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1. BEVEZETES
1.1. Oregedés

Az elmult évszazadban a vilag szamtalan olyan kozegészségiigyi kihivast €It at, amely
komoly hatast gyakorolt egészségiinkre és jolétiinkre (Fielding, 1999). Ennek ellenére az
emberek vilagszerte egyre tovabb élnek az orvostudomany, az egészségiigyi ellatds ¢és a
népesség altalanos egészségi allapota terén bekdvetkezett nagy horderejii valtozasoknak
koszonhetden. Ezt jol tiikkrozi, hogy a sziiletéskor varhato globalis €lettartam az 1950-es évek
Ota 46,5 évrol koriilbeliil 73,0 évre nétt, és a COVID-19 vilagjarvany okozta visszaesés
ellenére a jelenlegi trend szerint 2048-ra elérheti a 77,0 évet (WHO, 2023). A varhato
¢lettartam novekedésével parhuzamosan a kormegoszlasban mutatkozo drasztikus eltolodas
azonban komoly és hosszu tavi gazdasagi, tarsadalmi és egészségiigyi koltségeket és
kovetkezményeket von maga utan (Marin-Aguilar és mtsai, 2018). Ennek stlyat érzékelteti az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) legfrissebb eldrevetitése, miszerint 2030-ra a vilagon
minden hatodik ember az id6s6d6 korcsoportot (> 60 éves) fogja erdsiteni, 2050-re pedig ez a
szam megduplazodik. Egészségiigyi vonzatat tekintve az oOregedés fertézéseknek, szamos
kronikus betegségnek, s6t tumoroknak is az egyik f6 rizikofaktora ¢és ezeknek a
betegségeknek a prevalenciaja korral n6 (Latz és mtsai, 2018). A Gazdasagi Egytittmiikodési
¢és Fejlesztési Szervezet (OECD) és az Eurdpai Bizottsag egylittes gondozasaban 2022-ben
megjelent Egészségiigyi pillanatkép: Eurdpa cimii jelentése szerint az eurdpai unids
orszagokban ¢l6 65 éves és anndl iddsebb polgarok korében atlagban a ndk 40%-a, a férfiak
32%-a szamolt be tobbszords kronikus betegségrél (OECD, 2022). Kiilondsen a magyar
lakossag korében az dregedéssel kapcsolatos betegségek morbiditasi €s mortalitasi mutatoi
eurdpai viszonylatban sajnos a legrosszabbak kozé tartoznak (Kovacs és mtsai, 2024).
Mindezek fényében az Oregedés €s az azzal egyiitt jar6 kronikus betegségek és koros
allapotok héatterében hiizo6dod biologiai folyamatok megértése elengedhetetlen az egészséges

¢lettartam jelentds novelése érdekében.
1.2. Inflammaging

Az oregedés rendszerszintli megkozelitéseinek térnyerése soran az inflammaging
koncepciodja 11j iranyba terelte az oregedéstudomanyt (Franceschi és mtsai, 2000a). Claudio
Franceschi €s munkatarsai munkahipotézisikben az Oregedéssel jar6 immunoldgiai

valtozasokon keresztiil kisérelték meg a kiilonalldo oregedési jelenségeket egy komplex



rendszerbe illeszteni. Koncepcidjuk lefektetése ota eltelt kozel negyed évszazadban az
inflammaging jelentségét felismerdk tabora folyamatosan boviilt (Davis és mtsai, 20006;
Fiilop és mtsai, 2019; Kirkwood és mtsai, 2018; Minciullo és mtsai, 2016; Vasto és mtsai,
2007; Wilhelm és mtsai, 2017). Az elmélet Iényege, hogy az élethosszig tartd stresszoroknak
valo Kkitettség, amely gyulladasos immunfolyamatok tonikus aktivaciojat valtja ki a
szovetekben €s szervekben, fokozatosan névekvd proinflammatorikus allapotot teremt meg
idéskorban. Ugyanakkor a javitd- €s védomechanizmusok aktivacioja az optimalis mikddés
érdekében a velesziiletett és adaptiv immunitas folyamatos atalakulasat okozza (Franceschi és
mtsai, 2000a; Franceschi és mtsai, 2000b). Az inflammaging folyamata tehat alapvet6en egy
fiziologiai, dinamikusan valtozo jelenség, amelyet kronikus, alacsony foku, steril, szisztémas
gyulladasként definialnak (Mészaros és mtsai, 2020). A gyulladashoz gyakran csak negativ
képet tarsitanak, azonban a kétélii kardhoz hasonlatos. Ugyanis hasznos funkciot lat el a
szervezetet éré artalmak, inzultusok eltavolitasa révén. Az egyénre jellemzO fiziologiai
kiisz6b eléréséig a stresszvalaszok adaptiv kornyezetet tartanak fent, amely a sikeres
oregedésnek és a magas életkornak kedvez (Franceschi és mtsai, 1995). Ha a stresszhatasok
erOssége vagy iddtartama viszont meghaladja a stresszel szembeni megbirkozasi készség
kritikus kiiszobét, akkor a szervezet stresszvalasza maladaptivva valik, amely felgyorsult
Oregedéshez és Oregedéssel jard betegségekhez vezethet (Franceschi és mtsai, 2018a).
Osszességében tehat, ahogy azt az &ltalunk irt Osszefoglald kdzleményben részletesen
targyaljuk, a gyulladas a normal Gregedésnek egy szamottevé aspektusa. Ugyanakkor az
egészséges €s patologias fenotipus kozotti valtdsban is igen fontos tényezdként van jelen
(Mészaros és mtsai, 2020). Ezek alapjan felmeriil a kérdés, hogy mi kiilonbozteti meg az
egeészséges Oregedést a patologidstol. Egyes nézetek szerint az dregedés €s az dregedéssel jaro
betegségek hasonld cellularis és molekularis mechanizmusokon nyugszanak, a kiilonbséget
ezeknek a folyamatoknak a sebessége és intenzitasa adja (Franceschi és mtsai, 2018a). Az
Oregedési palya titemét tovabba nagyban meghatarozza és formalja a genetikai hattér, az
epigenetikai modosulasok, a kornyezet és az életmod, beleértve a taplalkozast, a fizikai
aktivitast és az egész életen ativeld, kornyezeti ingerekre adott immunvalaszokrol tantiskodo

immunbiografiat (Fiilop és mtsai, 2023).
1.2.1. Inflammaging mechanizmusa

Az inflammaging elmélet kidolgozasa ota rohamléptekben kibontakozott. A
kozelmultban folytatott kutatasok ramutattak arra, hogy az inflammaging nem pusztan
immunsejt indukalta folyamat, ahogy arrél kezdetben vélekedtek, kozponti szerepet
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tulajdonitva a makrofagoknak (Franceschi és mtsai, 2000a), hanem mas sejttipusok is
érintettek. Tobbek kozott az adipocitak, fibroblasztok, endotélsejtek, izomrostok, és altalaban
a szeneszcens sejtek hozzajarulnak a kronikus, alacsony intenzitasu gyulladashoz (Aaron és
mtsai, 2022; Livshits és mtsai, 2019; Mogilenko és mtsai, 2022; Prattichizzo és mtsai, 2016;
Walker és mtsai, 2022). Sét, a kozponti idegrendszeri sejtek is kiemelkedé szerepet jatszanak
az inflammaging kialakitasaban (Bleve és mtsai, 2023; Lopez-Teros és mtsai, 2022; Wilhelm
¢és mtsai, 2017).

A folyamat megismerése szempontjabodl kulcsfontossagt, hogy megértsiik, az immun-
¢s mas szomatikus sejtek miért termelnek névekvé mennyiségben gyulladasos mediatorokat a
szervezet oregedésével parhuzamban. A szervezet kiilsé és belso stresszhatasok folyamatos
kereszttliizében all, amelyek természetiiknél fogva a legkiilonfélébbek lehetnek, mint példaul:
antigének, metabolikus, oxidativ, fizikai és kémiai stresszorok, cellularis és molekularis
szemétként viselkedd sejtmaradvanyok, sériilt vagy hibdsan hajtogatott fehérjék, szeneszcens
vagy apoptotikus sejtek, a szeneszcens sejtek szekretomja (senescence associated secretory
phenotype, SASP) vagy a veliink egyiitt él6 mikroorganizmusok anyagcseretermékei
(Franceschi és mtsai, 2017; Fiilop és mtsai, 2023; Santoro és mtsai, 2020). Forrasuk szerint is
osztalyozhatjuk a stresszorokat, igy beszélhetiink idegen (latens infekciot okozd virusok és
baktériumok patogén-asszocialt molekularis mintazatai [pathogen-associated molecular
pattern, PAMP]), félig sajat (tapanyagok és mikrobiota elemei), illetve sajat (sériilés-
asszocialt molekularis mintazatok [damage-associated molecular pattern, DAMP]) ingerekrol
(Ebersole és mtsai, 2016; Franceschi és mtsai, 2014; Franceschi és mtsai, 2018b). A
stresszorok hatasara pedig olyan utvonalak aktivalodnak, amelyek az inflammaging
kivaltasaban ¢és progresszidjaban jatszanak oOridsi szerepet. Az immunszeneszcencia, a
sejtoregedés és a SASP, a mitokondrialis diszfunkcio, a redox-homeosztazis felborulasa, a
diszbiézis, az endoplazmas retikulum stressz, az ubikvitin-proteaszoma rendszer
meghibdsodasa, az inflammaszéma aktivacio, a telomer rovidiilés és DNS-karosodas, a sériilt
autofagia, a keringésben 1évé proinflammatorikus molekuldk (agalaktozilalt N-glikanok,
gyulladasos mediator mikroRNS-K) felhalmozodasa, a hiperkoagulabilitdas ¢és a
komplementrendszer zavara mind-mind hozzajarul az inflammaginghez (Franceschi és mtsai,
2019; Mészaros és mtsai, 2020; Walker és mtsai, 2022). Azonban a DAMP-ok termel6dése és
eliminalasa kozotti egyenstlybomlast tekintik elsédleges kivaltd oknak (Franceschi és mtsai,
2017). Ennek eredményeként ezek az endogén faktorok fokozatosan felhalmozdodnak és az
immunsejtek aktivitasfokozasa mellett az adott szdvet rezidens sejtjeinek, példaul a kozponti

idegrendszer esetében a vaszkularis, glia- és idegsejteknek a strukturalis és funkcionalis
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valtozasait okozzak (Mészaros és mtsai, 2020). Raadasul az inflammaging kényes egyensulya
idovel felbillenhet (1. abra), ha a kompenzalé mechanizmusok (anti-inflammaging) hattérbe
szorulnak (Franceschi és mtsai, 2007). Ezaltal a proinflammatorikus allapot tilstulyba keriil és
kontrollalatlanna valik 6regedés soran és az oregedéssel jard betegségekben, tobbek kozott a
neurodegenerativ. megbetegedésekben (pl. Alzheimer-kér), a stroke-ban vagy bizonyos
tumorokban (Franceschi és mtsai, 2018a; Mészaros és mtsai, 2020). Mindegyik esetben a

koz06s kapocs a kronikus gyulladas jelenléte.

Koros oregedés Egeszséges dregedés

felhalmozodo DAMP-ok:

szabadgydkok, ATP, kardiolipin, ceramidok, stb.
fehérjeaggregatumok: f-amiloid, a-szinuklein, tau, stb.

proinflammatorikus mechanizmusok: antiinflammatorikus mechanizmusok

inflammaszoma aktivacio

1. abra: Proinflammatorikus eltolodas koros oregedés soran. ATP: adenozin-trifoszfat, DAMP: sériilés-

asszocialt molekularis mintazat. (Mészaros és mtsai, 2020) alapjan modositva.
1.3. Gyulladas és mintazatfelismero receptorok az éregedésben

Az immunrendszer két nagy, egymasra épiild alrendszerbdl all, a velesziiletett és az
adaptiv immunrendszerbdl. A két 4g koziil az elébbi a gyulladds inicidciojanak 6
regulatoraként a potencialis veszélyekkel szembeni els6 védvonalat képezi. Ehhez a
mintazatfelismerd receptorokat (pattern recognition receptor, PRR) aknazza ki, amelyek gyors
¢és nem specifikus valaszreakciot inditanak el a fertézések lekiizdése és a szoveti regeneracio
érdekében (Wilhelm és mtsai, 2017).

