételek alapjan meghatarozott zold és
piros fluoreszcencia értékek hanyadosai megadjak a kisérlet soran tapasztalt mitokondrialis
membranpotencialt (\V).

Lathato, hogy a U20s és a Saos-2 sejtekben az eziist nanorészecske kezelések hatasara
lecsokkent az ép mitokondriumokat jelold piros fluoreszcencia intenzitasa, a citoplazmaba
aramlo festék zold fluoreszcencidja pedig megemelkedett. Az értékek szamszeriisitése utan
egyértelmiien latszik, hogy a vizsgalt sejtekben az eziist nanorészecske kezelések jelentdsen
csokkentik a mitokondriumok membranpotencialjat. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a két
eltér6 méretli nanorészecske ugyanolyan mértékben csokkentette a mitokondridlis

membranpotencialt az alkalmazott koncentraciokban.

6.6. Az arany, eziist és arany-eziist hibrid részecskék eltéré mértéki citotoxikus hatast

gyakorolnak adenokarcinoma és fibroblaszt sejteken

Az eltéré méretli eziist nanorészecskék apoptotikus hatdsainak tanulmanyozasa mellett
azt is szerettiik volna megvizsgalni, hogy az eltérd Osszetételli, fém-alapu nanorészecskék
jelenléte a tumorok mikrokdrnyezetében képes-e befolyasolni a tumoros szovetekben 1€vo
fibroblasztok és a rakos sejtek kozotti kommunikéaciot. Ennek érdekében 0jbol eldallitottunk
eziist nanorészecskéket (AgNP), valamint készitettiink arany nanorészecskéket (AuNP) is. Ezek
mellett, az eldallitott arany nanorészecskék felhasznalasaval szintetizaltunk arany-eziist mag-
héj szerkezetii hibrid részecskéket (Au@AQ) is.

A vizsgalatok elsd 1épéseként a harom eldallitott nanorészecske készitmény citotoxikus

hatésait vizsgaltuk adenokarcindma és fibroblaszt sejteken. Eml6 tumor eredetli, human MCF-

71



7, és egér 4T1 adenokarcinéma sejteken, valamint a human MRC-5 és egér NIH/3T3 fibroblaszt
sejteken, 24 oras kezelések utan meghatdroztuk az arany, eziist, és az arany-eziist hibrid
nanorészecskék ICso értékeit MTT esszé segitségével (4. Tablazat). Mig a human eredetiit MCF-
7 sejtek nem invazivak, addig a 4T1 sejtek igen erdteljes invazios képességekkel rendelkeznek.
A 4T1 sejtek invaziv tulajdonsaga leginkabb in vivo koriilmények kozott mutatkozik meg,
ugyanis ezek a sejtek immunkompetens egérbe transzplantdlva metasztazisra képes tumort
alakitanak ki. Az arany nanorészecskék esetén az MRC-5 fibroblasztokon kiviil egy esetben sem
detektaltunk citotoxikus hatdst a vizsgalt koncentracio tartomanyban (2-500 uM arany). Az
ezlist és a hibrid nanorészecskék esetén, a kezelések soran a sejtek médiumaban alkalmazott
eziist koncentraciot tekintve hataroztuk meg az ICso koncentraciok értékeit. A kiszamolt ICsp
értekeken jol latszik, hogy az MCF-7 és 4T1 adenokarcinéma sejtek jelentdsen érzékenyebbek
voltak a kezelésekre, mint az MRC-5 ¢és az NIH/3T3 fibroblaszt sejtek. Ezen kiviil, az ICso
értékek alapjan ugy tlinik, hogy az arany-eziist hibrid nanorészecskék kevésbé citotoxikusak,
mint a csak ezlistbdl késziilt nanorészecskék. A tovabbi kisérletek soran a fém nanorészecskéket
nem-toxikus dozisban alkalmaztuk a sejteken, ugyanis szerettilk volna elkeriilni a kezelések
citotoxikus természetébdl adoédd hatdsokat. fgy az arany nanorészecskéket 25 és 50 uM
koncentracioban, az eziist nanorészecskéket 20 és 40 uM koncentracioban hasznaltuk, mig az
arany-eziist hibrid nanorészercskéket olyan mennyiségben adtuk a sejtekhez, hogy az oldat

koncentracidja aranyra nézve 25 és 50 uM, eziistre pedig 20 és 40 uM legyen.

1Cs0 (M)
Sejtvonal
AuUNP AgNP Au@Ag
MCF-4 n.d. 68,0 133,6
4T1 n.d. 61,1 228,6
MRC-5 154,4 122,3 380,9
NIH/3T3 n.d. 109,0 316,2

4, tablazat. Az egyes fém nanorészecske kezelésekhez tartozd ICso értékek MCF-7 és 4T1
adenokarcindéma, valamint MRC-5 és NIH/3T3 fibroblaszt sejteken.
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6.7. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecskék gatoljak az adenokarcindma sejtek

proliferacios és migracios képességeit.

Mivel a tumorsejtek €s a fibroblasztok proliferacios és migracids képességei, valamint
motilitdsuk alapvetd bioldgiai funkcidikat biztosito sejtbioldgiai tulajdonsagaik kdz¢ tartoznak,
szerettilk volna megvizsgalni, hogy az egyes fém nanorészecske kezelések befolyasoljak-e a
sejteknek ezeket a képességeit. Ennek érdekében tumorsejtekbdl illetve fibroblaszt sejtekbol
késziilt konfluens kultirakat nem-toxikus dozisban, fém nanorészecskékkel kezeltiik, majd
,wound healing” esszé¢ segitségével megvizsgaltuk a sejtek viselkedését. A kezeletlen
adenokarcinoma sejtkultirdk a sebzés utdn 24 oraval képesek majdnem teljes mértékben
regeneralni a 1étrehozott sejtmentes teriiletet. Fontos megjegyezni azonban, hogy a seb zarédasa
soran az MFC-7 ¢és 4T1 sejtek esetén, a sejt-sejt kapcsolatok megmaradnak, ami azt
eredményezi, hogy a sejtmentes zdna teriilete fokozatosan csokken az id6 haladasaval. A
sejtmentes teriilet csokkenésének mérésével altalanos képet kaphatunk a kultiradban 1évo sejtek
motilitasi képességeirdl €s proliferacids aktivitasair6l is. Ezzel szemben, a fibroblaszt sejtek
sebzés hatasara képesek megsziintetni a konfluens kultiraban kialakult sejt-sejt kapcsolataikat,
ami azt eredményezi, hogy a sebzést kdvetd 24 oraban a sejtmentes teriilet zarodasa helyett
egyedi sejtek ,,migracidja” figyelhetd meg. A jelenség miatt hasonld kisérlet elvégzésével az
adenokarcinoma és a fibroblaszt sejtek eltérd tulajdonsagai vizsgalhatoak.

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy az MCF-7 ¢és a 4T1 adenokarcindma sejtek
hasonloan viselkednek az egyes fém nanorészecskék jelenlétében (13a. abra). Az arany
nanorészecskékkel torténd kezelés soran nem tapasztaltunk semmilyen mérhetd eltérést a
kontroll és a kezelt sejtek sebzarddasi hatékonysaga kozott. Abban az esetben azonban, amikor
ezlist, vagy arany-eziist hibrid nanorészecskékkel kezeltiik a sejteket, a sejtmentes teriilet
zarodasa szignifikansan lassult a kezeletlen mintdkhoz képest. A kisérletet elvégeztilk MRC-5
¢s NIH/3T3 fibroblaszt sejtekkel is, ebben az esetben azonban a sebzés utan 24 6raval nem a
sejtmentes zOona méretét, hanem a sejtmentes teriiletre migralt egyedi fibroblaszt sejtek szamat
hataroztuk meg (13b. abra). A kisérlet soran egyik kezelés sem befolyasolta a fibroblaszt sejtek

migracios képességét.
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13. abra. A fém nanorészecske kezelések befolyasoljak az adenokarcindoma sejtek
»wound healing” aktivitasat és nem gatoljak a fibroblaszt sejtek migracios képességeit.
(&) Az adenokarcinéma sejtek esetén mért sejtmentes zona csokkenésének szamszeriisitése.
(b) A sebzést kovetd 24. oraban a sejtmentes teriiletre migralt fibroblaszt sejtek szama
k(Egyszempontos ANOVA). )

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a tumoros sejteken megfigyelt
sebzarodast gatld hatdsok nem a sejtekben indukalt apoptotikus folyamatok miatt kovetkeztek
be, a ,,wound healing” esszék elvégzése utdn a magasabb koncentraciokkal kezelt sejteket
szuszpenzioba vittiik, Annexin V és Propidium-jodid segitségével megfestettiik, majd aramlasi
citométeres vizsgalattal meghatdroztuk a mintdkban 1év6 nem apoptotikus, korai és késoi
apoptotikus, valamint nekrotikus sejtek aranyat (14. abra). Jol latszik, hogy a kezelések hatasara
nem valtozott az apoptotizald sejtek szdma a kezeletlen kontroll mintdkhoz képest, tehat a

,»wound healing” esszék sordn megfigyelt gatld hatasok nem a sejtekben kivaltott apoptotikus
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folyamatok miatt kdvetkeztek be. A kisérlet soran pozitiv kontrollként a jol jellemzett M624
apoptozis indukalo hatéanyaggal kezeltiik a sejteket 24 6ran keresztiil [200].

mm Nem apoptotikus mm Korai apoptotikus

Késoi apoptotikus = Nekrotikus

MCF-7 411
100% mmma | 100% i
50% - 30% -
0% - 0% -
» R 8 S A R { S A\
ﬁ" O & ¢ £ S &

14. abra. A kisérletek soran alkalmazott koncentraciokban az arany, eziist és arany-
eziist hibrid nanorészecske kezelések nem valtanak ki sejthalalt az MCF-7 és 4T1
adenokarcinéma sejtekben. A ,,wound healing” esszék végén a sejteket dsszegyljtottiik,
Annexin V-el és Propidium-jodiddal festettilk, majd a mintakat aramlasi citométer
segitségével vizsgaltuk. Az a festddés alapjan meghataroztuk az egyes sejttipusok szazalékos
aranyat az egyes mintakban.

. J

Annak érdekében, hogy megtudjuk, az eziist és az arany-eziist nanorészecskék képesek-
e a tumoros sejtek invazids képességét is gatolni, 8 um poérusatmérdjli inszertek felszinét
kezeltiik extracellularis matrix géllel és ezt kovetden a nanorészecskék jelenlétében 4T1 sejteket
osztottunk az inszertek felsé kamraiba, mig az als6 kamraba kemoattraktansként 20% szérumot
tartalmazé sejtkultura médiumot helyeztiink. 24 ora elteltével eltavolitottuk a felsd felszinen
1évo sejteket és az extracellularis matrix gélt, az inszertek also felszinén 1évé sejteket fixaltuk
¢s kristaly ibolyaval festettiik, majd megvizsgaltuk, hogy a sejtek milyen mértékben migraltak
at az inszertek membranjainak ellenkezd oldalara (15. abra). A mikroszkopos felvételekbol
késziilt szamszerlsitett adatok azt mutatjak, hogy az eziist és az arany-eziist nanorészecskék

képesek szignifikdnsan csokkenteni az invaziv 4T1 sejtek transzmigracids képességét.

75



150 -
T T
o 2 100 +
N =
g e *k%
E ‘E *hkk
=] 4
E, 50
0 T
D Q Q S
€ S QS F
& ¥ ® @
& v

15. abra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecskék gatoljak a 4T1
adenokarcinoma sejtek invazios képességét. Eziist és arany-eziist hibrid nanorészecske
kezelések hatasara a 4T1 sejtek kisebb hatékonysaggal képesek atjutni a matrigéllel bevont,
8 um porusatmérdjii inszertek ellenkezd felszinére. A kisérlet végén az inszerteket fixaltuk,
kristaly ibolyaval festettiik, majd meghataroztuk az ellenkezd oldalra migralt sejtek szamat.
(_(Egyszempontos ANOVA).

J

6.8. Az eziist és arany-eziist nanorészecskék gatoljak a fibroblasztok tumorsejt-tamogato

hatasait

Tobb publikacid is beszdmolt mar arrdl, hogy az embriondlis eredeti NIH/3T3
fibroblasztoid sejtek aktivalt myofibroblaszt markereket hordoznak (pl. aSMA expresszio,
magas migracios képesség), raadasul bizonyitottak, hogy in vitro koriilmények kozott képesek
elosegiteni a tumorsejtek proliferacidjat és invaziv képességeit is [201, 202]. Ezen
tulajdonsagaik alkalmassa teszik ezeket a sejteket arra, hogy adenokarcinoma sejtekkel egyiitt
nevelve, tumor-asszocialt fibroblaszt modellként hasznaljuk 6ket. Annak ellenére, hogy a fém
nanorészecske kezelések nem befolyasoltak a fibroblaszt sejtek migracios képességeit, szerettiik
volna megallapitani, hogy vajon megfigyelhet6-e a fibroblasztok tumorsejt-tamogaté hatasa

abban az esetben is, ha fém nanorészecskékkel kezeljiik dket.
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16. abra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecskék befolyasoljak a tumorsejtekbol
és fibroblasztokbol all6 direkt ko-kulturak osszetételét. (a) A PKH26-al jelolt 4T1 sejtek
szigetekbe rendezddnek a direkt ko-kultirdk soran. Eziist és arany-eziist hibrid
nanorészecske kezelések hatasara a megfigyelhetd tumorsejt szigetek mérete kisebb, mint a
kontroll és arany nanorészecskékkel kezelt mintak esetén. (b) Az eziist és arany-eziist hibrid
nanorészecske kezelések hatdsara csokken a tumorsejtek mennyisége a direkt ko-
\kultﬁrékban. (Egyszempontos ANOVA). )

Eldszor azt vizsgaltuk, hogyan valtozik az adenokarcindma €s a fibroblaszt sejtekbol
allo direkt ko-kultardk struktirdja és Osszetétele abban az esetben, ha kiilonb6zé fém

nanorészecskékkel kezeljiik 6ket. Ehhez piros fluoreszcenciat mutatdé PKH26 festékkel jeloltiik
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a 4T1 adenokarcindma sejteket, majd ezt kdvetden a szuszpenziot 1:1 ardnyban 6sszekevertiik
jeloletlen NIH/3T3 fibroblaszt sejtekkel. Az adenokarcindéma sejtekbdl és fibroblasztokbol alld
szuszpenziot fedélemezeket tartalmazd 6-lyuku lemezekbe iltettilk, majd masnap a letapadt
sejteket arany, eziist illetve arany-eziist hibrid nanorészecskékkel kezeltiik 24 6ran keresztiil. A
kezeléseket kovetden a feddlemezeket eltavolitottuk, a mintdkat DAPI-val festettiik, majd
fluoreszcens mikroszkop segitségével megvizsgaltuk a sejteket (16a. abra). A kontroll, és arany
nanorészecskékkel kezelt ko-kultirdk esetén a 4T1 adenokarcinoma sejtek nagyméreti
szigeteket alkottak, amelyeket koriilvettek az NIH/3T3 fibroblaszt sejtek. Abban az esetben, ha
a mintdkat eziist, vagy arany-eziist hibrid nanorészecskékkel kezeltiik, a fibroblasztok altal
kialakitott matrixban kisebb teriiletli tumorsejtekbdl allo szigeteket figyeltiink meg. Annak
érdekében, hogy kvantitativan is megallapithassuk az egyes sejttipusok mennyiségét a ko-
kultarakban, a 6-lyukt lemezekben maradt sejteket 6sszegylijtottiik, majd a PKH26-pozitiv 4T1,
illetve PKH26-negativ NIH/3T3 sejtek aranyat aramlasi citométer segitségével meghataroztuk
(16b. abra). A két sejtvonal aranya megvaltozik az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecskék
esetén, ami azt jelenti, hogy a kezelések hatdsira csokken a ko-kulturakban taldlhaté 4T1
adenokarcindoma sejtek mennyisége.