A PRR-ek legerdteljesebb aktivatorai a PAMP-ok. llyen strukturak a mikrobialis
nukleinsavak, glikoproteinek ¢és lipoproteinek, kiilonféle membran komponensek
(peptidoglikanok, muropeptidek, lipoteikolsav, lipopoliszacharidok (LPS),
glikozilfoszfatidilinozitol horgonyok), bakterialis nyulvanyfehérjék (pl. flagellin, pilin) vagy a
gombak sejtfalat alkot6 glikanok (pl. zimozan, kurdlan, mannan, kitozan) (Mogensen, 2009).
A cellularis stressz vagy sériilés hatasara felszabaduldé DAMP-ok, amelyeknek a szerepe
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vitathatatlan az oregedést és az Oregedéssel jaro betegségeket kisérd kronikus gyulladasban,
szintén a PRR-eken keresztiil fejtenek ki immunvalaszt. Forrasukat és kémiai tulajdonsagaikat
tekintve rendkiviil diverz molekulacsaladot alkotnak (Roh és mtsai, 2018). A csalad
jellegzetes képvisel6éi a kromatin-kapcsolt High Mobility Group fehérjék (pl. HMGB1,
HMGN1), a hésokkfehérjék (pl. HSP40, 60, 90, gp96), mitokondrialis termékek (pl.
szabadgyokok, szukcinat, kardiolipin, mitokondrialis DNS), purin metabolitok (pl. ATP,
hagysav és so6i), membranalkoté lipidek (pl. szfingolipidek, ceramidok), a neurodegenerativ
betegségek patognomikus fehérjeaggregatumai (pl. béta-amiloid, alfa-szinuklein, tau specialis
formai) és a citoszolikus nukleinsavak (DNS, RNS). Masrészt 1éteznek kornyezeti DAMP-0K,
amelyek kozott szerepelnek aluminiumsok, kristalyos anyagok (pl. azbeszt, szilicium-dioxid),
leveg6ben lebegd récsecskék és bizonyos nehézfémek mint allergének (pl. nikkel, kobalt,
palladium) (Land, 2021; Mészaros és mtsai, 2020).

Jelenleg a PRR-eket hat nagy csaladba soroljuk az oket felépitd, evoliciosan
konzervalt, funkcionalis doménjeik homologiaja alapjan. Ide tartoznak a membrankdotott Toll-
szerli receptorok (Toll-like receptor, TLR) és C-tipusu lektin receptorok (C-type lectin
receptor, CLR), valamint a citoszolikus és nuklearis lokalizaci6ju NOD-szer(i receptorok
(nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor, NLR), RIG-I-szerii receptorok
(retinoic acid-inducible gene-I-like receptor, RLR), AIM2-szerii receptorok (absent in
melanoma 2-like receptor, ALR) ¢és cGAS-szerii receptorok (cyclic guanosine
monophosphate-adenosine monophosphate synthase-like receptor, cGLR) (Bodnar-Wachtel
és mtsai, 2023; Bruchard és mtsai, 2015; D. Li és mtsai, 2021; Y. Li és mtsai, 2023). Az el6bb
felsorolt fehérjecsaladok koziil az NLR és ALR csalad tagjai a haromtagi motivum (tripartite
motif, TRIM) csaladba tartoz6 pirinnel egyiitt kiemelkedd jelentdséggel birnak az
immunvalasz kiilonb6zé folyamatainak, kiilondsen a gyulladdsos reakciok szabalyozasaban.
Egyediillallo modon képesek ugynevezett inflammaszomakat alkotni, amelyek révén

biztositjak a sejtek exogén és endogén stimulusokkal szembeni védekez6 mechanizmusat.
1.4. Inflammaszomak

Az inflammaszomak olyan intracellularis multimer fehérjekomplexek, amelyek az
interleukin (IL)-1 csaladba tartozé proinflammatorikus citokinek (IL-1p és 1L-18)
termelddéséért felelések. A komplexek f6 alkotorésze egy szenzorfehérje (NLR vagy mas
receptorok), gyulladasos kaszpazok és a ketté kozotti kapcsolatot biztositd adaptorfehérje,

amely az ugynevezett apoptozis-asszocialt, kaszpaz aktivald és toborzé domént (caspase
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activation and recruitment domain, CARD) tartalmaz6 szemcseszerii fehérje (apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD, ASC) (de Carvalho Ribeiro és mtsai, 2022).

Az NLR csalad els6ként azonositott tagjanak, a NOD1-nek a felfedezése 6ta 23 human
¢és 34 egér NLR-t irtak le (Franchi és mtsai, 2009; Inohara és mtsai, 1999). Az NLR-eket
alapvetéen harom konzervalt domén épiti fel: az N-terminalis részen tobbfajta effektor
domén, egy kozponti elhelyezkedésti nukleotidkotd és oligomerizacidos domén (nucleotide
binding/oligomerization domain, NBD/NOD) és a C-terminalis részen 20-30 leucingazdag
részletet tartalmazé domén (leucine-rich repeat, LRR). Az NBD, ahogy arr6l a neve is
arulkodik, = ATP-fiiggd  Onszervezédési  reakcid6 soran az  NLR  monomerek
osszekapcsolodasaért felelés (Martinon és mtsai, 2009). fgy jon létre a kozel 5-11
monomerbdl egyesiild oligomer, aminek az inflammaszoma érdekes gytiriszerti alakjat
koszonheti. Az LRR domének legfontosabb feladata a receptor stabilizalasa ligand hianyaban
¢és a ligand felismerése. A receptoraktivacioval konformacié valtozasok sorozata indul el.
Ennek soran megsziinik az LRR-medialt intramolekularis autoinhibicié, amelynek
kovetkeztében az oligomerizacidéra képes domének szabaddd valnak és ez az ADP-ATP
cseréjét vonja maga utdn. Ezt kovetéen az NBD domének oligomerizacioja az effektor
domének oligomerizaciojat okozza, amely végiil egy szignaltranszdukcios kaszkadhoz vezet.
Ez inflammaszomatipustol fiiggd modon az effektor domén kiilonbozd szignalizacids
partnerekkel (NLR-ek, ASC, kinazok) Iétesitett fehérje-fehérje kolcsonhatasait foglalja
magaba (Hu és mtsai, 2023; Martinon és mtsai, 2009; Maruta és mtsai, 2022).

Az NLR-eket az effektor domén szerkezete alapjan 6t alcsaladba osztjuk, ugymint a
savas transzaktivaciés doménnel (acidic transactivation domain, AD) rendelkez6 NLRA, a
bakulovirus apoptozist gatldo ismétlédéseket tartalmazd (baculovirus inhibitor of apoptosis
protein repeat, BIR) NLRB, a CARD domént hordoz6 NLRC, a pirin domén (pyrin domain,
PYD) tartalmtit NLRP és a mas NLR doménnel szekvenciahomologidt nem mutat6 NLRX
alcsalad (Saxena és mtsai, 2014).

Az ASC két doménbdl all, N-termindlisan egy PYD, C-terminalisan egy CARD
domén helyezkedik el. Az NLR-ekhez az elobbi doménen keresztiil tud kapcsolodni, mig a
kaszpaz-1 proformdjahoz az utobbi doménnel kotddik. A legjabb kutatdsok szerint az ASC
helikalis filamentumokat hoz létre az NLR-ek altal alkotott nukledciés magon. Ez a
filamentaris szervez6dés a szemcseképzddés (specking) alapja, amely az inflammaszémak
mintegy 1-2 um atmér6ji formaja és a jelerdsitésben tulajdonitanak neki nagy szerepet (Dick
¢s mtsai, 2016). Ezzel Osszhangban van az a megfigyelés, miszerint a szemcsék az

inflammaszoma aktivalo stimulus erdsségétdl és koncentraciojatol fiiggéen alakulhatnak ki €s
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befolyéasolhatjak az inflammaszéma ingerkiiszobét. Ezen tilmenden, a szemcsékbdl kisebb
inflammaszéma komplexek valhatnak le, amelyek az interleukinok hatékonyabb
processzalasat teszik lehetévé (Nagar és mtsai, 2021).

A kaszpazok olyan cisztein proteazok, amelyek a fehérjéket beliilr6l, meghatarozott
helyeken (aszparaginsav, glutaminsav, foszfoszerin) bontjak (Seaman és mtsai, 2016).
Valamennyi kaszpazra jellemzd, hogy szintézisiik sordn inaktiv formaban (prokaszpaz)
fordulnak elé. A csoporton beliil elséként leirt kaszpaz-1 enzimatikus miikodéséhez sziikség
van arra, hogy az inflammaszéman csoportokba tomoriiljon. Ez lehetévé teszi, hogy az
enzimmonomerek dimerizalodjanak, ami az enzim aktivaciojat eredményezi. Ezt kovetden a
kaszpaz-1 — a korabbi vélekedéssel ellentétben — inflammaszdma-kotott forméaban tobblépcsds
autokatalizisen megy keresztiil, amely soran kialakulé aktiv formak, els6sorban a p33/p10
végzi a szubsztratok hasitdsat. Az autokatalitikus reakciok végén a nagy (p20) és kis (p10)
alegységekbol allo tetramer levalik az inflammaszomarol, majd gyorsan szétesik és elveszti
proteaz aktivitasat (Boucher és mtsai, 2018).

A szubsztratok kozott szerepelnek elsdsorban az IL-1B és I1L-18 gyulladaskeltd
citokinek prekurzorai, a poérusformalé gaszdermin-D (GSDMD), valamint felmeriilt az
antiinflammatorikus IL-37 is, mint a kaszpaz-1 altal hasitott termék (Bulau és mtsai, 2014),
azonban ezt nemrég megkérddjelezték (Gritsenko és mtsai, 2022). Tovabba a kaszpaz-1-r6l
kimutattak, hogy képes mas kaszpazokat is hasitani (Lamkanfi és mtsai, 2008). Az emlitett
szubsztratokbol proteolitikus reakcio révén bioaktiv formak keletkeznek (Mészaros és mitsai,
2020). Ugyan az IL-1p és IL-18 érését leggyakrabban az inflammaszoma aktivitassal hozzak
kapcsolatba, alternativ mechanizmusok szerepe éppoly hangsulyos lehet a gyulladasos
folyamatokban. Direkt vagy indirekt moédon mas kaszpazok, szerin és aszpartat protedzok,
matrix metalloproteinazok, sét érdekes modon fungélis enzimek is részt vesznek ezen
citokinek hasitasaban (Evavold és mtsai, 2022; Netea és mtsai, 2015). Azonban ilyen
inflammaszoma-fiiggetlen folyamatot ritka esetben figyeltek meg agyi sejtekben (Edye és
mtsai, 2013).

Az inflammaszoma aktivacio egy masik meghatarozo kimenete a piroptozis. A
programozott sejthalalnak ezt a litikus formajat részben a kaszpaz-1 altal hasitott GSDMD
vezéreli. A piroptozis sejtduzzadassal, a sejtmembran felszakadozasaval és a sejttartalom
kitriilésével, vele egyitt DAMP-ok ¢és gyulladasos citokinek (IL-1f, IL-18, IL-6)
felszabadulasaval jar (Weir és mtsai, 2022).