Szerettiik volna megvizsgalni szelektiven a tumorsejteken a nanorészecskékkel kezelt
fibroblaszt sejtek hatdsait. Ennek érdekében indirekt ko-kulturat allitottunk be, ahol a 0.4 pm
poérusatmérdjii membranokat tartalmazo inszertek felsd kamraiban tartottuk és kezeltiik a
fibroblaszt sejteket, az als¢ kamrakban pedig megfigyeltilk a 4T1 tumorsejtek proliferacios
aktivitasait. Azért volt indokolt a 0,4 pm-es porusatmérdjii inszertek alkalmazasa, mert ezen
keresztiil a fibroblaszt sejtek nem képesek atjutni, a szekretalt oldékony faktorok viszont igen,
igy az alkalmazott két sejttipus kozott kémiai kommunikécié valésulhat meg. Fontos tovabba,
hogy a fibroblaszt sejtek a kezeléskor konfluens pézsitot alkossanak a fels¢ kamraban, ugyanis
igy elkeriilhetd a nanorészecskék paracellularis atjutdsa az alsé kamraba, ahol a tumorsejtek
talalhatok. Hogy megbizonyosodjunk arrdl, a kisérlet soran nem a fibroblaszt sejtek lizise miatt
felszabadulo intracelluldris faktorok stimulaljak a tumorsejteket, eldszor meg kellett vizsgalni,
hogy a nanorészecske kezelések hatdsdra nem torténik membrankarosodas az NIH/3T3
fibroblaszt sejteken. Ennek érdekében az NIH/3T3 fibroblaszt sejteket 24 6raig kezeltiik 25 uM

~~~~~~~~

koncentracioji arany-eziist hibrid nanorészecskékkel, majd LDH esszé segitségével
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meghatdroztuk a sejtekbdl a feliiluszoba kertilt laktat-dehidrogenaz enzimek aktivitasat (17.
abra). A kisérlet sordn a pozitiv kontroll sejtjeit lizaltuk a kit-ben taladlhatdé detergens
segitségével, igy nagyjabol az 6sszes detektalhatd intracellularis LDH felszabadult ezekbdl a
sejtekbdl. A kezeletlen és a kezelt mintak feliiluszojabol mért LDH aktivitasat szdzalékosan
aranyositottuk a pozitiv kontroll esetén mért értékekhez. A kezeletlen és a nanorészecskékkel
kezelt sejtekben is elhanyagolhatdo mennyiségli LDH aktivitast tudtunk mérni, tehat ugy tinik,

hogy a kezelések nem okoznak jelentds membrankarosodast a fibroblaszt sejteken.

4 )
150 -

100 - T

LDH felszabadulas
(Pozitiv kontroll %-a)
b

17. abra. A Kkisérletek soran alkalmazott nanorészecske kezeléseknek nincs
plazmamembrankarosité hatasa NIH/3T3 fibroblaszt sejteken. A fibroblasztok
feltiliszojaban tapasztalt LDH aktivitas a kontroll és a kezeletlen mintadk esetén nem volt
eltérd. A feliiluszoban mért LDH aktivitast a pozitiv kontroll esetén kapott értékek
kszézalékéban hataroztuk meg.

J

Az indirekt ko-kultura kisérletek soran NIH/3T3 fibroblasztokat iiltettiink az inszertek
felsd felszinére, illetve 4T1 adenokarcinoma sejteket a 6-lyuku lemezek egyes celldiba. Miutan

mindkét sejttipus kitapadt a rendelkezésre allo felszinre, a konfluens fibroblaszt réteget

--------

crer

kiegészitett tapoldatot helyeztiink, majd 6sszeallitottuk a két sejttipust tartalmazé ko-kultarakat.
24 ¢6ra egyiitt tartds utdn a fibroblasztokat eltavolitottuk a karcindma sejteket tartalmazo
lemezekrdl, majd a tumoros sejteken ,,wound healing” esszét végeztiink. Arrél, hogy a kezelés
soran intakt maradt a fibroblasztok 4ltal 1étrehozott konfluens sejtpazsit, ugy gy6zddtiink meg,

hogy az inszerteket fixaltuk, kristaly ibolyaval festettiik, majd a sejteket mikroszkop
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segitségével megvizsgaltuk. A mikroszkdpos vizsgalat segitségével megallapitottuk, hogy a
kezelések sordn nem lazultak a fibroblasztok kozotti adhézidés kapcsolatok, igy a
nanorészecskék nem juthattak at a sejtek kozt az alsé kamraba. A ,,wound healing” essz¢é soran
a 4T1 sejtpazsit sebzése utan egybdl, valamint a sebzést kovetden 12 6ra mulva készitettiink
felvételeket a sejtmentes teriiletrdl (18. abra). A kisérlet soran készitett mikroszkopos felvételek
szamszerusitésébdl jol latszik, hogy az NIH/3T3 sejtek jelenléte szignifikansan megemeli a 4T1
adenokarcinoma sejtek sebzarodéasi képességét. Arany nanorészecske kezelések mellett, a
fibroblasztok serkentd hatasa tovabbra is megmaradt, viszont, amennyiben eziist, vagy arany-
ezlist hibrid nanorészecskékkel kezeltiik a fibroblasztokat, a tumoros sejtek sebzarodasi

képessége szignifikansan lecsokkent.
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18. abra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések csokkentik a
fibroblaszt sejtek tumorsejt-tamogaté aktivitasat. Kezeletlen ¢és kiilonbozo
nanorészecskékkel kezelt fibroblasztokat tartottunk egylitt adenokarcindéma sejtekkel 24
oran keresztiil, majd a fibroblaszt sejtek eltavolitasa utan megvizsgaltuk az adenokarcindma
sejtek proliferacios aktivitasat ,,wound healing” esszé segitségével. Az eziist, illetve arany-
eziist részecskékkel kezelt fibroblasztokkal tortént ko-kultira utdn csdkkent a tumorsejtek
sebzarédasi  hatékonysdga a kezeletlen fibroblasztokat tartalmazd mintdban
megfigyeltekhez képest. (Egyszempontos ANOVA).

Szerettiik volna azt is megvizsgalni, hogy a ko-kulttra kisérlet soran tapasztalt hatasok
be. Ennek érdekében NIH/3T3 fibroblaszt sejteket iiltettiink ki 10 cm atméréji csészékbe, majd
24 oraig kezeltiik a sejteket fém nanorészecskékkel az elézd kisérletek soran alkalmazott
koncentraciokban. A kezelés utan eltavolitottuk a sejtekrdél a nanorészecskéket tartalmazo
sejtkultira médiumot, és PBS-es mosasok utdn szérummentes tapfolyadékot helyeztiink a
sejtekre. 12 ora inkubacido utdn a médiumot Osszegyuijtottiik, majd a sejtek altal termelt
faktorokat 10 KDa-nal nagyobb fehérjéket 6sszegyiijté koncentrald csében dusitottuk. A kapott,
fibroblaszt eredetii szekretalt fehérjéket 24-lyukt lemezben konfluensre ndvesztett 4T1 sejteken
alkalmaztuk 1 pg/mL koncentracidban, majd a 4T1 sejtpazsiton ,,wound healing” esszét
végeztiink el (19. abra). Jol latszik, hogy a NIH/3T3 sejtekbdl szarmazo szekretalt faktorok
nagymértékben megemelték a 4T1 adenokarcindma sejtek sebzarddasi képességét, tehat a
fibroblasztok altal termelt oldékony faktorok serkentik a tumoros sejtek proliferacids aktivitasat.
Hasonl6 megfigyelést tehettiik abban az esetben, amikor arany nanorészecskékkel elokezelt
fibroblasztok szekretalt faktoraival kezeltiik a 4T1 sejteket. Amikor azonban eziist, vagy arany-
eziist hibrid nanorészecskékkel el6kezelt fibroblasztokbol szarmazé szekretalt faktorokat
juttattunk a 4T1 sejtek tapfolyadékaba, a tapasztalt serkentd hatas szignifikdnsan kisebb mértéki

volt.

81



NIH/3T3 feliliszé - + + + +
NIH/3T3 elékezelés - - AuNP AgNP  Au@Ag

0h

24 h

*kkk

800 -
*kkk *%
g
S0® 600 -
T I
& 5=
£ $ g 400-
S xE
E®S
TOX 1
o 200
0 L] L
NIH/3T3 feluliszé - + + + +
NIH/3T3 elokezelés - - AuNP AgNP Au@Ag

19. dbra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecskéke kezelések hatasara csokken a
fibroblasztok altal szekretalt faktorok tumorsejt tamogatéo hatasa. NIH/3T3
fibroblasztokat kezeltiink nanorészecskékkel, majd a kezelések utan a sejtekbdl szarmazo
szekretalt, oldékony faktorokat tdményitettiik €s 4T1 adenokarcinoma sejteken alkalmaztuk.
A kezelések soran megfigyeltiik a 4T1 sejtek ,,sebzarodési” aktivitdsat. Az eziist és arany-
eziist hibrid nanorészecskékkel kezelt fibroblasztok altal szekretalt oldékony faktorok
kevésbé emeltek meg a 4T1 sejtek ,,sebzarodasi” képességét, mint a kezeletlen sejtekbdl
Gzérmazé szekretalt faktorok. (Egyszempontos ANOVA). )

A kisérletet megismételtiik egy masik modszerrel is, hogy precizebben is meghatarozzuk
a fibroblaszt eredetli oldékony faktorok tumoros sejtekre kifejtett proliferacido-serkentd hatasat.
Ennek érdekében a BrdU nukleotid analég genomba torténd beépiilését vizsgaltuk a 4T1
sejteken. A beépiilt BrdU mennyiségébdl kdvetkeztethetlink a sejtek proliferacids aktivitasara,
ugyanis ez a nukleotid analog kizarolag S-fazis-fliggd modon képes beépiilni a sejtek DNS-ébe.
A kisérlet soran a 4T1 sejtek 24 orés kezelésének utols6 két orajaban BrdU-val egészitettiik ki

a sejtek tapfolyadékat, majd fixalas utan BrdU speicifikus ELISA segitségével meghataroztuk
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a genomba épiilt BrdU nukleotidok mennyiségét (20. abra). A kisérlet soran nagyon hasonld
eredményeket kaptunk a ,wound healing” vizsgalat esetén kapottakkal. A kezeletlen
fibroblasztokbdl szarmazo szekretalt faktorok jelentésen megemelték a tumoros sejtek
proliferacios aktivitasat. Mig az arany nanorészecskékkel torténd kezelés nem befolyasolta a
fibroblasztok tumorsejt-tamogatd hatasat, addig az eziist és arany-eziist nanorészecskékkel

elokezelt fibroblasztokbol szarmazo szekretalt faktorok proliferacié serkentd hatdsa eltiint.
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20. abra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések csokkentik a
fibroblasztok tumorsejtekre Kkifejtett proliferaciot serkenté hatasat. NIH/3T3
fibroblasztokat kezeltiink nanorészecskékkel, majd a kezelések utan a sejtekbdl szarmazo
szekretalt, oldékony faktorokat toményitettiik és 4T1 adenokarcindma sejteken alkalmaztuk.
A kezelések utan 24 6raval BrdU esszé segitségével meghataroztuk a 4T1 sejtek proliferacios
aktivitasat. (Egyszempontos ANOVA).

. J

6.9. Az eziist és arany-eziist nanorészecske kezelések gatoljak a matrix metalloproteazok

felszabadulasat

Mivel a tumorokban felszabadulé matrix metalloproteazok aktivitasa fontos szerepet
jatszik a metasztazisok kialakulasa soran, az el6z0 kisérletbdl szarmaz6 NIH/3T3 fibroblasztok
altal szekretalt faktorokat tartalmaz¢d feliilisz6 mintdkban megvizsgaltuk a zselatindz
aktivitassal rendelkez6 MMP-2 és MMP-9 matrix metalloproteazok aktivitasat (21a, b. abra).
Mivel a matrix metalloproteazok nem csak a fibroblasztokbdl, hanem a tumorsejtekbdl is
felszabadulhatnak, arany, eziist és arany-eziist hibrid nanorészecskékkel elokezelt 4T1 sejtek

feliilluszo6jabol is készitettiink koncentralt oldatokat, és ezekben a mintakban is megvizsgaltuk a
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protedaz enzimek aktivitasat zselatin zimografia segitségével (21c, d. abra). Mindkét sejttipus
szekretdl MMP-2 ¢s MMP-9 matrix metalloprotedz enzimeket is, azonban, érdekes modon, a
fibroblasztok feliiluszéjaban az MMP-2, a tumorsejtek feliiliszojaban pedig, ezzel ellenkezd
modon, az MMP-9 aktivitdsa dominalt. A Coomassie-festett gélek szkennelése és az egyes
feltisztulasi sdvok intenzitdsanak szamszerlsitésével megallapitottuk, hogy az NIH/3T3
fibroblaszt sejtek esetén az arany-eziist hibrid nanorészecskékkel torténd elokezelések képesek
szignifikansan csOkkenteni a szekretalt fehérjéket tartalmazé feliiluszok MMP-2 és MMP-9
aktivitasat. 4T1 tumorsejtek esetén az eziist, valamint az arany-eziist nanorészecske kezelések
hatasara szignifikansan csokkent a toményitett feliiluszok MMP-2 aktivitdsa, mig az

elokezelések nem befolyasoltdk az MMP-9 enzim aktivitasat.
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21. abra. Az arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések hatisara csokken a matrix
metalloproteazok aktivitasa a 4T1 és a NIH/3T3 sejtek feliiliszojaban. Az arany, eziist
€s arany-eziist hibrid nanorészecskékkel el6kezelt NIH/3T3 (a) és 4T1 (C) sejtek feliiliszojat