Az eldbb emlitett kétféle effektor mechanizmus (citokin felszabaduléds és piroptdzis)

révén az inflammaszomak szabalyozott és hatékony modon jarulnak hozza a gyulladasos
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reakcid kialakitasahoz, eldsegitve ezzel a szervezet antimikrobidlis védelmét €s a gyors
szoveti regeneraciot. Ha azonban az inflammaszéma aktivitds zavart szenved, példaul a
DAMP-ok korral valdé felhalmozodasa kovetkeztében, akkor az oOregedési folyamat
felgyorsulhat (Mészaros és mtsai, 2020). Raadasul ezaltal az oOregedéssel Osszefiiggd
betegségek (pl. neurodegenerativ, kardiovaszkularis, metabolikus betegségek) és daganatok
(pl. emldkarcindma, melanoma, kolorektalis karcinoma) is sulyosbodhatnak (Lamkanfi és

mtsai, 2011; Latz és mtsai, 2018; Mészaros és mtsai, 2020).
1.4.1. NLRP3 inflammaszoma

Az inflammaszomaknak klasszikusan négy tipusat (NLRP1, NLRP3, NAIP-NLRC4 és
AIM2) kiilonboztetjiik meg, azonban a kdzelmultban tobb atipikus inflammaszomat (NLRP2,
NLRP6, NLRP7, NLRP9b, NLRP10, NLRP12, NLRCS, pirin, IFI16, CARDS) is felfedeztek
(Carriere és mtsai, 2021; Prochnicki és mtsai, 2023). A prototipikusnak szamitd6 NLRP3
inflammaszéma, amelyet a néhai Jiirg Tschopp vezette munkacsoport irt le csakugy, mint az
alcsaladon beliil elsoként felfedezett NLRP1 inflammaszomat, az Osszes inflammaszoma
koziil a legszélesebb korben vizsgalt és ezaltal a leginkabb ismert a gyulladassal jard
betegségek terén, beleértve a tumoros megbetegedéseket is (Agostini és mtsai, 2004; Shadab
¢s mtsai, 2023). Két évtizede toretleniil intenziv kutatasok targyat képezi, ami annak
koszonhetd, hogy mas inflammaszomaval ellentétben ligandok széles spektruma képes
aktivalni. Az NLRP3 inflammaszoma aktivatorok kozé tartozik a bakterialis hirvivé RNS
(mRNS), bakterialis DNS-RNS hibridek, a muramil-dipeptid (MDP), bakterialis toxinok (pl.
nigericin, gramicidin, valinomicin, hemolizinek), DNS- ¢és RNS-virusok, gombak,
protozoonok, metabolitok (pl. ATP, glikodz), kristalyos anyagok (pl. hugysav, koleszterin,
szilicium-dioxid, aluminium-hidroxid, azbeszt), immunmodulansok (pl. imikimod, rezikimod)
¢s a méhméreg f6 komponense, a melittin (Kalantari és mtsai, 2014; Martin-Sanchez és mtsai,
2017; Swanson és mtsai, 2019; Zhou és mtsai, 2010). A feltételezések szerint ezen stimulusok
koziil nem képes mindegyik az NLRP3-hoz direkt kotédni, hanem univerzalis cellularis
stressz Utvonalakat aktivalnak, amelyek az NLRP3 inflammaszémara konvergalnak. Az
elfogadott mechanizmusok kozott szerepel az ionhaztartds (K*, Ca?*, CI) megbomlasa, a
mitokondriumok miikddési zavara és a velejard oxidativ stressz, a lizoszomdk ¢és a transz-
Golgi-halozat szétesése vagy az anyagcsere megvaltozasa (Paik és mtsai, 2021). Tovabba a
legujabb kutatasok szerint mas tutvonalak, mint példaul a komplement rendszer és a purinerg
szignalitvonalak is érintettetk az NLRP3 inflammaszoma aktivacid szabalyozasaban,
kiilonosen tobbféle daganattipus vonatkozasaban (Janneh és mtsai, 2022; Karki és mtsai,
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2021; Yu és mtsai, 2020). Mivel az aktivacidohoz az NLRP3 bazalis expresszidja onmagaban
nem elegendd, igy ahhoz a human monocitdkon kiviil két szignal sziikséges, amely szigora
szabalyozasi lehetdséget biztosit (Gritsenko és mtsai, 2020; Netea és mtsai, 2009). Az ilyen
kanonikus utvonal soran az elsé szignalt, amelyet primingnak neveziink, a TLR-ok, a NOD2
vagy citokin receptorok (tumor nekrézis faktor receptor-1 és -2 [TNFR1/2], illetve 1-es tipusa
IL-1 receptor [IL-1R1]) kozvetitik és a nuklearis faktor kappa-B (NF-«B) transzkripcios
faktor aktivacidjan keresztiill az NLRP3, IL1B ¢és IL18 gének expressziojat indukaljak. A
priming 1épés részét képezik tovabba az NLRP3 poszttranszlaciés modositasai, amelyek
biztositjdk az NLRP3 megfelel6 térbeli elrendez6dését, valamint ,készenléti allapotba”
hozzak a késobbi fehérje interakciok kialakitasahoz. A masodik szignal az inflammaszéma
teljes aktivaciojat és Osszeszerelddését eredményezi. Nemrég kimutattak, hogy sajatos modon
az aktivacio soran az NLRP3-hoz a NIMA-rokon kinaz 7 (Never in mitosis A related kinase
7, NEK7) nevii szerin-treonin kinaz kapcsoldodik, amely az NLRP3-t aktiv konformacioba
mozgatja, intracellularis transzportjat szabalyozza és a komplex kialakulasat eldsegiti (Fu és
mtsai, 2023; Swanson és mtsai, 2019).

A kanonikus inflammaszoma aktivacion kiviil ismert egy nem-kanonikus ¢€s egy
alternativ utvonal is. El6bbi soran az inflammaszomat egérben a kaszpaz-11, emberben az
egér ortolog kaszpaz-4 és -5 alkotja, amelyek a Gram-negativ baktériumokbdl (pl.
Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella flexneri) szarmazd LPS és az oxidativ stressz
soran keletkezé oxidalt foszfolipidek intracellularis receptoraként funkcionalnak. Masfeldl
effektorként a piroptozist ¢és masodlagosan az NLRP3 inflammaszéma aktivaciot
befolyasoljak (Ross és mtsai, 2022).

Az eddig csak humanban és sertésben leirt alternativ inflammaszoma aktivaciot az
kiilonbozteti meg a tobbi utvonaltol, hogy az LPS a TLR4 — TIR domént tartalmazo
interferon-bétat indukal6 adaptorfehérje (TIR domain-containing adapter-inducing interferon-
B, TRIF) — receptor kolcsonhato fehérje kinaz 1 (receptor-interacting protein kinase 1, RIPK1)
— Fas-asszocialt fehérje halal doménnel (Fas-associated domain with death domain, FADD) —
kaszpaz-8 tengely mentén aktivalja az NLRP3 inflammaszomat piroptozis kivaltasa nélkiil
(Zito és mtsai, 2020). A fentiekben részletezett harom kiilonb6z6 aktivacios tutvonalat az 2.

abra foglalja 6ssze.
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2. abra: Az NLRP3 inflammaszéma tutvonalak attekintése (Seok és mtsai, 2020) nyoman moédositva. Az
NLRP3 inflammaszoéma aktivacio két lényeges 1épést Olel fel. ElGszor is, a primingot (1) PAMP-ok vagy
DAMP-ok valtjak ki, amelyek az NF-«B transzkripcids faktoron keresztiil az IL-1p, IL-18 prekurzorok ¢és az
NLRP3 expressziojat indukalja, masfelél az inflammaszoéma komponensek (NLRP3, ASC) poszttranszlacios
modositasait (PTM) befolyasolja. Masodszor, az inflammaszéma &sszeszerelodést (2) a kanonikus és nem-
kanonikus utvonalon is kiilonb6z6 PAMP-ok és DAMP-ok indukaljak, amelyek a kanonikus utvonal esetén
valtozatos sejtszintii folyamatokat (pl. ionaramlas, Golgi-késziilék szétesése, ER stressz, lizoszoma
destabilizacio, metabolikus stressz) inditanak el. Ennek eredményeként kaszpaz-1 aktivacié és IL-1p/IL-18
felszabadulas vagy GSDMD medialta piroptozis kovetkezik be. A nem-kanonikus utvonal, amelyet a kaszpaz-
4/5 és kaszpaz-11 kozvetit, indirekt jarul hozza az IL-1p vagy IL-18 termel6déséhez. A RIPK1, FADD és
kaszpaz-8 alternativ Gtvonalon szabalyozza az NLRP3 inflammaszoma aktivaciot. CLIC: klorid csatorna
(chloride intracellular channel); ER: endoplazmas retikulum; P2X7: purinerg ionotrdp receptor altipus 7; ROS:
reaktiv oxigéngyok; TWIK2: két porusformald egységet tartalmazo kaliumcesatorna (Tandem of P-domains in a
weak inward-rectifying K* channel 2).

1.4.2. NLRP3 inflammaszoma szerepe a tumoros folyamatokban

A daganatok f6 ismertetdjegye a gyulladdsos reakcid, amely az Oregedésnek is az
egyik alappillére (Hanahan, 2022; Lopez-Otin és mtsai, 2023). igy nem meglepé modon az

NLRP3 inflammaszéma aktivacid tetten érhetd dregedés sordn éppugy, mint szdmos koros
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allapotban, beleértve a kiilonféle daganatos megbetegedéseket vagy a kozponti idegrendszert
érintd betegségeket, mint példaul a stroke-ot és a neurodegenerativ rendellenességeket
(Mészaros és mtsai, 2020; Sharma és mtsai, 2021), de periférias idegsériilés esetén is
aktivalodik (Molnar és mtsai, 2022). Az NLRP3 inflammaszoéma és a hozza downstream
kapcsolddo citokin szignalizacidé daganatképzddésben és progresszioban betdltott szerepe
kettds, lehet pro- ¢és antitumorigén hatasi. Ez tobb tényezére vezethetd vissza, az
inflammaszéma aktivitas valtozhat az id6, a kornyezet, a lokalizacié és a tumortipus vagy
altipus fliggvényében (Ershaid és mtsai, 2019; Tengesdal és mtsai, 2021). Megfigyelték, hogy
a daganat elOrehaladottsaga az NLRP3 inflammaszoma aktivacid szabalyozottsagaval
korrelal, példaul korai stadiumti melanémaban a kanonikus utvonalra jellemzd két
ellendrzépont a kései stddiumban megsziinik és helyette konstitutiv aktivacio keriil érvénybe,
megagyazva ezzel egy autoinflammatorikus allapotnak (Okamoto és mtsai, 2010). Tovabba
dontd szerepet jatszik a szabalyozasban a tumor mikrokornyezet celluldris és molekularis
Osszetétele és kolcsonhatasai. Fontos szempont, hogy az NLRP3 inflammaszéma aktivacio a
tumorszoveten beliil a tumorsejtekben, a stromasejtekben vagy mindkét sejtcsoportban
kovetkezik be (Chow és mtsai, 2012; Y. Li és mtsai, 2020; Lin és mtsai, 2020). A kiilonb6z6
szervekben vagy szovetekben eltérd lehet az NLRP3 inflammaszoma funkcidja, igy
befolyasolhatja a daganatra gyakorolt hatasat. Tumorszupressziv hatasat leginkabb kolitisz-
asszocialt kolorektalis karcindbma vagy kolorektalis eredetli majattét kapcsan mutattak ki
(Allen és mtsai, 2010; Dupaul-Chicoine és mtsai, 2015), de lehet tumorprotektiv is példaul
melanémaban vagy emlékarcinomaban (Tengesdal és mtsai, 2022; Tengesdal és mtsai, 2021).
Az NLRP3 inflammaszéma karcinogenezisben és progresszidban betoltott osszetettségét jelzi,
hogy mas inflammaszomak (pl. NLRP1, NLRP6, NLRC3, NLRC4, AIM2) is aktivalodhatnak
vagy downregulalodhatnak a tumor mikrokérnyezetben (Domblides és mtsai, 2020;
Farshchian és mtsai, 2017; Y. Y. Ma ¢s mtsai, 2018; Ohashi és mtsai, 2019; Zhai ¢s mtsai,
2017). Raadasul kisérletes bizonyitékok utalnak az NLRP3 inflammaszoma AlM2-vel és
NLRC4-gyel valo interakcidjara els6sorban fertézések esetén (Cunha és mtsai, 2017; Karki és
mtsai, 2015; Oh és mtsai, 2023), ami felveti annak a lehetdségét, hogy hasonlo interakciok
fellépnek a tumorokban. Mindezek a faktorok egylittesen pedig hatdssal lehetnek a
daganatndvekedésre és tulélésre, az angiogenezisre, az invazivitdsra, az attétképzésre, az
immunvalaszokra és a tumort célzé terapiak hatékonysagara (Elgohary és mtsai, 2023).

Habér az NLRP3 inflammaszéma képzddés hagyomanyosan az immunsejtekhez, féleg
makrofagokhoz kdothetd (Moossavi és mtsai, 2018), nem immunsejtekben is képes

aktivalodni. A kozponti idegrendszer szinte mindegyik sejttipusaban kimutattak mar NLRP3
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inflammaszéma aktivaciot, beleértve a vaszkularis sejteket (Kozma és mtsai, 2021), a
neuronokat (P. Y. Chen és mtsai, 2023; Molnar és mtsai, 2022), az oligodendrocitakat (X.
Zhang ¢és mtsai, 2020) vagy az ependima sejteket (Z. Zhang és mtsai, 2022), de ezen a téren a
legfébb sejttipus a mikroglia és az asztrocita (Lénart és mtsai, 2016).

Az agyi daganatok koziil a glioblasztomaban irtak le NLRP3 inflammaszoma
aktivaciot a tumorsejtekben, az asztrocitakban és a mikrogliaban, valamint inflammaszéma-
kapcsolt valaszokat a betegség patomechanizmusaban (Lim és mtsai, 2019; Tarassishin és
mtsai, 2014). Igy az NLRP3 gatlasa potencialis terapias lehetéséget kinalhat a jovében az
els6dleges agydaganatban, példaul glioblasztoémaban szenvedd betegek szamara (Rolim és
mtsai, 2022). Agyi metasztazisokban azonban az inflammaszomak szerepe egyaltalan nem

tisztazott.
1.5. Tumorok

A daganatok olyan koros szovetszaporulatok, amelyek a sejtek autonom, talzott és
progressziv novekedése folytdn keletkeznek. Lehetnek joindulatiak (benignus) és
rosszindulatiak (malignus). Utobbira jellemz6, hogy invazivva valhat, azaz az ép alapszovetet
infiltralja és attétképzés révén atterjedhet a tavoli szovetekbe, szervekbe, ahol 0j daganatokat

hozhat 1étre.
1.5.1. Primer tumorok

A gazdaszovetben kialakul6 daganatokat hivjuk primer tumoroknak, amelyekbdl tobb,
mint szazféle tipus létezik. A legtobb malignus daganatot szovettani megjelenésiik alapjan hat
f6 csoportba lehet osztani, igy megkiilonboztetjik a kotdszoveti eredetii szarkomakat, a
hamsejtekb6l kiinduld karcindmakat, a hematopoetikus és limfoid eredetti limfomakat,
leukémiakat és mielomakat, valamint a kevert daganattipusokat (Stein és mtsai, 2019). Ezen
csoportokbol a szolid tumorok tobbsége két szerkezeti elembdl all: a neoplasztikus sejtek altal
alkotott parenchimabol és a nem neoplasztikus, kotészoveti, vaszkularis és immunsejtekbol

felépiil6 stromabol (Bast és mtsai, 2023).
1.5.2. Szekunder vagy metasztatikus tumorok

A primer daganatbol levalo tumorsejtek a keringésbe, a csatornarendszerekbe vagy a
testliregekbe jutva az eredeti helyiikhoz képest kozeli vagy tavoli célteriileteket érnek el, ahol

megtelepedve Gjabb, attétes daganatokat képezhetnek. Ez a metasztatikus kaszkad néven leirt
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tobblépcsés folyamaton keresztiil megy végbe. Karcinomak esetén elsé 1épésben a primer
tumorban metasztatikus fenotipust kialakit6é sejtpopulacion beliili intercellularis kapcsolatok
meglazulnak. Az epitél tumorsejtek ezt kovetden attorik az Oket koriillvevd extracellularis
matrixot (ECM) és a stromasejtek rétegét. A keringésbe 1épve testszerte szétterjednek, majd a
kiilonb6zé szervek mikroérhalozataban megrekednek és kilépnek onnan. Az idegen
mikrokornyezetben megtapadva Gjrainditjak a proliferacios programot, amellyel 1)

neoplasztikus képzodményeket hoznak 1étre (Krizbai és mtsai, 2015a).
1.6. Agyi attétek

Az agyi metasztdzisok a leggyakoribb intrakranidlis rosszindulati daganatok.
JelentGségiiket jol szemléltetik az epidemiologiai mutatok. Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban a becslések szerint a rakos betegek 8-10%-anal alakulnak ki agyi attétek, ami
évente hozzavetéleg 200.000 1j esetet jelent (Vogelbaum és mtsai, 2022). Lakossagaranyosan
a hazai adatok sem festenek kedvezobb képet. Az Orszagos Onkologiai Intézet altal
miikodtetett Nemzeti Réakregiszter adatbazisa alapjan évi mintegy 2000-2500 uj eset kerdilt
azonositasra 2010 és 2020 kozott. A primer daganatok koziil a tiidérak, az emlérak és a
melanéma rendelkezik a legnagyobb organotropizmussal az idegszovethez. Az esetek 40-
50%-4ban tiidérakbol, 15-25%-aban emldrdkbol, 5-20%-4ban melanomabol fejlédik ki
agydaganat. Ezek a betegségformak egybevéve a kozponti idegrendszeri attétek 70-80%-at
teszik ki. Kisebb gyakorisaggal azonban a vese-, gasztrointesztinalis, petefészek-, prosztata-
¢és heredaganatok, sot a limfomak is hajlamosak agyi attétképzésre (Wilhelm és mtsai, 2018).

Az agyi attétek progndzisa a mai napig igen kedvezdtlen. Ezt szamos tényezd
befolyésolja, tobbek kozott az €letkor, a beteg altalanos allapota, a primer tumorrol szerzett
elézetes ismeretek, az (extracerebralis) szekunder tumorok altipusa, lokalizacidja, szama és
mérete. A malignus alapbetegség megléte mellett az attét kezelés nélkiil 4tlagosan par honapra
korlatozhatja a talélést. Az aktiv kezelés jo esetben akar évekkel is javithat az életkilatasokon,
Ennek oka, hogy a klinikai gyakorlatban jelenleg alkalmazott terapiak sajnos korlatozott
lehetdségeket nytjtanak a betegek szdmara.

Az agyi attétet ado tumorok koziil az emldrak a szlir6vizsgélatoknak koszonhetden
napjainkban az egyik leggyakrabban diagnosztizalt daganat lett. Vilagszerte és hazankban is a
vezetd halalokok kozott szerepel a nék korében. Az 6sszes emlérak 15-20%-4t a tripla negativ
emldkarcindéma (Osztrogénreceptor-, progeszteronreceptor- és human epidermalis novekedési
faktor receptor 2 (HER2)-negativ) teszi ki (Kenessey €s mtsai, 2022; Lv és mtsai, 2021). Ez a
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molekularis altipus egy agressziv, rekurrens, er6sen metasztatikus, féleg az agyat tdmado
daganat, amely rossz klinikai prognézissal és a tobbi altipushoz képest a legrovidebb teljes
tuléléssel jellemezhetd. Habar gyakoribb a 40 év alatti nék korében, az id6s6dd (= 60 éves)
korosztalyba tartozé emldrakos betegek jelentds hanyadanal (10-18%) is kialakul (Aapro és
mtsai, 2012; Chan és mtsai, 2022). A tripla negativ emlékarcinoma agyi metasztazisainak
kezelésében a viszonylag magas attét incidencia, az endokrin terapia hatastalansaga, a tumor
mintdk génexpresszids vagy proteomikai analizisébdl kinyert heterogén szignatirak
alkalmazhatdsaga €s nem utolso sorban a vér-agy gat és vér-tumor gat altal izolalt kornyezet
komoly kihivasokat vet fel (Bos és mtsai, 2009; Lv és mtsai, 2021; Rojas és mtsai, 2019).

Az agyi attétképzodés szempontjabol kulcsszerepe van a helyi specialis
mikrokornyezetnek, amelyet a neuronok, glia- és vaszkularis sejtek Szoros strukturalis és
funkcionalis egyiittese altal alkotott neurovaszkularis egység (NVE) hoz létre, igy a
tumorsejtek és az NVE kozott fellépd kolcsonhatasok megértése rendkiviil fontos a

tumornovekedést és progressziot illetden.
1.6.1. Tumorsejtek agyi vaszkularis transzmigracioja

A keringés és a kozponti idegrendszer kapcsolatat biztositd, mikroerek szintjén
megjelend aktiv védvonal, a vér-agy gat, amely normalis esetben megakadalyozza a
potencialisan karos anyagok bejutasat a kozponti idegrendszerbe, a tumorsejtek szamara is
komoly fizikai gatat jelent. A vér-agy gatat az ereket béleld endotélsejtek, a kapillarisok falat
burkold asztrocita végtalpak és az endotélsejteket hatarold bazalis membran kettdzetében
helyet foglald pericitak alkotjak, létrehozva a legszorosabb bioldgiai barriert a szervezetben.
Az attétképzés alapvetd feltétele, hogy a metasztatikus sejteknek at kell torniiik ezen a szoros
védvonalon, hogy az agy részben immunprivilegizalt kornyezetében kontrollalatlanul
tudjanak novekedni (Wilhelm és mtsai, 2013). A tumorsejtek ritkan a plexus choroideus altal
formalt vér-liquor gaton keresztiil is képesek bejutni a kdzponti idegrendszerbe, azonban
ennek a folyamatnak a részletei talnyomorészt tisztazatlanok (Beach és mtsai, 2021;
Vandenhaute és mtsai, 2015).

A szorodasra hajlamos daganatok leggyakrabban hematogén uton jutnak az agyba,
szolid tumort létrehozva a parenchimaban (Schroeder és mtsai, 2020). A tumorsejtek
extravazacidja a leukocitdkéhoz hasonléan harom lépésben torténik: elakadas, adhézio és
transzmigracio vagy mas néven diapedézis (Wilhelm és mtsai, 2013). Miutan elakadnak az
agyi mikroérhalozatban, leginkabb az elagazasokban, mar egy oran beliil kitapadnak, azonban
pozicidjuk dinamikusan valtozhat és szamuk jellemzdéen id6vel csokken (Haskd és mtsai,
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2019; Kienast és mtsai, 2010). Ez azzal magyarazhato, hogy kiilonféle stresszhatasoknak
(hemodinamikai erdk, sejthalal, tumorellenes immunvalaszok) vannak kitéve, mig el nem
hagyjak az érpalyat (Strilic és mtsai, 2017). Intravaszkularis talélésiik ezaltal egy
sebességmeghatarozo 1épés a metasztazisképzés kimenetele szempontjabol (Lorger és mtsai,
2010).

Az extravazaciot cellularis és molekularis interakciok sora kiséri, amelyek direkt vagy
indirekt kapcsolddnak egymashoz. Ezekben a folyamatokban a tumorsejtek mellett az
endotélsejtek is aktiv szerepet vallalnak. Ilyen strukturalis és funkcionalis valtozasok kozé
tartozik a tumorsejtek intravaszkularis proliferacioja, a vazokonstrikcio, az endotélsejtek
intraluminalis  betiiremkedésébdl — keletkezé  ,,dugdk™  kialakulasa, az endotelialis
nyulvanyképzodés, a fehérjeexpresszidos mintdzat megvaltozasaval jaré endotelialis-
mezenchimalis tranzicié (EndMT), a fibrinlerakodas és vérlemezke aggregacio, és a tumor
indukalta angiogenezis (Haské és mtsai, 2019; Karreman és mtsai, 2023; Krizbai és mtsai,
2015b; Lorger és mtsai, 2010).

Az agyi metasztazisképzés egyediilallo tulajdonsaga, hogy a tumorsejteknek
Iényegesen hosszabb id6re van sziiksége ahhoz, hogy az agyi kapillarisokon vagy
posztkapillaris venulakon keresztiiljussanak, mint amit mas szervekben, példaul a majban, a
mellékvesében vagy a tiidében megfigyeltek (Paku és mtsai, 2000). Tumorsejt tipustol
fliggben ez a folyamat eltérd kinetikaval, 1-14 napot vehet igénybe (Hasko és mtsai, 2019;
Karreman ¢és mtsai, 2023; Kienast és mtsai, 2010; Lorger és mtsai, 2010). Korabbi
megfigyeléseink szerint példaul a tripla negativ emlékarcinoma sejtek extravazacidja
jellemzden a tumorsejtek keringésbe juttatasat kovetd 4-5. napon kovetkezik be (Hasko és
mtsai, 2019).