toményitettiik, majd a mintakat zselatin zimografia segitségével vizsgaltuk. A festett gélek
szkennelése utan szamszersitettik a NIH/3T3 (b) és a 4T1 (d) sejtek feliiluszojabol
szarmazo mintdkban a matrix metalloproedzok aktivitdsa miatt kialakult feltisztulasi
savokat. (Egyszempontos ANOVA).

6.10. Az arany, eziist és arany-eziist nanorészecskék altal indukalt transzkriptomikai

valtozasok tumor-asszocialt fibroblaszt sejtekben

Szerettiik volna megérteni, hogy az eltéré kémiai 6sszetételli fém nanorészecskék milyen
transzkriptdom szintli génexpresszids valtozadsokat okoznak a tumor-asszocialt fibroblaszt
sejtekben. Ehhez 4T1 tumorsejtekkel ko-kultiraban tartott NIH/3T3 fibroblasztokat kezeltiink
24 oran keresztiil 25 uM arany, 20 uM eziist valamint 25 uM aranyat és 20 uM eziistot
tartalmazo arany-eziist hibrid nanorészecskékkel, majd ezt kovetéen a sejtekbdl RNS-t
izolaltunk ¢és Illumina MiSeq NGS platform segitségével ujgeneracios szekvenalast végeztiink
el. A szekvenalas soran nyert leolvasasokat GRCm38.p5 egér referencia genomhoz illesztettiik,
majd az ennek megfeleld gén annotécio segitségével hataroztuk meg az egyes gének expresszios
szintjét a mintdkban. A szekvenalds soran mintanként atlagosan 1,05+0,3 milli6 leolvaséaspart
azonositottunk. Ez a leolvasas szdm nem feltétleniil elegend6 alacsony szinten kifejez6do gének
mRNS szintjében mutatkozoé eltérések statisztikai igazolasara; ezért statisztikailag szignifikans
valtozasokat elsdsorban a markansan kifejez6d6 gének kozott allapithattunk meg.

Erdekes modon, az arany nanorészecskékkel kezelt mintdkban nem talaltunk
szignifikans eltérést a kezeletlen kontroll mintdhoz hasonlitva. Ezzel ellentétben az eziist- és az
arany-eziist nanorészecske kezelések szignifikans valtozasokat okoztak a fibroblaszt sejtek
transzkripcids profiljaiban. Klaszterekbe rendeztiikk azokat a géneket, amelyek kifejezddése
valamelyik kezelés hatasara szignifikdnsan valtozott, majd az egyes génekhez tartozo relativ
expresszios értékeket hétérképen abrazoltuk (22. abra). A hétérképen jol latszik, hogy az eziist
¢€s az arany-eziist nanorészecskék hatasara igen hasonl6 transzkriptomikai valtozasok torténtek
a tumor-asszocialt fibroblaszt sejtekben. Az eziist nanorészecskék hatasara 97 gén expresszioja

nétt és 33 gén kifejezOdése csokkent. Hasonld értékeket tapasztaltunk az arany-eziist hibrid

85



nanorészecske kezelések esetén is. Ebben az esetben a fibroblasztokban 85 gén expresszidja

emelkedett és 49 gén relativ mRNS szintje csokkent a kezeletlen sejtekhez viszonyitva.

-

(
6 0 6
Log, Fold change
AuNP AgNP Au@Ag
22. abra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések hasonlo

transzkriptomikai valtozasokat okoznak tumor-asszocialt fibroblaszt sejtekben. A
4T1 tumorsejtekkel ko-kultaraban tartott NIH/3T3 sejteket nanorészecskékkel kezeltiik,
majd az RNS-ek kivonasa utan transzkriptom analizis végeztiink el. A hétérképen azoknak
a géneknek a relativ expresszids adatait abrazoltuk, amelyek legalabb valamelyik kezelés
soran szignifikdns valtozast mutattak a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitva.

\
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unfolded fehérje vélasz (GO:0006986)
biolbgiai szabalyozas (GO:0065007)
fehérjemetabolizmus szabélyozasa (GO.:0051246,
sejtfehérje metabolizmus szabéalyozésa (GO:0032268)
sejtciklus (GO:0007049)
mitotikus sejtciklus folyamatok (GO:1903047)
mitotikus sejtciklus (GO:0000278,
oxidativ stresszvéalasz (GO:0006979)
mikrotubulus-k6tétt folyamatok (GO:0007017,
molekuléris funkcié szabélyozasa (GO:0065009)
| egy o:;;anizmust érinto folyamatok (GO:0044699)
sejtciklus folyamata (GO:0022402)

sejtalkoté organizéacié szabalyozasa (GO.00511 2£2
sejtciklus folyamaténak szabalyozéasa (GO:0010564)
molekuléris funkcié negativ szabalyozasa (GO:0044092)
mitotikus sziszterkromatida sze regécio (G0O:0000070)
citoszkeleton szervezédése (GO:0007010)
sejtmag osztédas (GO:0000280)
mitotikus sejtmag osztédas (GO:0007067)
mikrotubulus citoszkeleton szervezédése (GO:0000226)
sejtalkoté osztédas (GO:0048285)
stresszvalasz (GO:0006950
sejtes folyamatok (GO:0009987)
sejtciklus szabalyozasa (GO:0051726)
biolégiai folyamatok pozitiv szabalyozasa (GO:0048518)
programozott sejthalal pozitiv szabalyozasa (GO:0043068)
apoptozis pozitiv szabalyozasa (GO:0043065,
sejthalél negativ szabéalyozasa (GO:0060548,
| egy organizmust érinto sejtes folyamatok (GO:0044763)
. sejthalal pozitiv szabalyozasa
sejtes folyamatok negativ szabéalyozasa (GO:0048523)
programozott sejthalal negativ szabalyozasa 860:0043069)
apoptézis negativ szabélyozasa (GO:004306
sejtes folyamatok pozitiv szabalyozéasa (GO:0 48522;
| biolégiai folyamatok negativ szabalyozésa (GO:0048519)
programozott sejthalal szabalyozasa (GO:0043067)
apoptoézis szabalyozésa (GO:0042981)
sejthalal szabélyozéasa (GO:0010941)
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23. abra. Az eziist és arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések hasonlo
génontoldégiai csoportba tartozé gének expresszidojat bafolyasoljak. (a) P-értékiik
alapjan klaszterekbe rendeztiik azokat a génontoldgiai csoportokat, ahol szignifikdns
halmozddast tapasztaltunk. Sziirke szin jeloli az egyes kategéridkat, ahol nem volt
szignifikans felhalmozodas. (b) Az egyes nanorészecske kezelések befolyasoltak olyan
\_faktorok kifejezodését is, melyek az extracellularis matrixba szekretalddnak. W,

A kezelések esetén tapasztalt szignifikansan valtozott gének listajat felhasznalva

PANTHER overreprezentacios tesztet végeztiink el annak érdekében, hogy megallapitsuk, ezek
a gének mutatnak-e¢ felhalmozodast valamilyen biologiai funkciot jel6lé génontologiai
csoportban [203]. Szamos biologiai funkciot jelold génontologiai csoport esetén tapasztaltunk

olyan mértékii felhalmozodast, ami az analizishez hasznalt gének szamabol adodo vart értéknél
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szignifikansan magasabb volt. Mindkét kezelés elsésorban az apoptozishoz kapcsolhatd
génontoldgiai csoportokban eredményezett halmozddast, azonban fontos megemliteni, hogy a
ezekben a csoportokban dasulas mértéke magasabb volt az eziist nanorészecske kezelések
esetén, mint az arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések soran (23a. abra). Ezen kiviil
feliilreprezentaltak voltak a sejtciklus szabalyozasat végzd gének ontoldgiai csoportjai és a
stresszvalaszban szerepet jatszo géneket magaba foglalo gének csoportjai is. Erdekes modon, a
kiilonboz6 citoszkeletalis funkcidkhoz kapcsolhatd géneket magéba siiritd géncsoportok csak
az arany-eziist nanorészecske kezelések esetén eredményeztek szignifikans felhalmozodast.
Az eziist, vagy arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések soran szignifikdnsan valtozo
gének kozott azonositottunk olyanokat is, amelyek termékei szekretalodnak az extracellularis
térbe, és valamilyen modon szerepet jatszanak a metasztatikus folyamatokban (23b abra). Az
ezlist ¢és az arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések egyarant csokkentették a
Thrombospondin 1 és 2 expressziojat (Thbsl, Thbs2). Ezek az extracellularis matrix
komponensek fontos szerepet jatszanak a tumorok mikrokdrnyezetében és a metasztazisok
kialakitasaban. A sztromasejt eredetli Thrombospondin 1 példaul képes ndvelni a szajiiregi
karcinéma sejtek migracios és invazios képességeit [204], a kolonizalo tumorsejtekbdl szarmazo
Thrombospondin 2-rél pedig leirtak, hogy képes aktivalni a tiidészovetben talalhato fibroblaszt
sejteket, amelyek igy végsO soron eldsegitik a tumorsejtek metasztatikus kolonizacidjat a
tiidében [205]. Az extracellularis matrix felépitésében résztvevd Kollagén VI expressziojat
biztositd Col6al és Col6a2 gének kifejezddése is lecsokkent az eziist és az arany-eziist
nanorészecske kezelések hatasara. Ez tumorbioldgiai szempontbo6l szintén fontos lehet, ugyanis
megfigyelték, hogy a COL6A1 emelkedett szekrécidja a tumorokban Osszefiiggésbe hozhato a
tumorok csontszovet specifikus attétképz6 aktivitasaval [206], petefészek tumorokban pedig a
Col6a2 magas expresszidja korrelaciot mutat az emelkedett metasztatikus hatékonysaggal és a
betegség alacsony tulélésével [207]. A kezelések hatasara csokkent az AdamtsS kifejezddése is,
melynek terméke a metalloproteinaz aktivitassal rendelkez6 ADAMTSS, amirdl leirtdk, hogy
Az Oszteopontin (Spp1) kifejezddése elsdsorban az arany-eziist nanorészecske kezelések soran
csokkent jelentdsen. Ez szintén relevans lehet, ugyanis az Oszteopontinrél szamos alkalommal
leirtdk mar, hogy ndveli a tumorsejtek proliferacids aktivitasat, és eldsegiti a primer tumorok

attétképzését [209]. Az eziist és arany-eziist nanorészecske kezelések hatdsara csokkent
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expressziot mutatd Ptn gén terméke a multifunkcios bioldgiai szereppel rendelkezd neurit
novekedési faktor 1 (NEGF1, pleiotrophin), eldsegiti a tumorokban az angiogenezist és serkenti
a metasztazis kialakulasat [210]. Az arany-eziist nanorészecskék csokkentették a CCL7
kemokin expressziojat biztositdo gén (Ccl7) kifejezddését is, amirdl bebizonyosodott mar, hogy
a CCR3 receptor aktivalasan keresztlil epithelidlis-mesenchymalis tranziciot okoz a
tumorsejtekben, igy ndvelve azok metasztazis-képz6 hatékonysagat [211]. A szekretalt
faktorokat kodold gének koziil, minddssze harom esetén tapasztaltunk expresszido novekedést.
Az eziist és arany-eziist nanorészecskék megemelték a monocitdk makrofag iranyba torténd
polarizéciojat eldsegitd szekretalt faktort kodold gén kifejezddését (Mmd). Ezen feliil tovabbi
két extracellularis faktor kifejezddése is megemelkedett. Az egyik ilyen a pro-fibrotikus hatasa
kotdszoveti novekedési faktor génje (Ctgf), a masik pedig az angiogenikus hatasi CYR61-et

kodold gén, ami szintén képes pozitivan szabalyozni a tumorok invaziv tulajdonsagait [55, 212].

6.11. Az arany-eziist hibrid nanorészecskék gatoljak a 4T1 tumorok metasztatikus

aktivitasat, és erdsitik a kemoterapia tumornovekedést gatlo hatasat

Mivel az in vitro kisérletek soran igen igéretes eredményeket kaptunk, szerettiink volna
megbizonyosodni a fém nanorészecske kezelések in vivo tumor-ellenes hatasairdl is. Az in vitro
kisérletek azt mutattdk, hogy az arany-eziist hibrid nanorészecskék gatoljak legnagyobb
mértékben a 4T1 sejtek migracids-proliferacids képességeit, valamint a fibroblasztok tumor-
tdmogato hatasait is ezek a nanorészecskék csokkentették a leghatékonyabban. Mivel a 4T1
sejtek képesek metasztatikus tumorokat alkotni immunkompetens Balb/c egérben, ugy
dontottiink, hogy az arany-eziist hibrid nanorészecskék hatasait 4T1 sejtekbdl 1étrehozott tumor
modellben vizsgaljuk. A kisérlet soran a nanorészecskéket kozvetleniil a tumor koré juttattuk
be, annak érdekében, hogy hatékonyabban vizsgalhassuk a tumor mikrokdrnyezetébe keriilt
nanorészecskék hatdsait. A nanorészecske kezelésekben részesiilo allatok mellett olyan
csoportot is létrehoztunk, ahol a nanorészecske kezelésekkel parhuzamosan kemoterapiaban is