Extravazacio soran a tumorsejtek kezdetben megnyult morfologiaja, amelyet a
kapillarisok méretéhez igazitva az elakadas utan vesznek fel, megvaltozik és citoplazma
nyulvanyokat novesztenek, amelyekkel benyomulnak az érfalba. Az esetek tobbségében
raadasul a plazmamembranon az apoptdzisra jellemzd, kisebb-nagyobb blebek (membran
lefliz6dések) jelennek meg. Ezzel egyidejiileg az endotélsejtek is anélkiil, hogy
elpusztulnanak, blebeket képeznek, ami miatt az érintett érszakasz felholyagosodottnak
kovetden (Hasko és mtsai, 2019).

A tumorsejtek atvandorlasa kétféleképpen torténhet. Egyedi preferenciajuk szerint
valaszthatjadk a paracellularis utvonalat, az endotélsejteket Osszekotd sejtkapcsolatok

felbontasaval, vagy a transzcellularis ttvonalat, kozvetlen az endotélsejteken keresztiil a
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junkciok megtartasa mellett. Elébbire példa a melanomasejtek, utobbira a tripla negativ

emldkarcinoma sejtek (Herman és mtsai, 2019).
1.6.2. A metasztatikus tumorsejtek interakcioi az NVE elemeivel

Az agy a tobbi szervtél merdben eltérd sejtosszetételének és tulajdonsagainak
koszonhetéen rendkiviil specialis kornyezetet nyujt a metasztazisok szédmara, amely a
tumorsejteken kiviill a vaszkuléris sejteket (endotélsejtek és pericitdk), a gliasejteket, a
neuronokat és a tumort infiltrald6 immunsejteket foglalja magaba. Ezeken kiviil a bazalis
membran, melynek komponenseit a vér-agy gat sejtjei termelik, elGsegiti a tumorsejtek

Az NVE szerepe kettds az agyi metasztazisok kialakulasaban: egyfeldl a vér-agy gat
létrehozasaval védi a kozponti idegrendszert a betolakodd tumorsejtektol, masfeldl aktivan
részt vesz az attétet képezd sejtek védelmében azok extravazacidja €s proliferacidja sordn
(Wilhelm és mtsai, 2018).

Amikor a tumorsejtek megkezdik extravazaciojukat, legelészor az endotélsejtekkel
keriilnek kapcsolatba, amelyben szamos sejtfelszini és adhéziés molekula, proteolitikus enzim
és jelatviteli Gitvonal érintett. Ezek a molekularis mechanizmusok, mint példaul a Rho-Rho-
asszocialt protein kinaz (ROCK) utvonal, hatassal vannak a tumorsejtek adhézios és
migracids tulajdonsagaira, masfeldl szerepet jatszanak az endotélsejtek kozotti junkciok
megbontasaban (Wilhelm és mtsai, 2013). Ezenfeliil az endotélsejtek a kemoterapias szerek
citotoxikus hatasaival szemben védelmet biztositanak a tumorsejtek szamara azok
atvandorlasat kovetéen. A tumorprotektiv szerepért tobbek kozott a réskapcesolat- és endotelin
receptor-medialt szignalizacio és a vér-agy gat négyszeres védvonalat erdsité efflux
transzporterek felelnek (Wilhelm és mtsai, 2018).

A daganatsejtek, ahogy osztodnak, a meglévo kapillarisokat maguk koré hurkoljak és
bekebelezik 6ket az endotélsejtekkel és pericitakkal egyiitt (Hasko és mtsai, 2019; Karreman
¢s mtsai, 2023). A daganatos sejtekkel kolcsonhatd partnerek soraban a pericitak érdekes
moédon  tumort  segitd  tulajdonsadgokkal vannak felruhdazva. Ugyanis kiilonféle

prometasztatikus faktorok, kiilonosen az inzulinszerli ndvekedési faktor-2 (IGF2)

crer

crer

alatdmasztja, hogy a human agyi metasztazisok hatasdra megvaltozik a pericitak molekularis
identitasa és az ECM-termel6 csoport valik dominanssa (Bejarano és mtsai, 2024). Tovabba
egy friss in vitro vizsgalat szerint az emldkarcindma sejtek és pericitak kozotti adhézio
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er0sebb és hosszabb ideig megmarad, mint amit az endotélsejtekkel alakitanak ki, amely a
transzmigraciot kovetd perivaszkularis talélésiiket és szaporodasukat szolgalhatja (Csonti és
mtsai, 2024).

A kozponti idegrendszer rezidens immunsejtjei, a mikrogliasejtek a metasztatizald
tumorsejtek jelenlétére adott reakciok frontvonalaban allnak. A tumor koriil valtozé szamban
jelennek meg, ahol antagonisztikus szerepet toltenek be a mikrokdrnyezetben uralkodo
koriilményekhez mérten. Pro- és antiinflammatorikus citokinek, ndvekedési faktorok és
enzimek termelésével pro- és antitumorigén aktivitast mutathatnak, amely a tumorsejtek
mtsai, 2022; Lorger és mtsai, 2010).

Az NVE agyi parenchima feldli oldalat figyelembe véve kevés informacio all
rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a neuronok és a tumorsejtek milyen kolcsonhatast
gyakorolnak egymdsra a metasztazisképzés kezdeti szakaszan. Azonban nemrégiben
megfigyelték, hogy a neuronok hatdsdra az ingeriiletatvitelben ¢és a funkcionalis
plaszticitasban részt vevo receptorok és neuromodulatorok génexpresszios szintje fokozodik,
mig egyes neurotranszmitterek, mint példaul a gamma-aminovajsav (gamma-aminobutyric
acid, GABA) szintje csokken az eml6karcinoma sejtekben. Ezek a valtozasok felkészitik a
tumorsejteket arra, hogy alkalmazkodni tudjanak az uj kornyezeti feltételekhez az agyban
(Deshpande és mtsai, 2022).

Abluminalis elhelyezkedésiiknél és verzatilis funkcidikndl fogva az asztrocitdk
karmesterei szamos vaszkularis és neuronalis folyamatnak. Ujonnan felismert szerepeik
révén, amelyet a velesziiletett €s adaptiv immunitasban toltenek be, kozponti megvilagitasba
keriiltek a kozponti idegrendszert érintd patoldgias allapotokban, beleértve a daganatos
megbetegedéseket is (Priego és mtsai, 2019). Az agyi attétképzés korai szakaszanak tipikus
kisérdjelensége a peritumoralis asztrogliézis. Miutdn a tumorsejtek 4athaladnak az
endotéliumon, attérik a membrana limitans gliae perivascularist, amely nem mas, mint a
kapillarisok felszinét boritd asztrocita végtalpak majdnem folytonos rétege. A tumor
novekedésével az asztrocita végtalpak kiszorulnak a tumor felszinére (Hasko és mtsai, 2019).
Az asztrocitak a tumorsejtekkel szemben tanusitott Janus-arcu viselkedésiikkel a daganat
sorsat erételjesen befolyasoljak (Wilhelm és mtsai, 2018). Egyfelél a plazminogén-plazmin
enzimatikus konverzidjat végzé plazminogén aktivatorok szekréciojaval gatoljak a
metasztazis novekedés kezdeti 1épéseit. A fibrinolizisben IS szerepet jatszo szerin proteaz
plazmin az asztrocitdk plazmamembranjaban ilé Fas ligand (FasL) hasitasaval ¢és

felszabaditasaval a tumorsejtek apoptozisat valtja ki, mig a tumorsejtek felszinén 1évé L1-
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sejtadhézios molekula (L1 cell adhesion molecule, L1CAM) hasitasaval ¢és inaktivaciojaval
asztrocitak direkt sejtkapcsolatokat létesitenek a daganatsejtekkel, amelyeken keresztiil
fokozzak benniik a sejttulélést indukald gének expressziodjat és az endotélsejtekhez hasonldéan
a kemorezisztencia kialakitasaban segitik ket (Valiente és mtsai, 2014). Tovabba kiilonféle
protumorigén faktorokat, koztikk exoszomakat, protedzokat és proinflammatorikus citokineket
IS Kibocsatanak, ezaltal tamogatjak a daganatsejtek tulélését az agyban (Q. Chen és mtsai,
2016; L. Wang és mtsai, 2013; L. Zhang és mtsai, 2015).

Osszességében tehat az NVE sejtjei és a metasztatikus tumorsejtek szertedgazo
interakciok utjan hatnak egymadsra. Ezeknek a sejteknek a hdlozata altal létrehozott
mikrokornyezetben, ahogy a primer tumorok esetén is megfigyelhetd, a gyulladds a
tumornévekedés és progresszid egyik legfontosabb meghataroz6 tényezéje (Hanahan, 2022).
A daganatképzddés gyulladdsos folyamataiban az inflammaszoémak alapvetd szerepet
jatszanak (Karki és mtsai, 2019), azonban agyi metasztazisok esetében nem ismert, hogy
aktivalédnak-e inflammaszomak, és ha igen, akkor milyen sejtekben és milyen

kovetkezményekkel jar az aktivaciojuk.
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2. CELKITUZESEK

A kozponti idegrendszer betegségeinek tobbségéhez, beleértve az oregedéssel jard
patologias allapotokat is, neuroinflammatorikus folyamatok tarsulnak (Wilhelm és mtsai,
2017). Az agyi metasztazisok ez alol nem képeznek kivételt. A neuroinflammaciot kivaltd
vész szignalok érzékelésének és feldolgozasanak elsé vonaldban az asztrocitak kiemelkedd
szerepet jatszanak (Doron €s mitsai, 2019). A kiilonféle patologias stimulusok hatasara az
asztrocitdkban molekuldris szinten meghatarozott sejtprogramok sora indul el, amelyek
morfologiai és funkcionalis valtozasokhoz vezetnek (Escartin és mtsai, 2021). llyen
molekuléaris folyamat a proinflammatorikus expresszios profil kialakuldsa, amely az
attétképzésre és progressziora hatdssal lehet. Ezek tudatdban az értekezés alapjat képezo

kisérletes munka a kovetkezd kérdések megvalaszolasara iranyult:

» Meghatarozni, hogy az NLRP3 inflammaszoma szerepet jatszik-e a tripla negativ

emldkarcindbma agyi metasztazisainak patogenezisében.
Kimondott céljaink kdzott szerepelt:

» Kimutatni, hogy az NLRP3 inflammaszéma komponensek expresszalodnak-e az agyi
mikrokdrnyezetben a tripla negativ emldkarcindma metasztazisképzése soran.

» Tisztazni, melyik sejttipusban fejezddnek ki az inflammaszoma komponensek,
amelyek az IL-1P szekrécio révén felelések a tumor gyulladasos kornyezetének
kialakitasaban és fenntartasaban.

» Megallapitani, milyen hatdssal van az NLRP3 inflammaszoéma aktivacio és az
inflammaszoma-figgé IL-1B felszabadulas a tripla negativ emldkarcindma agyi
metasztazisainak sorsara nézve az attétképzés kezdeti fazisaban.

» Meghatarozni, milyen hatdssal van az NLRP3 inflammaszdma aktivacié farmakologiai
gatlasa az emlOkarcindma metasztazisképzésére, valamint a tumor 4altal indukalt

asztro- és mikrogliozisra.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Sejttenyésztés
3.1.1. Human asztrocita tenyésztés

Az agykérgi human asztrocitakat 5% magzati marhasavot (fetal bovine serum, FBS),
sejtnovekedést tdmogatod tapfolyadék kiegészitét (astrocyte growth supplement, AGS) és
penicillin/sztreptomicin antibiotikum keveréket (100 U/ml és 100 ug/ml) tartalmazo asztrocita
médiumban (AM) tenyésztettiik. Mind a primér sejtek, a tapfolyadék és az adalékanyagok a
ScienCell Research Laboratories cég termékei. A sejteket poli-L-lizinnel bevont miianyag

tenyésztdcsészékbe szélesztettiik €s 2-5 passzazs szam kozott hasznaltuk.
3.1.2. Egér asztrocitak izolaldasa és tenyésztése

A primér egér asztrocita tenyészet eldallitisahoz posztnatalis 1-2 napos (P1-2),
beltenyésztett BALB/CANNCr| (r6viden BALB/c, Charles River Laboratories) egerek agyat
dolgoztuk fel. Ebbdl a célbol az egereket eldszor dekapitaltuk, az agyak eltavolitasa utan a
szaglogumokat és kisagyat levalasztottuk, majd az agyhartyakat hideg, steril foszfat pufferelt
sooldatban (PBS) ovatosan lefejtettiik. A Kinyert agyszovetet alacsony gliik6z tartalmu (1 g/l)
Dulbecco modositotta Eagle médiumba (DMEM; Thermo Fisher Scientific) tettiik, amelyben
pipetta és steril fecskenddre szerelt hosszu tii (21 G, B.Braun) segitségével mechanikusan
disszocialtuk. Kovetkezd 1épésben a szdvetszuszpenziot 40 um porusméretii nejlon sejtsziirdn
atszlirtiik és az igy kapott, egyedi sejtekre szétvalasztott szuszpenziot poli-L-lizinnel bevont
csészékbe szélesztettiik. A tenyészetet 10% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific), valamint
gentamicin (100 pg/ml; Thermo Fisher Scientific) és amfotericin B (500 ng/ml; Thermo
Fisher Scientific) antibiotikum-antimikotikum keverékével kiegészitett DMEM-ben tartottunk
fenn. Amikor a sejtek elérték a konfluens allapotot, primér tenyészetként vagy legfeljebb

egyszeri passzalast kovetden azonnal felhasznalasra keriiltek.
3.1.3. Tumor sejtvonalak tenyésztése

Munkank soran human és egér tripla negativ emldkarcinoma sejtvonalakkal
dolgoztunk. A human sejtvonalakat a Memorial Sloan Kettering Cancer Center onkologiai
intézettdl szereztiik be Dr. Joan Massagué intézetigazgatd jovahagyasaval. A sejtvonal par
egyike a viszonylag széles metasztatikus profillal rendelkez6 MDA-MB-231-TGL (MDA-
TGL; RRID:CVCL_VR35) parentalis vonal, amelyet eredetileg egy 51 éves emlérakkal
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diagnosztizalt beteg pleuralis effizidjabol izolaltak (Cailleau és mtsai, 1978). Ezeket a
sejteket in vivo képalkotd vizsgalatok céljabol moddositottak egy mesterséges flzids
riportergén (herpes simplex virus-1 timidin kindz (HSV1-TK)/z6ld fluoreszcens fehérje
(GFP)/luciferaz (Fluc); TGL) bevitelével (Minn és mtsai, 2005). A masik human sejtvonal az
agyi tropizmussal bird, vagyis fokozott agyi attétképzést mutat6 MDA-MB-231-BrM2
(MDA-BrM2; RRID:CVCL_VR36) varians, amelyet immundeficiens egerek agyi attétjeibol
nyertek a parentalis sejtpopulacié két egymast kovetd szelekciojaval (Bos és mtsai, 2009).
Mindkét sejttipust 10% FBS-t (Thermo Fisher Scientific) tartalmaz6 DMEM-ben
novesztettiik.

A tripla negativ emlddaganat allatkisérletes modelljeként tandem Tomato piros
fluoreszcens fehérjét (tdTomato, tdT) expresszalo 4T1 egér emlékarcinoma sejteket (4T1-tdT)
hasznaltunk. A kiinduldsi 4T1 sejtvonalat az American Type Culture Collection sejtbank
szolgaltatta. Ez a sejtvonal egy onkogén virust hordoz6 BALB/c torzs spontan kialakult
emlddaganatanak alpopuldcidjabdl szarmazik. Tumormodellként valo széles kori elterjedését
jol szemlélteti, hogy a human emld6karcinomaval nagyban atfed6 metasztatikus
tulajdonsagokat mutat (Pulaski és mtsai, 2001). A 4T1 sejtek genetikai modositasat egy
korabbi tanulmanyunkban leirtak szerint hajtottuk végre (Hasko és mtsai, 2019). A 1étrejott
4AT1-tdT sejteket Roswell Park Memorial Insitute (RPMI, Thermo Fisher Scientific) 1640
médiumban tartottuk, amelyet kiegészitettiink 5% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific). A tdT
expresszio megdrzésére szolgald szelekcios agensként G418 antibiotikumot (Thermo Fisher
Scientific) hasznaltunk.

Minden sejttipust standard koriilmények kozott (37°C, 5% CO2 tartalom, 85-95%
paratartalom) tartottunk. Mind a human, mind az egér tumor sejtvonalat a rajuk jellemzo,
eredeti genetikai profil ellenérzése végett egy rutinszerlien hasznalt, rovid tandem ismétlddés
(short tandem repeat, STR) alapu tesztnek vetettilk ala. Az MDA sejtvonalak elemzése a
Thermo Fisher Scientific vallalat Applied Biosystems szolgaltatasaval késziilt el, mig a 4T1-
tdT sejtvonal validalasat a Microsynth cég végezte. Tovabba a Mycoplasma kontaminaciod
kizarasara rendszeres vizsgalatot folytattunk a MycoAlert Mycoplasma Detection Kittel

(Lonza).
3.1.4. Kondicionalt médiumok készitése

A human asztrocita-kondicionalt médium eldallitasahoz a human asztrocitakat poli-L-
lizinnel bevont 6-lyuku lemezekben 90%-0s konfluenciaig novesztettiik. Az egér asztrocitakat
a human megfeleldjével azonos modon tenyésztettiik. Esetiikben azonban a konfluens allapot
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beallta utan a sejtek a sajat médiumuk helyett szérummentes RPMI és teljes egér asztrocita
médium 1:1 aranyu keverékét kaptak. Az MDA-TGL vagy MDA-BrM2 sejtekbdl 5x10° db-ot
iiltettlink 6 cm-es tenyésztdcsészékbe a sajat médiumukban, majd masnap a tapfolyadékot
teljes human asztrocita médiumra cseréltiik. A 4T1-tdT sejteken a médiumot 24 oéra elteltével
szérummentes RPMI és teljes egér asztrocita médium 1:1 arany( keverékére lecseréltiik. Az
igy kapott kondicionalt médiumokat 48 ora elteltével Osszegytijtottiik az adott sejttipusrol.

A human asztrocitakat poli-L-lizinnel bevont 6-lyuku sejttenyészté lemezre raktuk ki.
90%-o0s konfluencia esetén a sajat médiumot friss, teljes human asztrocita médium és MDA-
TGL vagy MDA-BrM2 kondicionalt médium 1:1 ardnyu elegyére cseréltik. Az egér
asztrocitakat szintén poli-L-lizinnel bevont 6-lyukt lemezekben tenyésztettiik. A sejtek a
konfluencia elérése utdn %4 szérummentes RPMI, Y4 teljes egér asztrocita médium ¢és %2 4T1-
tdT kondicionalt médium keverékét kaptak. Az igy kapott tumorsejt-aktivalt kondicionalt

médiumokat az asztrocitakrol 48 6ra utan 6sszegyijtottiik (3. abra).

MDA-TGL vagy | AT1-tdT
MDA-BrM2

human asztrocitdk egér asztrocitak
Y% 4T1-tdT-KM
i> 15 MDA-KM +
+ % RPMI
Y2 teljes human AM ?; ol .
- P S 4 teljes egér
e ) ™ e > 5 JJNY

3. abra: Human és egér tumorsejt-aktivalt kondicionalt médium készitésének sematikus abraja. AM:

asztrocita médium, MDA-KM: MDA-kondicionalt médium, 4T1-tdT-KM: 4T1-tdT-kondicionalt médium

Negativ kontrollként nem kondicionalt médiumot alkalmaztunk. A kondicionalt
médiumokat minden esetben 0,2 um porusméretti fecskenddsziirén (Sarstedt) atsziirtiik, hogy
a sejttormeléktdl megszabaduljunk.

Bizonyos esetekben, ahol azt kiilon feltlintettiik, a kondicionalt médiumokat 2 napig 1
uM MCC950-nel (DMSO-ban oldva; Invivogen) kezelt human és egér asztrocitakrol
gyujtottik 6ssze. Kontrollként a dimetil-szulfoxid (DMSO; Merck) mint vivéanyag szolgalt,

amelynek a végkoncentracioja nem haladta meg a 0,1%-ot.
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3.1.5. Sejtproliferacios esszé

MDA-TGL, MDA-BrM2 vagy 4T1-tdT sejtet 6-lyukt sejttenyészté lemezekben
tenyésztettiink 10 ng/ml rekombinans IL-1B (ImmunoTools) jelenlétében vagy hianyaban. A
tapfolyadékot és az IL-1p kezelést 2 nap mulva frissitettiik.

Az asztrocita szekretom (kondicionalt médium) és a tumorsejtek proliferacidja kozotti
kapcsolat felderitésére az emlSkarcinoma sejteket (10* sejt/lyuk) 4 napon keresztiil a nekik
megfeleld6 human vagy egér asztrocita-kondicionalt médiumban, vagy tumorsejt-aktivalt
asztrocita-kondicionalt médiumban tenyésztettiik. A kisérletekben a nem kondicionalt
asztrocita médium kontrollként funkcionalt. A sejtek 48 ora elteltével a kezelésiiknek
megfelelden friss médiumot kaptak.

Az NLRP3 inflammaszéma aktivacidja révén felszabaduld asztrocita eredeti 1L-1
proliferativ hatasat is megvizsgaltuk. Ennek soran az MDA-BrM2 és a 4T1-tdT sejtek human,
illetve egér asztrocitakrol gyiijtott kondicionalt médiumban voltak tartva, amelyet 48 6ran at
inkubaltunk 1 uM MCC950 jelenlétében.

Azoknal a kisérleti elrendezéseknél, ahol azt kiilon kiemeltiik, az IL-1 downstream
hatasanak kivédése érdekében IL-1B neutralizalé antitestet (Bio-Techne) adtunk a
kondicionalt és az aktivalt kondicionalt médiumokhoz 1,33 ug/ml végkoncentracidoban.
Negativ kontrollként normal kecske immunglobulin G-t (IgG; Bio-Techne) adtunk a
tapfolyadékhoz a neutralizalé antitesttel azonos koncentracioban. A médiumokat a
felhasznalas el6tt 30 percig inkubaltuk az antitestekkel szobahdmérsékleten.

A tumorsejtek proliferaciojdnak nyomon kovetésére faziskontraszt képeket
készitettiink kezelésenként 2-2 parhuzamos tenyészet 5-5 latoterébdl napi rendszerességgel 4
napon keresztiil. A képek rogzitése egy digitalis kamerahoz (ORCA-Fusion CMOS kamera,
Hamamatsu Photonics) csatlakoztatott Nikon Eclipse TE2000-U invertalt mikroszkoppal
tortént 10x objektivvel (CFI Plan Fluor DL, 0,30 NA). A sejteket a Fiji (Max Planck
Molekularis Sejtbiologiai és Genetikai Intézet) nyilt forraskodu, ingyenes képfeldolgozd

szoftver Cell Counter sejtszamol6 bovitményével manualisan szamoltuk le.
3.2. Felhasznalt allatok

Vizsgalatainkba 20+3 g-os fiatal feln6tt (8-12 hetes) néstény BALB/c és
FVB/Ant: TgCAG-yfp_sb #27 (Venus) egereket vontunk. Utobbi egerek sajatossaga az

endotelialis Venus-YFP (Yellow Fluorescent Protein) sarga fluoreszcens fehérje expresszio.
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Ezt a transzgenikus egértorzset Dr. Szabd Gabor jovoltabol a HUN-REN Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatdintézet bocsatotta rendelkezésiinkre. Az allatokat allandé megfigyelés
alatt és szabalyozott koriilmények kozott (12:12 o6ras sotét-vildgos periddus, 23+2°C
homérséklet) tartottuk. Az univerzalis ragcsalotaphoz (VRF1) és csapvizhez korlatlan
hozzaférést biztositottunk a szamukra. A laboratériumi allatok gondozasaval kapcsolatos
eldirasok teljes mértékben kovették a széles korben elfogadott nemzetkozi iranyelveket €s a
kisérleti célokra felhaszndlt allatok védelmérél ¢és kiméletérdl szolo  magyar
kormanyrendeletet (40/2013. (1I. 14.)). A vizsgalataink soran végzett valamennyi kisérleti
eljarast a Csongrad-Csanad Véarmegyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi ¢és
Allategészségiigyi  Féosztalya engedélyezte (engedélyszam: XVI./764/2018,  kelt:
2018.05.04.).