részesliltek az allatok, igy azt is megfigyelhettiik, hogyan mikddnek egyiitt az arany-eziist
nanorészecskék tradicionalis kemoterapiaval. A placebo csoportokban az allatok a kezelésekkel

megegyez0 térfogatii PBS-t kaptak a megfeleld adminisztracidban. A kisérlet soran az allatokat
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a kovetkezd csoportokba osztottuk: (i) PBS intravénas adminisztracidoban, (ii) PBS
peritumoralis adminisztracioban, (iii) Doxorubicin intravénas adminisztracioban, (iv) Au@Ag
peritumoralis adminisztracidban, (v) Doxorubicin intravénas adminisztracioban + Au@Ag
peritumoralis adminisztracioban. Az egyes csoportokban 6-7 allat volt.

Mivel a 4T1 sejtek mar a transzplantacid soran is rendelkeznek invaziv, metasztatikus
képességekkel, a tumor progresszidjanak mar igen korai fazisdban képesek metasztazisokat
elkezdeni, annak érdekében, hogy vizsgalhassuk az egyes kezelések metasztazis-gatld hatasait.
Miutan az emldszovetbe oltott 4T1 sejtek mérheté méretii tumort alkottak, az allatokat négy
alkalommal részesitettiik (a sejtek transzplantacidja utani 5-dik, 7-dik, 9-dik, illetve 12-dik
napon) a csoportoknak megfeleld kezelésekben, mikdzben folyamatosan regisztraltuk az egyes
tumorok méretét. A 14-dik napon abbahagytuk a tumorok méretének regisztralasat, és tovabbi
14 napot vartunk, hogy a tiidében kialakult attétek detektalhatdé méretiivé fejlédjenek, majd a
abra).

Az egyes csoportokban detektalt tumorndvekedési diagramokon jol lathato, hogy a
Doxorubicint alkalmaz6 kemoterapia nem csokkentette dnmagéaban szignifikdnsan a 4TI
tumorok méretének novekedését, és az arany-eziist nanorészecske kezeléseknek is csak kis
hatasa volt. Abban az esetben viszont, amikor az allatok mind nanorészecske, mind Doxorubicin
kezelésben részesiiltek, a tumorok ndvekedése lassabb volt, és a 14. napon szignifikansan kisebb
volt a tumorok térfogata, a placebo csoportokhoz viszonyitva (24b. arba).

A kisérlet végén ex vivo megvizsgaltuk az allatok tiidejében talalhatd metasztatikus
szOvetek mennyiségét. A tiidé metasztdzisok mennyiségét harom modszer segitségével
hataroztuk meg. Megmértiik a tiidok sulyat, majd kivontuk a mért értékekbdl az egészséges
allatok tiidejének atlagos stlyat (0.17 gramm), igy megkaptuk az egyes tiidokben talalhato
tumoros szovet tomegét. A tiidokrol sztereomikroszkopos felvételeket is készitettiink, és
megszamoltuk az egyes allatok tiidején talalhato felszini metasztatikus nodulusokat. Ezek utan
a szOveteket paraffinba agyaztuk, metszettiik, majd a hematoxilinnal és eozinnal festett

metszetekben meghataroztuk a metasztatikus szovet szdzalékos mennyiségét (25. abra).
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24. abra. A peritumorialisan alkalmazott arany-eziist hibrid nanorészecskék
csokkentik a 4T1 tumorok novekedését Balb/c egerekben és erositik a Doxorubicin
tumornovekedés gatlo hatasat. (2) Az egyes csoportok esetén tapasztalt tumorndvekedési
gorbék. Az abrakon a csoportok Osszes tagjanak (n=7) egyedi tumorndvekedési dinamikaja
van feltlintetve. A tumorsejtek transzplantacioja utdn négy alkalommal részestiltek az allatok
a csoportnak megfeleld kezelésben (piros nyilak), a 14. nap utdn a tumorok méretének
regisztralasat nem folytattuk. A tumorsejtek transzplantacidjat kovetd 28. napon felaldoztuk
az allatokat (fekete rombuszok). (b) A 14. napon a tumorok méretei kozott szignifikans
\eltéréseket tapasztaltunk. (t-proba). )

91



a b - c
! o ' I 1
0.20 — 60- — —
— . 20 .
- 1
w 045 aa 4 B A a1 1
23 A 25 *
ﬁ,‘? — 2% a 23 Y aa La e _ 157 | p— |
< Bo.10] 2z A B A A ==
B2 Ah B~ A_ A 1] g
_g N a a A g_g T A, Ne 04 , R
= 005 s P SN 4 =& 4/ a £5 s °
o AA g as  An at L 2° 5] 72 aa _:_
A A 4 a 52 AA A
T f‘ t f‘ N ad e o
N . S o__A,___,_._._A,____AA_.ﬂ_
~ . \al
@ P S L >
@@ v.o P éQ \(‘\ Q \@Y'
x & & & gL
LN @ x
$° P
9
d & Ca ¥
06*' Q &
06"
2mm 400 pm

PBSi.v.

Au@Ag p.t.

PBS p. t.
Dox. + Au@Ag

Dox. i.w.

25. abra. Az arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések in vivo gatoljak a 4T1 tumorok
attétképzodését. A kisérlet végén ex vivo vizsgaltuk az allatok tiidejét. A primer tumor
attétképzeését a tidoben talalhatdo metasztatikus szovet tomegének meghatarozasaval (a), a
tidok felszinén lathaté metasztatikus nodulusok szamaval (D), illetve a tiid6bol késziilt
metszetekben meghatarozott metasztatatikus teriilet szazalékos aranyaval jellemeztiik (c) (d)
Reprezentativ mikroszkopos felvételek az egyes csoportokban talalhato allatok tiidejérol (t-

\_proba). Y,

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a Doxorubicin kezelések az alkalmazott d6zisban
nem csokkentették a 4T1 tumorok metasztazis képzddését. Ezzel szemben, amikor Au@Ag
hibrid nanorészecskét kaptak az allatok, kevesebb metasztatikus szovet volt detektalhatd az
allatok tiidejében. A nanorészecskék metasztazis-gatlo hatdsa a kombinacios kezelések soran is
megmaradt, habar a kettds kezelések nem csokkentették jobban a primer tumorok attétképzo

aktivitasat a csak nanorészecskét kapott allatokhoz viszonyitva.
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7. Az eredmények osszefoglalasa és megbeszélése

A tumoros megbetegedések kezelése soran a tumor méretét &és progresszidjat
leggyakrabban citotoxikus  gyogyszermolekuldkat alkalmazd  terdpiaval  probaljak
visszaszoritani. Azonban a kezelés sok esetben jelentds mellékhatasokkal jar, és a tumorsejtek
valaszatol fiiggéen teljesen hatastalan is lehet. A nanotechnologia 1j eredményeinek
koszonhetden lehetéség van arra, hogy a nanométeres mérettartomanyba esO részecskéket
felhasznaljuk terapids, illetve diagnosztikai célokra. A fém-alapu nanorészecskék kiilondsen
igéretes eszkozoknek bizonyulnak, mivel szamos kitlind fizikai és kémiai tulajdonsaggal
rendelkeznek, amelyek alkalmassa teszik Oket orvosi célokra is. Felsziniik egyszeriien
modosithatd, melynek révén Kkismolekulak hordozoiként alkalmazhatok, illetve igy
szabalyozhatova valik a gyogyszermolekuldk szervezeten beliili utja is. Az ezist
nanorészecskék erds apoptotikus hatasuk miatt kiemelkednek a tobbi fém-alapt nanorészecskék
koziil, az arany nanorészecskék pedig biokompatibilis, valamint radioszenzitizalo
tulajdonsagaik miatt szintén egyedi terapias lehetdségekkel rendelkeznek. Habar sok tanulmany
vizsgalta mar a fém nanorészecskék altal indukalt molekuléris bioldgiai mechanizmusokat
tumoros modellekben, az, hogy a nanorészecskék kiilonbozo fizikai-kémiai paraméterei hogyan
befolyasoljak biologiai aktivitasukat még messze nem ismert teljes részleteiben. Munkéank soran
a fém nanorészecskék két paraméterének hatdsat vizsgaltuk: kivancsiak voltunk arra, hogy a
nanorészecskék mérete, illetve fémdsszetétele hogyan befolyasolja azok viselkedését kiillonb6zo
tumoros modellekben.

Egyik elsédleges célunknak tliztiik ki, hogy vizsgaljuk az eziist nanorészecskék
méretfliggd apoptotikus tulajdonsagait, ezért a kisérletek soran 5 nm illetve 35 nm atmérd;i
eziist nanorészecskék hatésait hasonlitottuk dssze. Mivel a humén daganatok dontd részében a
p53 tumorszuppresszor funkcidvesztést szenved, a citotoxikus gyogyszermolekulakat
alkalmaz6 kezelésekre a tumorsejtek nagy része képtelen p53-fliggd apoptdzissal valaszolni.
Ezért nagyon fontos, hogy olyan Uj tumorellenes gyogyszereket vezessiink be a klinikai
gyakorlatba, melyek képesek p53-fiiggetlen titvonalon is apoptozist indukalni a tumorsejtekben.
Azért, hogy kideritsiik, az ezilist nanorészecskék képesek-e pS53 hianydban is apoptozist
indukalni, vad tipust p53-at kifejezo, illetve p53-deficiens oszteoszarkoma sejteken vizsgaltuk

a nanorészecskék hatasait.
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Az eziist nanorészecske kezelések altal aktivalodo folyamatokat elszor oszteoszarkoma
eredetii, vad tipust p53-at kifejezé U20s, illetve p53-hianyos Saos-2 sejteken figyeltiik meg.
Azt taldltuk, hogy az eziist nanorészecskék képesek megtapadni, és hatékonyan atjutni az
alkalmazott oszteoszarkéma sejtek membranjan. Mivel a nanopartikulumok membranburkolt
vezikuldkban is megfigyelhetdek voltak, tigy tiinik, hogy a részecskéket endocitozis-fiiggd
folyamatok segitségével veszik fel ezek a sejtek. Habar tobben leirtdk mar, hogy a
nanorészecskék felvételében elsésorban pinocitozis-szerli folyamatok jatszanak szerepet [213],
a nanorészecskék sejtekbe jutdsa mogott allo pontos mechanizmusok még nem teljesen
tisztazottak. Az elektronmikroszkopos képeken a sejtek citoplazmajaban szabadon, a
vezikuldkon kiviil is detektaltunk nanorészecskéket. Ez azt sugallja, hogy a részecskék tobbféle
modon is képesek a sejtekbe keriilni, illetve a nanorészecskék sejten beliili sorsa esetenként
eltérd is lehet. Fontos szem el6tt tartanunk, hogy a vezikuldkba csomagolt nanorészecskék
jelenléte nem csak a felvételi mechanizmusokrol tanuskodhat, de tiikrozheti a sejtekben
indukalddott védekezd reakciok miikodését is. Elképzelhetd, hogy a toxikus fémektdl ugy
probal megszabadulni a sejt, hogy membranok segitségével elhatirolja a nanorészecskéket
citoplazmabol, majd ezt kdvetden exocitdzissal kiiiriti a vezikulakat az extracellularis térbe. A
nanorészecskék felvételének, sejten beliili pozicionalasanak, illetve hossza tava sorsanak
tovabbi vizsgalata elengedhetetlen ahhoz, hogy pontosabban megértsiik a nanoanyagok
kolesonhatésait €16 rendszerekkel.

Miutan meggy6zddtiink arrol, hogy az 5 és a 35 nm atmérdjii részecskék is képesek
bejutni az alkalmazott U20s és Saos-2 sejtekbe, megvizsgaltuk a felhasznalt nanorészecskék
toxikus hatasait. Eredményeink, tobb korabban publikalt tanulmanyhoz hasonl6an azt mutatjék,
hogy a kisebb nanorészecskék jelentdsen toxikusabb hatast gyakorolnak a nagyobb méreti
részecskékkel Osszehasonlitva. Logikusnak tlinik az a hipotézis, hogy a kisebb atmérdji
nanorészecskék nagyobb relativ felszinérdl tobb eziist ion szabadulhat ki az oldatba, ezért a
kisebb 4tmérdjii nanorészecskéknek erdsebb biologiai hatdsa van, azaz sokkal reaktivabbak,
mint a nagyobbak. Tébb kiilonb6zé sejtvonalon is bizonyitottdk mar, hogy az 5 nm atmérdji
részecskék toxikusabbak a nagyobb, 10 nm és 50 nm atmérdjii részecskékhez viszonyitva [214].
Tovabba, a 8 nm atmérdji eziist nanorészecskék nagyobb mértékii interleukin-8 szekréciot és
intenzivebb oxidativ stresszt indukaltak, mint a nagyobb részecskék [215]. Habar ezek az

eredmények egymastol fiiggetleniil igazoljak a kisebb részecskék toxikusabb hatdsat, mas
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tanulmanyokban leirtdk, hogy a 100 nm atmérdji részecskékkel torténd kezelés esetén a
sejtekbol felszabadulo laktat-dehidrogenaz enzim mennyisége nagyobb, és ezzel egy id6ben a
sejtek viabilitasa alacsonyabb volt, mint amikor 10 nm és 50 nm atmérdjii nanorészecskékkel
kezelték a sejteket [216]. Ezek az ellentmondé eredmények azt sugalljak, hogy nincs egyértelmii
Osszefliggés a nanorészecskék mérete és toxikus hatasa kozott. Raadasul, amellett, hogy a sejtek
eltéré affinitassal vehetik fel a kiilonb6z6 méretli részecskéket, a részecskék bejutasat
méretiiknél sokkal jobban befolyasolta az eziist nanorészecskék felszinét boritd burkolo