3.3. Kisérleti emléadenokarcinoma agyi metasztazis modell

A hematogén uton kivaltott agyi metasztazis modellek koziil az intrakarotikus oltas
alkalmazasa hosszii multra tekint vissza (Machinami, 1973). Kutatocsoportunk a modellt az
elmult években rutinszerlien hasznalta (Figueira és mtsai, 2021; Haské és mtsai, 2019;
Herman és mtsai, 2019; Mészaros és mtsai, 2023; Molnar és mtsai, 2020; Sereno és mitsai,
2020). Ebben az alfejezetben igyekeztem a modszert kimerit6 részletességgel kifejteni sajat
meglatasaimmal kiegészitve. A tankonyvekbdl, klinikai esetismertetésekbdl, egyetemi
jegyzetekbdl és értekezésekbdl tlizetesen megismerhetjilk a nyak artérias agrendszerének
anatomiajat, azonban a mitéti eljarast taglaldé magyar nyelvii ismeretanyagok feliiletessége
okan az alabbiakban szandékozok atfogd képet adni annak technikai részleteirél és
nehézségeirdl.

Az intrakarotikus injektalasokhoz felhasznalt BALB/c egereket (n=26) eldszor
izofluran és szintetikus levegd gazkeverékével (4%; 0,2-0,4 I/perc aramlasi sebesség)
elaltattuk erre a célra kialakitott indukcios kamraban. A 1égzési frekvencia csokkenésekor
(~1,5 Hz) az izofluran szintjét 2%-ra csokkentettiik és az allatokat az eldaltato dobozbol a
sztereotaxias miszerre (RWD Life Science) csatlakoztatott altatomaszkra helyeztik. A
narkozis kelléen mély allapotarol a labreflex ellendrzésével bizonyosodtunk meg. A
beavatkozas soran a szemszarazsag elleni védelmet egy karbomer hatdéanyagi szemgél
(Vidisic, Bausch & Lomb) nyujtotta, folyadékpotlas gyanant pedig intraperitonealisan (ip.)
adott fiziologias sooldat (400 ul) szolgalt. A mitét teljes ideje alatt a vitalis paramétercket
(1égzési frekvencia, testhémérséklet, ciandzis) folyamatosan figyelemmel kisértiik. Altalanos
érvényli szempont volt, hogyha a 1égzés tll lasstiva vagy szabalytalanna valt, vagy ha zihalas
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tartottuk 37+0,5°C-on. A miitéti eljaras megkezdéséhez az allatokat a hatukra fektettiik, majd
a mells6 és hatsé labuknal fogva latex gumigytiriikkel rogzitettiik. A nyaktajék borotvalasa
utan a boérfelszint 70%-os etanollal és 10%-0s povidon-jod tartalma oldattal (Betadine, Egis
Gyogyszergyar Zrt.) fert6tlenitettik. A preparalast a bér felnyitasaval kezdtik a
medianszagittalis sik mentén a mellcsont markolata és az allkapocscsont kozotti 10-12 mm-es
szakaszon. Ezt kovetdéen mikrosebészeti csipeszekkel az allkapocsalatti nyalmirigyeket
tompan szétvalasztottuk az 6ket boritd vékony kotészovetes tok megbontasaval és oldalra
kihajtottuk Oket. Az ezen a ponton feltarulé nyakizmok koziil a tracheatol lateralisan, a
musculus (m.) omohyoideus, m. sternomastoideus és m. digastricus posterior altal hatarolt
nyaki izomharomszog (trigonum caroticum) alatt talaltuk a kozos fejverderet (arteria (a.)
carotis communis, ACC), amely a tdle lateralisan fekvé vagoszimpatikus koteggel és vena
jugularis interndval kozos kotészovetes hiivelybe (vagina carotica) van beagyazva. A jobb
oldali ACC preparalasa gondos, tarogatdé mozdulatokat igényelt, hogy minél hosszabb
szakaszon lefejtsiik a kotdszovetet és az idegkdtegtol sériilésmentesen elvalasszuk. Az ACC-
t6l rosztralis iranyba haladva lathatova valt a carotis villa, amelynek medialisan kilép6 aga az
a. carotis externa (ACE). Az ACE kidolgozasanal hasonlo technikat kovettiink, mint az ACC
esetén. A preparalast kovetdéen az ACC proximalis szakasza és az ACE eredése alatt egy-egy
selyem sebészfonalat (7/0, Fine Science Tools) fuztiink at. Az ACE atmeneti ligatiraja
lehetové tette, hogy az anyagaramlas az a. carotis interna (ACI), vagyis az agyi keringés
iranyaba torténjen. Az ACC-t steril PBS-sel atitatott, apré vattagolyoval ,alaparnaztuk”,
amely kontrasztosabba tette az érszakaszt, valamint a sztraskor kiszivargo vért képes volt
elvezetni. Tovabba segitett nedvesen tartani az artériat, ezzel mérsékelve a vérzés kockazatat.
A sebészfonalakbol oldhato hurkot kotottiink az erek koré a szarasbol adodod vérveszteség

minimalizalasa végett. Az igy elkésziilt sebészeti fazist az 4. abra illusztralja.
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4. abra: Az intrakarotikus oltashoz el6készitett, preparalt teriilet. A jobb oldali arteria carotis communis (1)
és két aga, az arteria carotis externa (2) és arteria carotis interna (3) kiemelve, proximalis (A) és disztalis

sebészfonallal (B) reverzibilisen elszoritva és nedves vattagolyoval (C) aladticolva.

Az injekcios tii (30 G, Becton, Dickinson and Company) érbe helyezése éppoly
kritikus 1épésnek szamitott, mint a befecskendezés. Ennek eléfeltétele volt, hogy a tit a
proximalis lekdtéshez minél kozelebb, hegyesszogben (10° alatt), az artéria anatomiajahoz és
rugalmassagahoz igazodva vezessiik az érbe. Metasztdzis modelliink egyik kulcsmozzanata az
volt, hogy az ACC-n keresztiil 10° 4T1-tdT sejtet juttattunk a véraramba 100 pl steril Krebs-
Ringer oldatban (150 mM NacCl, 5,2 mM KCI, 2,2 mM CaClz, 0,2 mM MgCl;, 6 mM
NaHCOs, 5 mM HEPES, 2,8 mM D-gliikoz; pH = 7,4). A kontroll esetekben sejtmentes
Krebs-Ringer oldatot fecskendeztiink be. A tii metszlapjanak ventralis allasa és teljes
intraluminalis helyzete, a tii egyhelyben tartasa az injektalas teljes ideje alatt, valamint a
viszonylag lassu, egyenletes és buborékmentes injektalas jelentette az injekcié maradéktalan
beadasanak zalogat. Az injektalas sikerességét mutatta, hogy az artéria kitisztult a
befecskendezett sejtszuszpenziotol. Az injektalas befejeztével az ACC disztalis végét
felemeltiik, amivel elkeriiltik a nemkivanatos anyag visszaaramlast. Az artéria ala tomott
vatta eltavolitasa utan az ACC-t a szras helye f6lé helyezett vérzéscsillapitd zselatin
szivaccsal (Gelita, B.Braun) tamponaltuk, majd a nyalmirigyet visszahajtva steril fiiltisztito
palcikaval lenyomtuk, mikozben a tiit ovatosan kihuztuk az érbol. A lekotéseket ezutan
egyesével kioldottuk, els6ként a proximalis szalat meglazitva. Végiil a feltart teriiletet
anatomiai pozicidba rendeztiik, a sebszéleket szovetragasztoval (Vetbond, 3M) egyesitettiik és
a sebet Betadine oldattal bekentiik. A kisérleteket a tumorsejtek beoltasa utan 2, 5 és 7 nappal
fejeztiik be. Ezeket az id6pontokat korabbi megfigyeléseink alapjan, az emlékarcindma sejtek

crer

valasztottuk ki (Hasko és mtsai, 2019).
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Vizsgalataink soran egy masik szisztémasan Kialakitott agyi metasztazis modellhez
kapcsolodo protokollt is atiiltettiink a gyakorlatba, amely az emldkarcindma sejtek
intrakardialis bejuttatasan alapszik (Campbell és mtsai, 2012). A széles korben hasznalt
beviteli mod eredményeként a metasztatikus tumorsejtek a sziv bal kamrajabol kiindulva az
artérias rendszeren keresztiil eljutnak az agyba, azonban a véraram Utjan szamos mas
extrakranialis célszervbe (pl. tiid6, maj, csont, mellékvese, petefészek) is adhatnak attétet
(Knier ¢és mtsai, 2022; Miarka és mtsai, 2021). A modellt az agyban I[étrejovo
mikrometasztazisok globalis eloszlasanak maximalizalasa végett alkalmaztuk. Az oltas
gyakorlati megvalositdsa az intrakarotikus oltasnal leirt elékésziileteket vette igénybe,
azonban kisebb invazivitassal jart. Ezekhez a kisérletekhez Venus egereket (n=19)
hasznaltunk. Az anesztéziat kovetéen az allatok mellkasarol a szort eltavolitottuk, majd a
szuras kornyékét 70%-os etanollal és 10%-0s Betadine oldattal fertdtlenitettiik. A szurast a
mellkas kozépvonalaban kitapinthat6 incisura jugularis és processus xyphoideus csucsa altal
hatarolt egyenes képzeletbeli felezOpontjatol lateralisan, anatomiailag kissé balra, a 4.
bordakozi tér magassagaban végeztiik. A bort két ujjal kifeszitve fiiggdleges allasban vagy
enyhén dontve bevezettiik a tit (30 G; Becton, Dickinson and Company) a bal kamraba,
ahova 2 x 10° 4T1-tdT sejtet juttattunk 200 pl steril Krebs-Ringer oldatban. Az injektalast
sikeresnek itéltiik, ha a kamraba hatolo tiin keresztiil vilagosvords vér szokott a fecskenddbe
az injektalas elott €s utan. A t kihtizasakor enyhe negativ nyomast fejtettiink a dugattyura,
hogy megeldzziik a tumorsejtek besziirddését és szétoszlasat a melliiregben, majd a szuras
helyén par percig gyengén lenyomtuk a mellkast steril fiiltisztito palcikaval a vérzés hatékony
csillapitasa végett. Azokat az allatokat, amelyekbdl az injektalas sordn sotétvords vénas vért
sikeriilt venni, kizartuk a kisérletb6l. Az oltasok atlagos sikeressége 90% koriili volt. A
kisérletet 7 nappal az oltas utan zartuk.