vegyitilet kémiai tulajdonsaga [217, 218].

Hogy kideritsiik, vajon a két eltéré méretli nanorészecske citotoxikus hatasai mogott
megegyez0, vagy esetleg kiilonbozé molekularis bioldgiai mechanizmusok allnak, a
részecskéket olyan koncentracidkban alkalmaztuk, melyek egyenlé mértékben csokkentik a
sejtek viabilitasat (ICso értéket megkozelité koncentraciok).

Azt talaltuk, hogy mindkét nanorészecske képes volt nem csak a vad tipusu p53-at
kifejez6 U20s, de a p53-hianyos Sao0s-2 sejtekben is apoptozist indukalni. Ezek az eredmények
azt mutatjadk, hogy a p53 nem jatszik meghatdrozd szerepet az eziist nanorészecskék altal
indukalt apoptotikus folyamatok soran. Habar ugy tlinik, hogy a kezelések sordan a p53
apoptdzist indukaldé szerepe nem jelentds, megvizsgaltuk, hogyan valtozik a p53-fiiggd
jelatviteli itvonal a két eltéré méretli eziist nanorészecske kezelés hatasara U20s sejtekben. Az
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a nanorészecskék hatasara a p53
tumorszuppresszor fehérje stabilizalodik és transzaktivacios képessége is indukalodik.
Raadasul, mivel jelentds emelkedést tapasztaltunk a p53-fliggd gének mRNS-szintjében, Ggy
tlinik, hogy az eziist nanorészecskék a teljes p53-fiiggd jelpalyat képesek aktivalni. Mivel az
eziist nanorészecskék egyenlé mértékben csokkentik a p53-at tartalmazo és a p53-hianyos sejtek
tulélését, gy gondoljuk, hogy a p53 aktivalodasa csak egy mdasodlagos hatés, és az eziist
nanorészecskék apoptotikus hatdsa mogott elsédlegesen mas folyamatok allnak.

Mivel a mitokondrialis funkciok sériilése képes kozvetleniil is apoptotikus halalt
kivéltani a sejtekben, megvizsgaltuk, hogyan valtozik a mitokondriumok miikodése az eziist
nanorészecske kezelések hatasara U20s és Saos-2 sejtekben. Megallapitottuk, hogy az eziist
nanorészecskék modositottak az oszteoszarkoma sejtek mitokondriumainak ultrastrukturait,
mitdbb, a vizsgalt oszteoszarkéma sejtvonalakban jelentdésen lecsOkkent a mitokondrialis

membranpotencial is az ezilist nanorészecske kezelések hatisara. Az eziist nanorészecskék
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mitokondrialis stresszt indukaldé hatasat az is megerdsiti, hogy a kezeléseket kovetden
emelkedett mennyiségi mitokondrialis Citokrom ¢ fehérjét detektaltunk a sejtek
citoplazmatikus frakcidiban. A citoplazmatikus Citokrém c jelzi, hogy a mitokondrialis
membranpotencidl csokkentése mellett, a nanorészecske kezelések emelkedett mitokondrialis
membran permeabilitast is kivaltottak. Mivel a mitokondridlis fehérjék citoplazmatikus
lokalizacidja kozvetlen uton képes indukalni az apoptoszomak Osszeszerelodését [219], ugy
gondoljuk, hogy a megfigyelt mitokondridlis diszfunkcidé lehet az eziist nanorészecskék
apoptotikus hatasanak elsédleges oka.

Mivel a sejtek transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatai soran nem talaltunk
nanopartikulumokat a mitokondriumokban, ugy véljiik, hogy a kivaltott mitokondrialis stresszt
elsdsorban a citplazmdba jutott nanorészecskék felszinérdl felszabadult eziist ionok okozzdk. Ez
azt jelenti, hogy az eziist nanorészecskék toxikus hatdsa mogott a részecskék fizikai
tulajdonsagai (,,nano tulajdonsag”) helyett, inkdbb a kémiai Osszetételiik (,,eziist tulajdonsag”)
a meghatarozo. Ezt a feltételezést megerdsiti az is, hogy a kisérleteink soran azt talaltuk, hogy
az 5 nm ¢és a 35 nm atmér6jli eziist nanorészecskék azonos itvonalakon keresztiil indukalnak
apoptozist tumorsejtekben. Mivel a két eltér6 méretli eziist nanorészecskét olyan
koncentraciokban alkalmaztuk, amelyek egyforma mértékben csokkentették a sejtek
¢letképességét, ezekben a koncentraciokban a kétféle részecske szintén azonos foku apoptozist,
p53 aktivalodast, valamint mitokondridlis karosodast indukalt.

Munkank tovabbi részében aranybol, valamint eziistbdl késziilt nanorészecskék altal
kivaltott bioldgiai valaszokat hasonlitottuk Gssze annak érdekében, hogy a nanorészecskék
kémiai Osszetételének sejtélettani hatasait megallapitsuk. Tovabba eldallitottunk és
jellemeztiink mag-héj szerkezetli, arany-eziist hibrid nanorészecskéket is, igy a vizsgalatok
soran a két fém egylittes hatasat is megfigyelhettiik.

Sok informaci6 all mar rendelkezésre a nanorészecskék és a tumorsejtek kozotti
kolcsonhatasok molekuléris hatterérdl, azonban a valosagban a szolid tumorokat nem csak rakos
sejtek homogén populacioja alkotja. A tumorokban talalhat6é reaktiv sztroma meghatarozo
alkotoeleme a tumoros szdvetnek, és a sztroma-tumorsejt kolcsonhatds alapvetden
befolyasolhatja a tumor viselkedését. A sztréma leggyakoribb elemét a fibroblasztok képezik,
amelyek szamos modon képesek tamogatni a tumorsejteket, igy elOsegitve azok invaziv,

metasztatikus képességeit. Manapsag igen intenziven vizsgalt, igéretes stratégianak bizonyul a
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tumor-sztroma sejtjeinek — példaul a fibroblasztoknak — terapias célzasa nanorészecskékkel,
mely a terapia kimenetelét tekintve kiilondsen elonyos lehet, hiszen igy egyuttal a metasztazisok
kialakulasanak gatlasa is megvalosulhat [220]. Tovabba, a sztroma egyedi sejttipusai és a tumor
mikrokornyezetének sajatos fizikai tulajdonséagai (pl. enyhén savas pH) lehetéséget adnak az
egyes hatdbanyagok tumor-specifikus felszabaditasra is. Mivel a fém nanorészecskék hatasait
még nem ismerjiik a tumor-sztroma sejtjein, vizsgalataink soran szerettiik volna megtudni, hogy
az eldallitott arany, eziist, illetve arany-eziist hibrid nanorészecskék képesek-e befolyasolni a
reaktiv sztroma fibroblaszt sejtjei €s a tumorsejtek kozott kialakuld molekularis kommunikaciot,
¢s ha igen, ki lehet-e haszndlni ezt a jelenséget a tumorterapia soran.

Kisérleteinkben az arany nanorészecskék biokompatibilisnek bizonyultak, ugyanis az
alkalmazott sejtvonalakon csak minimalis toxikus hatast detektdltunk arany nanorészecske
kezelések soran. A vartnak megfeleléen, az eziist részecskék ennél jelentésebb toxicitast
mutattak, viszont érdekes moddon, az arany-eziist hibrid nanorészecskék kevésbé voltak
mérgezoek, mint a csak eziistb6l késziilt partikulumok. Ennek a jelenségnek a hatterében
valosziniileg a kétféle nanorészecske eltérd fizikai-kémiai tulajdonsigai 4allhatnak.
Elképzelhetd, hogy a hibrid nanorészecskék esetén a biologiai hatdst kivaltd eziist ionok
felszabadulasa kisebb mértékii, vagy idében jelentdsen elnyujtott, mig a csak eziistbdl allo
nanorészecskék esetén sokkal nagyobb mértékben ¢és gyorsabban valdsul meg az eziist
ionizacidja. Ez a tulajdonsag elényos lehet, mivel igy a mag-héj szerkezet Gsszetételének és
aranyainak valtoztatasaval lehetdség nyilhat a reaktiv eziist ionok ,,irdnyitott” felszabaditasara,
valamint az ioniz4cid €s a disszociacio kinetikajdnak modulédladsara. A hibrid nanorészecskék
mag-héj szerkezetének megfeleld megvalasztasaval lehetové valhat, hogy csak egy adott
stimulus, példaul sugarkezelés, hatasara szabaduljanak fel a reaktiv ionok az arany hordozé
felszinérdl. Ez a tulajdonsag rendkiviil hasznos lenne, ugyanis igy a sugarterapia soran kivaltott
karositd hatds erdsithetd, és egyben lokalizdlhaté is lehetne a tumorokban és
mikrokornyezetiikben. Habar mésok is eldallitottak mar mag-héj szerkezetli, arany-eziist hibrid
nanorészecskéket, a pontos fizikai-kémiai jellemz6ik és egyedi tulajdonsagaik lehetséges
kihasznalasa még tovabbi vizsgalatokat igényel [221, 222].

A Kkisérletek soran megallapitottuk, hogy nem-toxikus koncentracidban, az eziist
tartalmu nanorészecskék képesek csokkenteni az invaziv 4T1 sejtek migracios tulajdonsagait,

és gatlo hatasuk joval er6sebbnek bizonyult a tumorsejtekre mint a nem-tumoros sejtekre. T6bb
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in vitro tumorsejtes rendszerben is megfigyelték mar, az eziist tartalmi nanorészecskék anti-
proliferativ, sejtciklus gatld, illetve apoptozis indukalo tulajdonsagait [153-159]. Raadasul az
ezilist nanorészecskék anti-proliferativ hatasainak vizsgalata soran az is kidertlt, hogy az eziist
nanorészecskék erdsebb gatlo hatast gyakorolnak tumorsejtekre, mint egészséges, immortalizalt
sejtvonalakra [171, 223]. A nanorészecskék tumorsejt-specifikus hatasa valdszinileg abban
rejlik, hogy a rékos sejtek az intenziv tapanyagfelvétel érdekében sokkal hatékonyabb
endocitozis-, illetve pinocitozis-medialt részecske-felvételt  fejlesztettek ki, igy
végeredményben tobb citotoxikus nanorészecskét akkumuldlnak, mint az egészséges sejtek
[224].

Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy az eziist, illetve az arany-eziist hibrid
nanorészecske kezelések képesek voltak csokkenteni a tumor-asszocialt fibroblaszt sejtek
tumorsejt-tamogatd hatasait, valamint azt is, hogy ez a hatas a fibroblasztok altal szekretalt
oldékony faktorok valamilyen tulajdonsagénak valtozasan keresztiil torténik. Ezt aldtdmasztjak
azok a megfigyeléseink is, miszerint a tumorsejt kultirdk feliiliszojabol mért matrix
metalloproteaz aktivitas is csokkent az eziist és arany-eziist nanorészecskék hatasara. A Kko-
kultaras kisérletek soran a NIH/3T3 fibroblaszt sejteket minddssze 24 6ran keresztiil tartottuk
egyiitt a 4T1 sejtekkel. Jollehet, tobb kutatocsoport is hosszab ko-inkubacios id6t alkalmazott a
kisérleteik sordan, mi azonban szerettiik volna ezt az id6t minimalizalni. Ennek f6 oka az volt,
hogy a kisérletek soran nem a tumorsejtek hatasat terveztiik vizsgalni a fibroblasztok
Raadasul, mivel a NIH/3T3 fibroblaszt sejtek onmagukban is aktivalt fibroblaszt sejtekre
jellemz6 markereket hordoznak — példaul magas aSMA expresszid és migracios aktivitas —nem
tartottuk sziikségesnek a fibroblasztok tovabbi aktivalasat a tumorsejtekbdl szarmazo
novekedési- és egyéb faktorok felhasznaladsaval. Emellett, a kisérletek soran megfigyeltiik, hogy
az alkalmazott NIH/3T3 fibroblasztok igen intenziv anyagcserét folytatnak, melynek
kovetkeztében a tapfolyadék pH-ja gyorsan csokken a kultraban. A savas pH toxikus a
kultiraban tartott sejtek szamara, ezért gyakran kell cserélni, viszont a tapfolyadék gyakori
frissitése megakadalyozza a tumorsejtek altal termelt faktorok transzormalé hatdsanak
megvalosulasat. Mindazonaltal az indirekt ko-kulturas rendszerek hatranya, hogy az egymastol
térben szeparalt sejtek kommunikaciéja nem modellezi megfeleléen az in situ szoveti kdzegben

megfigyelhet6 sejt-sejt kapcsolatokat. A probléma elkeriilése érdekében tovabbi terveink kozott
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szerepel a direkt ko-kulturas rendszerek alkalmazasa, ugyanis ma mar jol ismert, hogy a
kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok a tumorsejtek €s a reaktiv sztroma sejtjei kozott igen
meghatarozoak lehetnek [225]. A dirket ko-kultarak alkalmazasa tovabbi tényezOk miatt is
elényos lehet, hiszen igy akar lehet6ség nyilik primer, human tumor eredetii fibroblasztok
kisérletes vizsgalatara is.

Annak érdekében, hogy képet kaphassunk arrél, milyen mechanizmusok allhatnak az
eziist és az arany-eziist nanorészecskék megfigyelt fibroblaszt-gatld hatasainak hatterében, 4T1
tumorsejtekkel ko-kultaraban tartott NIH/3T3 fibroblasztokat nanorészecskékkel kezeltiik,
majd RNS izolalast kovetden transzkriptom analizist végeztiink. Az arany nanorészecske
kezelések nem okoztak jelentds valtozast a tumor-asszocialt fibroblaszt sejtek génexpresszids
mintazataban, ezzel szemben szignifikdns valtozasokat tapasztaltunk az eziist és az arany-eziist
kezelések esetén. Az eziist és arany-eziist nanorészecske kezelések hasonld génexpresszids
mintazatot idéztek elé a tumor-asszocialt fibroblaszt sejtek transzkripcios profiljaiban, és
génontoldgiai analizissel is alatamasztottuk, hogy a két eziisttartalmt nanorészecske nagyjabol
hasonlo valtozdsokat indukalt. Ez a megtfigyelés megerdsiti azt, hogy a hibrid nanorészecskék
aktiv alkotoeleme a héjat alkoto eziist. Mind az eziist nanorészecske, mind az arany-eziist hibrid
nanorészecskékkel tortént kezelés els6sorban az apoptdzishoz, valamint a stresszvalaszhoz
kapcsolhaté génontologiai csoportokba tartozé gének kifejezédésében okozott jelentOs
valtozast, ami megerdsiti, hogy az alkalmazott, nem-toxikus dozis ellenére, a megfigyelt
hatasokat els@sorban a sejtekben bekdvetkezd intracellularis stressz valtja ki. Eltéréseket is
azonositottunk az eziist és az arany-eziist nanorészecske kezelések hatasara bekovetkezett
transzkripcids valtozasok kozott. Ugy tiinik, hogy az arany-eziist hibrid nanorészecskék
valamilyen mdédon képesek befolyasolni a citoszkeletalis rendszer miikodését is, mig ezekben a
génontologiai csoportokban nem jelentkezett szignifikans dusulds az eziist nanorészecske
kezelések esetén.

Fontos megemliteni, hogy szamos irodalmi adat azt mutatja, hogy a részecskék feliileti
toltéseloszlasa meghatarozza azok biologiai aktivitasat is [226]. A kisérleteinkben hasznalt eziist
illetve arany-eziist nanorészecskék zeta-potencialja — habar mindkettd negativ — eltér egymastol.
Mig az eziist nanorészecske zeta potencidlja —6,8 mV, a hibrid nanorészecskék esetén ez —18,6
mV. Ezzel ellentétben, a trankszkriptom analizis sordn mégis igen hasonld génexpresszios

mintdzatot indukalt a két eltérd zeta-potenciallal rendelkezd nanorészecske. Ez a jelenség tobb
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lehetséges magyarazattal is alatdmaszthatd. Elképzelheté, hogy a negativabb feliileti
toltéseloszlas nem eredményez kifejezettebb protein koronat a részecske feliiletén, tehat hiaba
alacsonyabb a toltése az egyik nanorészecske felszinének, mint a masiknak, ha ez elér egy
kritikus értéket, akkor nem lehet tobb fehérjével boritani a részecske felszinét. A nagyjabol
azonos méretll protein koronanak koszonhetden a részecskék sejtekbe torténd felvételének
mértéke valdsziniileg hasonld, illetve a sejten beliil felszabadult aktiv komponens — az eziist —
mennyisége is egymashoz mérheté a két nanorészecske esetén. Valdsziniileg egészen
markansabb kiilonbségeket tapasztaltunk volna abban az esetben, ha egy pozitiv és egy negativ
feliileti toltésti nanorészecske hatasait hasonlitottunk volna dssze. Az eziist és arany-eziist hibrid
részecske kezelések soran kapott hasonld transzkriptomikai valtozasokat szintén magyarazhatja
az eziist nanorészecskék passzivalodasi képessége. Ez azt jelenti, hogy hidba tartalmaznak tobb
ezlistot a csak eziistbdl alld nanorészecskék, a sejten beliil csak korlatozott mennyiségli reaktiv
ion felszabaditasara képesek. Valdjaban pontosan ezt a tulajdonsagot szeretnénk kihasznalni a
hibrid nanorészecskék alkalmazasaval, igy ugyanis lehet6ség nyilik arra, hogy csupan a
felszabadulasra képes mennyiségii eziisttel boritsuk az arany hordoz6 felszinét, igy csokkentve
a nanorészecskék toxikus hatdsat a nem-cél szervekben. A transzkriptom analizis soran
azonositottunk néhany olyan gént is, amelyek termékei szekretalédnak az extracellularis
matrixba, és expresszidjuk valtozik arany-eziist hibrid nanorészecske kezelések soran. Ugy
gondoljuk, hogy ezek a valtozdsok fontos szerepet jatszhatnak a tumor-asszocidlt
fibroblasztokban megfigyelt, tumorsejt-serkent6 aktivitast befolyasold6 mechanizmusok soran
1s, habar ennek pontositasa még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mivel az arany-eziist hibrid nanorészecskék felhasznalasaval igéretes in vitro
eredményeket értiink el, megvizsgaltuk a nanorészecskék hatasait in vivo rendszerben is. A
kisérlet soran megallapitottuk, hogy a tumor mikrokdrnyezetébe juttatott arany-eziist hibrid
nanorészecskék onmagukban is képesek voltak kis mértékben csokkenteni a tumoros szovet
novekedését. Még ennél is fontosabb eredmény, hogy ezek a nanorészecskék a 4T1 tumorok
attétképzesét is jelentdsen csokkentették. A nanorészecskék hatdsat doxorubicin terdpia mellett
IS megvizsgaltuk. Habar ebben az esetben a tumorméret novekedésének gatlasa nagyobb
mértéklt volt, a metasztazisok szdma nem tért el jelentdsen az arany-eziist hibrid
nanorészecskékkel kezelt csoportok esetén tapasztalt értékektdl. Erdekes modon a doxorubicin

onmagaban nem csokkentette a 4T1 tumorsejtek metasztatizalo képességét. Az in vivo kisérlet
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eredményei azt mutatjdk, hogy az arany-eziist nanorészecskék a tumor mikrokornyezetben
képesek jelentésen gatolni a tumorok metasztazis képz0 aktivitasat, és emellett erdsiteni az
intravénds doxorubicin terapia hatasfokat is. Masok eredményeihez hasonldan ezek a kisérletek
is azt bizonyitjak, hogy a fém nanorészecskék igazan hatékony kombinaciods partnerek lehetnek
kiilonozé kemoterapias hatdéanyagok mellett [227]. Méhnyakrak sejteken tesztelték mar eziist-
€s mas nanorészecskék egyiittes hatasat a kemoterapia soran gyakran alkalmazott etopoziddal.
A kisérlet eredményei azt mutattak, hogy a nanorészecskék és az Etopozid egyiitt szinergikus
hatast gyakoroltak, mivel a kombinacios kezelések soran a gatld hatas sokkal erésebb volt a
rakos sejteken, mint amikor a kétféle anyagot kiilon-kiilon adagoltak. Habar ebben a kisérletben
a felhasznalt Etopozid nem volt kovalensen kotve a nano hordozo feliiletére, a megfigyelt
szinergista hatds bizonyitotta a nanoeziist kombinacids partnerként torténd alkalmazéasat
kiilonb6z6 kemoterapias hatdbanyagokat tartalmazo keverékekben [228].

Annak érdekében, hogy megéllapitsuk, milyen mechanizmusok allnak pontosan az
arany-eziist nanorészecskék metasztazis-gatld hatasai mogott, tovabbi kisérleteket terveziink.
Szeretnénk megvizsgalni, hogy az in vitro koriilmények kozott azonositott fibroblaszt-
specifikus, szekretalt faktorok valtozasa megtorténik-e in vivo is az egyes nanorészecske
kezelések hatasara. A tumor-sztroma fibroblaszt sejtjei mellett azonban érdemes mas
sejttipusokra is figyelmet forditani. Fontos lenne vizsgélni példaul a tumorszdvetbe toborzott
M2 polarizaciés iranyba differencialodott makrofagokat, ugyanis a kozelmultban
megallapitottak, hogy az eziist nanorészecskék képesek gyulladast kelteni a tumorszovetben,
ami végsé soron In Vvivo emeli ezen nanorészecskék tumorellenes hatasait [229]. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a tumorsejteken és fibroblasztokon kiviil, a tumor-asszocialt
makrofagok is jo terapias célpontjai lehetnek a fém nanorészecskéknek. A jovében tovabbi
fontos célunk, hogy megallapitsuk, az arany nanorészecskék felszinén hordozott eziist tumor-
specifikus gatld hatdsa milyen fizikai paraméterek kozott érvényesiilhet maximalis mértékben.
Szeretnénk meghatarozni példaul azt, hogyan befolyasolja az eziist réteg vastagsaga, illetve a
két fém nanorészecskén beliili aranya a részecskék biologiai hatasait. Végiil, a célzott, tumor-
specifikus hatéds kialakitasanak érdekében, szeretnénk azokat a modszereket is azonositani,
melyek révén az eziist ionok felszabadulasa a nanorészecske felszinrél csak kontrollalt

stimulusokra valosul meg.
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Munkankkal nagymértékben hozzajarultunk ahhoz, hogy jobban megértsiik a nano-
anyagok biologiai rendszerekkel torténd kolcsonhatdsait. Megallapitottuk, hogy az eltérd
méretli ezlist nanorészecskék megegyezd molekularis utvonalon keresztiil indukalnak p53-
fliggetlen apoptozist. Meger0sitettiik, hogy az arany nanorészecskék onmagukban minimalis
hatast gyakorolnak tumorsejtekre, mig az eziist tartalmu nanorészecskék igen intenziv biologiai
aktivitassal rendelkeznek. A nanorészecskék klinikai felhasznélasat tekintve nagyon sok kérdés
még tovabbra is nyitott marad. Mivel intravénas alkalmazasuk jelentOs szisztémas toxicitasuk
miatt limitalt lehet, tradiciondlis kemoterapias felhasznalds helyett, a fém nanorészecskék
valamilyen j megkdzelitési terapias szerepet foglalhatnanak el a gyakorlatban. Véleményem
szerint, nagyon hasznos lehetne a fém nanorészecskék lokalis, intra- vagy peritumoralis
alkalmazdsa. A részecskéket akar szabad formdjukban, vagy valamilyen biokompatibilis
matrixba, példaul hidrogélbe dgyazva, juttathatndk a tumor mikrokdrnyezetébe. Ilyen esetben,
a brachyterapiahoz hasonloan, a tumor kozelébe transzplantalt nanorészecskék jelenléte végiil
képes lenne emelni a kemo- és sugarterapia hatasfokat. A tumorok sebészeti uton torténd
eltdvolitasa utdn a nanorészecskék lokalis alkalmazéasa a tumor helyén szintén eldnyos lehet,
ugyanis a nanorészecskék a visszamaradt tumorsejteket gatolva megakadalyozhatndk a tumor
kitjulasat is. Habar szamos igéretes lehet6ség rejlik a fém nanorészecskék klinikai
felhasznalasaban, a pontos biologiai aktivitasuk meghatarozasa érdekében, tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.
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8. Angol nyelvii 6sszefoglalo

Although the success rate of the cytotoxic compound-based traditional chemotherapy is
strongly limited, it still represents the first line in the clinical treatment of cancerous diseases.
Numerous novel, nanotechnology-based synthesis strategies have gathered grounds recently,
generating new possibilities for future cancer medicine. Significant scientific effort focuses on
nanotechnology research, and many different nanoparticle-based systems have already been
developed for various clinical applications. Furthermore, the successful experimental
performance of such nano-based systems clearly indicates their potentials in the fields of cancer
diagnosis and therapy. Metal-based nanoparticles excel among nanomaterials due to their easily
controllable synthesis, distinctive surface chemistry and unique biological activities. While gold
nanoparticles represent biocompatible tools for targeted drug delivery and radiosensitization,
silver-based nanosystems have excellent apoptotic potential, which could be exploited upon
targeted elimination of malignant cells as well. Although the molecular changes induced by
metal-based nanoparticles have been investigated extensively and are relatively well-
characterized in various biological systems, it is still not fully understood how the different
physico-chemical parameters of the nanoparticles influence their interactions with living
systems. Therefore, our main aim was to investigate, how the basic physico-chemical
parameters, such as size and metal composition, affect the biological performance of silver and
gold nanoparticles.

Loss of function of the tumor suppressor p53 is frequently observed in human cancers.
Normally, p53 serves as a multifunctional platform to overcome cellular impairments such as
DNA damage, oxidative stress, hypoxia, heat shock and activation of oncogenes. Cells with
defected or mutated p53 tend to accumulate mutations and proceed to uncontrolled cell division.
It has been demonstrated, that the lack of cell cycle regulating and cell death initiating functions
of the tumor suppressor p53 also challenges the drug therapy-induced apoptotic elimination of
cancer cells. Since AgNPs are considered potent apoptosis inducers, we raised the question,
whether the apoptotic capacity of these nanoparticles depends on the actual p53 status of the
cancerous cells or on the physical size of nanoparticles. For this purpose, we synthesized and
characterized citrate capped silver nanoparticles of two distinct sizes, with an average diameter

of 5 nm and 35 nm, respectively. Then we compared the apoptotic response of p53-proficient
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U20s and p53-deficient Saos-2 osteosarcoma cells upon 5 nm and 35 nm sized AgNP
treatments. Similarly to the results of recent studies on the size-dependent toxicity of
nanoparticles, we observed that the smaller, 5 nm sized nanoparticles had stronger cytotoxic
effects compared to the larger, 35 nm sized counterparts in both tested cell lines. Viability
studies also revealed that both p53-expressing U20s and p53-deficient Saos-2 cells were killed
with almost the same degree upon AgNP treatments. Furthermore, we verified that the AgNP-
induced cell death was the result of the activated apoptotic machinery. Since the extent of the
apoptosis activation was comparable in p53-proficient and in p53-deficient cells, we concluded,
that AgNPs are able to induce cancer cell apoptosis in a p53-independent way.

As mitochondrial stress can lead directly to apoptotic cell death, we investigated whether
mitochondrial functions have been compromized in AgNP-treated osteosarcoma cells. We
detected altered mitochondrial ultrastructure, decreased mitochondrial membrane potential as
well as increased mitochondrial protein leakage into the cytoplasm, indicating that AgNP
treatments induced mitochondrial stress in both cell lines. Since these cellular impairments can
lead to p53 activation, we examined whether p53 functions were altered in AgNP-treated U20s
cells. We observed not only the stabilization of p53, but also elevated transactivating capability
and stimulated p53 signaling upon both sized AgNP expositions. Moreover, we observed
decreased viability of AgNP-treated Saos-2 cells, which expressed p53 ectopically, providing
further support to the idea that p53 contributed to AgNP-induced apoptosis. Although AgNP
treatments stimulated p53 signaling in U20s cells, the viability results on p53-lacking Saos-2
cells implicated that the AgNP-induced apoptosis can also be the result of p53-independent
events such as the previously verified mitochondrial dysfunction. As we have not detected any
nanoparticles in mitochondria, it can be hypostatized that silver ions released from the
nanoparticles could be responsible for the observed mitochondrial stress in both p53-expressing
U20s and p53-negative Saos-2 cells.

Since both 5 nm and 35 nm sized AgNPs - in the applied, ICso-approximating
concentrations - had a comparable impact on every examined cellular feature, our results suggest
that the differently sized AgNPs have common cellular targets, and induce cancer cell apoptosis
via identical molecular mechanisms.

During the second part of our investigation, we aimed to compare the biological effects
of metal nanoparticles with different chemical compositions. Consequently, we synthesized and
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characterized gold (AuNP) and silver nanoparticles (AgNP). Additionally, we successfully
produced gold and silver containing, core-shell structured hybrid nanoparticles (Au@Ag) as
well.

Although a high number of recent studies deal with the molecular background of the
interactions between metal nanoparticles and specific cancer cell lines, in reality, solid tumors
are not homogenous cell masses, but contain a variety of non-cancerous stroma cells. This
reactive stroma has an indispensable role in tumor development as it has been observed, that
these non-cancerous cells are recruited from nearby tissues in order to provide a supportive
milieu to the cancer cells. Activated fibroblasts are the most abundant cells in the reactive tumor
stroma, and by the secretion of various soluble factors, these cells facilitate the proliferation,
invasion and also the metastatic spread of malignant cells. It has been reported, that the extent
of the fibrotic tumor stroma directly correlates with the therapeutic outcome, therefore,
disrupting the interaction between tumor-associated fibroblasts and cancer cells seems an
advantageous strategy to overcome cancer invasion and metastasis.

During our investigation, we aimed to examine whether the presence of different metal
nanoparticles in the tumor microenvironment affects the stroma cell-cancer cell communication.
If the nanoparticle treatments can in fact influence the stroma-cancer cell crosstalk, we aimed
to find out, whether this phenomenon can be therapeutically exploited. According to our results
on the biological effects of gold nanoparticles, we can further strengthen the previously
established concept regarding their biocompatibility, as these nanoparticles were non-toxic in
our model systems. Based on our viability experiments, it seems that Au@Ag hybrid
nanoparticles can effectively cause cancer cell death, however are less toxic than AgNPs, which
is probably due to the different physico-chemical properties of such nanoparticles. Owing to the
core-shell structure of the hybrid nanoparticles, the kinetics of reactive silver ion release and
therefore the toxic nature of Au@Ag can be different from that of AgNPs. With further chemical
optimization and characterization targeted silver ion release might also be achieved using such
Au@A(g core-shell particles in biological systems. Interestingly, we found that silver containing
AgNPs and Au@Ag nanoparticles have the capability to distinguish between cancerous and
non-cancerous cells, since we observed higher cytotoxic activities in breast cancer than in
fibroblast cells upon both monoculture and co-culture conditions. We presume, that the reason
behind this phenomenon is the elevated endocytic and particle uptake capability of cancer cells,
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a common feature, which is used to cover their elevated nutritional demand. In line with this
hypothesis, it seems reasonable, that the enhanced cancer cell-specific particle uptake capability
leads directly to elevated intracellular accumulation of nanoparticles, consequently resulting a
higher cytotoxic effect in cancer cells. In addition to the observed selective cytotoxic properties,
we also found, that in non-toxic concentrations, AQNP and Au@Ag treatments inhibited the
migration and invasion of metastatic cancer cells.

Our results indicate, that in non-toxic concentrations, silver containing AgNPs and
Au@Ag nanoparticles have the capability to force tumor-associated fibroblasts to re-program
their tumor supportive behavior. We also found, that AgNP and Au@Ag nanoparticle treatments
result in a reduced cancer cell proliferation-promoting fibroblast phenotype, realized by an
altered secretion profile. In line with this observation decreased matrix metalloproteinase
activity could be verified in the supernatant of AgNP- and Au@Ag-treated fibroblast cells.

In order to explore potential molecular mechanisms behind the supposed fibroblast re-
programing effects, AuNP, AgNP and Au@Ag nanoparticle-treated cancer-associated
fibroblasts were subjected to transcriptome analysis using next generation sequencing approach.
Interestingly, compared to the untreated control, no significant changes were identified in the
gene expression profile of AuNP-exposed fibroblast cells, while AGNP and Au@Ag treatments
induced considerable transcriptomical alterations. Although the pattern of the transcriptional
profiles of AgNP- and Au@Ag-treated fibroblasts were largely similar, using GO term
enrichment analysis, remarkable differences were identified between the two nanoparticle-
treated fibroblast cells. Both treatments induced primarily stress-response and apoptosis-related
gene expression, however, the enrichment of the cell death-associated GO terms was
considerably higher in AgNP-treated cells, than in Au@Ag-treated fibroblasts. Based on the GO
term analyses, Au@Ag treatments influence also cytoskeletal organization-specific gene
expression changes, while these functions did not show significant enrichments in AgNP-treated
fibroblasts. In Au@ Ag-treated fibroblasts we also identified expressional changes in a small set
of genes, which control the cancer cell-promoting activities of cancer-associated fibroblasts.
Although these latter positive hits represent secreted, extracellular factors, which enhance the
proliferation and metastatic invasion of cancer cells, the impact of these transcriptional changes
should be examined more precisely to verify their role in the previously observed re-programing

mechanisms of cancer-associated fibroblast cells.
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Since Au@Ag nanoparticles had remarkable in vitro performance, we decided to test
their in vivo efficacy as well using the 4T1 cell-based cancer metastasis model. We found, that
locally administered Au@Ag nanoparticles have considerable tumor growth inhibiting effects.
More importantly, our results indicated that the metastatic spreading of 4T1 cells was
suppressed significantly in the Au@Ag-treated animals. Additionally, our findings suggest that
Au@Ag nanoparticles could enhance the anti-tumor effect of intravenously applied
doxorubicin, therefore, are excellent combinational partners of conventional chemotherapy.

As a conclusion, we can state that this work provides further support to the potential
application of metal nanoparticles in cancer therapy. We found, that silver nanoparticles induce
p53-independent apoptosis irrespective of nanoparticle size. We also verified that while gold
nanoparticles can be regarded as biocompatible materials, silver-containing nanoparticles
interfere strongly with a wide range of biological functions in the tumor microenvironment.
There is solid evidence, that gold nanoparticles can be applied as carriers of biologically active
silver ions, and the rational design of such nanoparticle systems could be exploited in the future

for the development of therapeutically useful nanomaterials.
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