A beavatkozasokat kovetéen az allatokat minden esetben a flitGpadon hagytuk
labadozni. Miutan magukhoz tértek, athelyeztiik ket egy tiszta ketrecbe €s a kisérlet végéig
arany 97-98%-0s volt, és a posztoperativ idoszak végére legfeljebb 5%-0s testsulycsokkenés
volt mérhetd. Fert6zés, seb diasztazis vagy belsd vérzés nem alakult ki naluk, és nem mutattak

a fajdalom kronikus jeleit.
3.4. Invivo inflammaszéma gatlas

Az MCC950 NLRP3 inflammaszoéma gatld hatasanak vizsgalatihoz a 4T1-tdT
tumorsejtek oltasat kovetden 7 napos talélési id6t valasztottunk. Az allatcsoport egyik fele az
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injektalast kovet6 4. és 6. nap kdzott naponta egyszer 10 mg/ttkg dozisban MCC950 (DMSO-
ban feloldva, PBS-ben higitva) ip. kezelésben részesiilt. A kezelés idOpontjat az alapjan
hataroztuk meg, hogy a metasztatikus sejtek agyi kapillarisokon keresztiili diapedézise
altalaban ez id6 alatt kovetkezik be egérmodellekben (Haskéd és mtsai, 2019; Karreman és
mtsai, 2023; Kienast és mtsai, 2010; Lorger és mtsai, 2010). Az MCC950 kezelés
kontrolljaként a csoport masik fele PBS-ben oldott DMSO-t kapott ip. A kisérlet végén az

agyak tovabbi mintafeldolgozasra kertiltek.
3.5. Szovetfixalas és metszés

A human tripla negativ eml6karcindma agyi metasztatikus és kontroll szovetmintak a
Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Koézpont Pathologiai Intézetének
hisztoloégiai archivumabol szarmaznak Prof. Dr. Tiszlavicz Laszlo intézetigazgatod
hozzajarulasaval. A mintagylijtés a Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert
Klinikai Kozpont Regiondlis Human Orvosbiologiai Kutatasetikai  Bizottsdganak
jovahagyasaval zajlott (engedélyszamok: EMLOSEBOO1, kelt: 2017.01.31.; és 172/2022-
SZTE RKEB, kelt: 2021.11.22.) az Orvos Vilagszovetség altal 1964-ben kiadott és 2013-ban
atdolgozott Helsinki Nyilatkozat alapelveivel 6sszhangban. Az immunfestésekhez felhasznalt
két attéti agyminta egyikét egy 41 éves ndbeteg okcipitalis lebenyi daganatdnak, a masikat
egy 39 éves nobeteg frontdlis lebenyi daganatinak sebészeti eltavolitasabol nyerték. A
paciensek malignus alapbetegségének vagy az extrakranidlis metasztazisok meglétének
értekelésére nem keriilt sor. Megfeleld tajékoztatast kovetéen a betegek beleegyezd
nyilatkozat alairdsdval oOnként rendelkeztek a beteganyag kutatdsi célokra vald
felhasznalasarol. A szovettani mintak  fixalasaban, paraffin-beagyazasaban  és
metszetkészitésében (5 um) a Pathologiai Intézet munkatarsai voltak segitségiinkre.

A AT1-tdT tumorsejtekkel oltott egereket 2%-0s 2,2,2-tribrometanol (Merck)
hatéanyagti anesztetikummal (320 mg/ttkg ip.) altattuk, majd 25 ml 0,1 M PBS-sel (pH = 7,4)
és 25 ml 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal transzkardialisan perfundaltuk. 24 o6ras
utofixalast és 72 oras krioprotekciot kovetden az agyakat fagyasztdé mikrotommal
(Frigomobil, Reichert-Jung) 20 um vastag, szabadon 0szd, koronalis sorozatmetszetekre
szeltiik le. A kész metszeteket az immunhisztokémiai festésig 0,02%-o0s natrium-aziddal

(Merck) kiegészitett PBS-ben (10 mM, pH = 7,4), 4°C-on taroltuk.
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3.6. Immuncito- és immunhisztokémia

Az NLRP3 és ASC inflammaszoma komponensek, valamint az IL-1p inflammaszéma
termék expressziodjanak és lokalizacidjanak vizsgalatara indirekt immunfluoreszcens festési
technikat alkalmaztunk. A 12-lyukt tlivegalju sejttenyésztd kamrakban (Ibidi) novesztett
human asztrocitakat, amelyek 24 6ran at tumorsejt-kondicionalt (MDA-TGL és MDA-BrM2)
médiumnak voltak kitéve, 4%-0s PFA-val fixaltuk 10 percig. Haromszori PBS mosast
kovetéen a sejteket 3% marhasavo albumint (bovine serum albumin, BSA; VWR
International) és 0,2% Triton X-100 detergenst (Merck) tartalmazo PBS-ben 1 éran keresztiil
blokkoltuk a nemspecifikus kotohelyek telitése céljabol. Az elsédleges antitesteket (2.
tablazat) a blokkol6 oldatban higitottuk, ¢s a mintakat ebben egy ¢&jszakan at, 4°C-on
inkubaltuk. Mésnap jabb haromszori mosas utan a sejteket a megfeleld fluoreszcensen jelolt
masodlagos antitestben (2. tablazat) szobahdmérsékleten 1 éran at inkubaltuk. A sejtmagokat
a protokoll végén biszbenzimid (Hoechst 33342, 1 ug/ml; Merck) festékkel jeloltiik, végiil a
sejteket fluoreszcencia fakulast csokkentd, vizoldékony fedéanyaggal (FluoroMount-G,
Thermo Fisher Scientific) lefedtiik.

A human agymetszeteken deparaffinalast (xilol) és rehidralast (leszallo alkoholsor és
desztillalt vizes 6blités) kovetéen héindukalt epitop feltarast végeztiink elémelegitett natrium-
citrat oldatban (10 mM, pH = 6,0; Merck) mikrohullam siitében (15 perc, 250 watt). Az egér
agymetszeteket 0,5% Triton X-100-at tartalmazé PBS-ben (TPBS) 20 percig
permeabilizaltuk. A 3% BSA-t tartalmazé TPBS-sel torténé 1 oras blokkolast kovetden
mindkét tipust preparatumot az elsédleges antitestekkel (2. tablazat) egy éjszakan at, 4°C-on,
lasst kevertetés (50 rpm) mellett inkubaltuk. A metszeteket haromszori, egyenként 10 perces
PBS mosas utan a megfeleld, fluoroforral konjugalt masodlagos antitestben (2. tablazat)
inkubdltuk 1 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten, sotétben. Tovabbi mosasi 1€pések sordn a
masodik mosas alkalmaval a human agymetszeteken 5 percig, az egér agymetszeteken pedig
10 percig tartd nuklearis ellenfestést (Hoechst 33342, 1 pg/ml) alkalmaztunk. Utolso
1épésként a metszeteket FluoroMount-G feddanyaggal fedtiik.

3.7. Fluoreszcens mikroszképia

A fluoreszcens jel detektalasara haromféle konfokalis mikroszkopot hasznaltunk. Ezek
koziil a Leica TCS SP5 lézer-pasztazd mikroszképpal (Leica Biosystems) egy 63x
olajimmerzids objektivvel (HCX PL APO lambda blue, 1,4 NA) készitettiink felvételeket, a
VisiScope CSU-W1 spinning disk (Nipkow-féle korong) konfokalis mikroszkoppal (Visitron
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Systems) pedig egy 60x olajimmerziés objektivvel (PlanApo N, 1,42 NA). Mindkét
mikroszkép a HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont Mikroszkdpos Sejtanalizis
Laboratériumanak gondozéasaban 1évé géppark része. Egyes konfokalis és szuperrezolucios
képeket egy Axio Observer Z1 invertalt epifluoreszcens mikroszkop vézra (Zeiss) épitett,
stimulalt emisszio-deplécié (STED) elven miikodo, felbontas néveld rendszer (STEDYCON,
Abberior Instruments) segitségével rogzitettiik, amelyhez egy szuperrezoltciora alkalmas
100x olajimmerzidés objektivet (alpha Plan-Apochromat, 1,46 NA) valasztottunk. A
képalkotas soran z-iranyu képsorozatokat vettiink fel, amelyeknek a mélységét a human
mintak esetén a mintdk vastagsagabol adoddan kb. 5 um-ra allitottuk, az egér agymetszetek
esetén 20 pum-ra. A z-sorozatokat ezutan a Fiji szoftverben egyesitettik. A rekonstrualt
képeken intenzitas-kiiszobolést hajtottunk végre, melynek eredményeképpen létrejott binaris
képen a hattértdl elkiiloniild objektumok (pozitiv jelek) bitszintii diszjunkcidjaval megkaptuk,
hogy a vizsgalt fehérje specifikus immunfestddése hany szazalékban egyezik meg a masik
vizsgalt fehérje specifikus immunfestddésével. A szazalékban kifejezett kolokalizacid

egyszerusitette a megjelenitést.
3.8. Asztroglialis IL-1p expresszié kvantifikacioja

Az intrakarotikus metasztazis modellben az IL-1B peritumoralis expresszidjanak
szamszerl meghatarozasahoz az IL-1P és az asztrocitdkat szelektiven jel6ld glidlis fibrillaris
savas fehérje (glial fibrillary acidic protein, GFAP) kettés immunfestését végeztiik el. Az
immunhisztokémiai kisérletekhez a tumor és kontroll (Krebs-Ringer oldat) oltott, 7 napos,
vivéanyaggal és MCC950-nel kezelt allatok agymintait hasznéltuk fel. Mindegyik csoportbol
Osszesen 5 agymetszetet valogattunk ki és minden egyes metszetbdl 8 vizsgalati teriiletet
(region of interest, ROI) valasztottunk ki. A konfokalis mikroszkoppal készitett optikai
szeleteket, vagyis z-sorozatfelvételeket (x: 222 pum, y: 222 pm, z: 20 pm, 1épéskodz: 1 pm;
VisiScope CSU-W1) végiil a Fiji szoftver segitségével dolgoztuk fel. Ennek soran
standardizalt protokoll szerint haladtunk, amely a kovetkezé miveleteket foglalta magaba: az
egyes optikai szeletek digitalis egymadsra vetitésébdl szdrmazd képeken kiszamoltuk a
pixelszamot kiilon-kiilon a GFAP- és IL-1B-immunpozitiv jelre, valamint meghataroztuk az
IL-1B-GFAP kolokalizaciora vonatkozé pixelek szamat is, majd ezeket az egyes csoportokra

atlagoltuk. Az adatokat az dsszes pixelszamra normalizaltuk.

37



3.9. Tumorméret meghatarozas

A metasztatikus 1éziok méretének meghatarozasara és az NLRP3 inflammaszoma-
gatlas tumorméretre gyakorolt hatasanak tesztelésére a Venus egereket a 4T1-tdT sejtvonallal
oltottuk be intrakardialisan. A Venus-YFP fehérje endotelialis expresszidjanak és a 4T1-tdT
sejtek fluoreszcencidjanak kombinacioja lehetdvé tette, hogy a perivaszkularis tumorokat
immunhisztokémiai festés nélkiil vizualizaljuk az agyban. A vizsgalat soran két csoportba
osztottuk az egereket. A kontroll csoportot ip. PBS-ben oldott DMSO-val, mig a kisérleti
csoportot 10 mg/ttkg dozist MCC950-nel kezeltik. A tumorinjektalast kovetd 7. nap
elteltével az agy rosztrokaudalis tengelye mentén 5 kiilonb6z6é szintrdl szarmazo, 30 pum
vastagsagu metszetet hasznaltunk fel. Mindkét csoportbdl ugyanazokat az agyteriileteket
magaba foglald, azonos tavolsagra esé (1,12+0,16 mm) metszeteket vetettiink 6ssze. Korabbi
tanulmanyaink elsdsorban az emldkarcindéma attétképzésének neokortexben zajlo eseményeire
Osszpontositottak (Hasko és mtsai, 2019; Molnar és mtsai, 2020), igy ezen az agyteriileten
készitettiink reprezentativ z-sorozatokat konfokalis mikroszkoppal (VisiScope CSU-W1). A
z-sorozatokat ezutan a Fiji szoftverrel dolgoztuk fel. A daganatot jelz6 tdT-pozitiv
pixelszamokat atlagoltuk az 5 metszet 15 ROI-jabol, majd az igy kapott atlagértéket a
csoportonkénti 3 egyedre atlagoltuk.

3.10. Mikrogliézis mértékének meghatarozasa

A peritumoralis mikrogliézis kvantitativ meghatarozasahoz a mikroglia marker
ionizalt kalciumkoté adaptor molekula 1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1, Ibal)
elleni immunfestést alkalmaztuk. Ugyanazt a szovetfeldolgozasi és mikroszkopos eljarast
kovettik, mint a tumorméret meghatarozasnal. Az Ibal-pozitiv pixeleket atlagoltuk 6
metszeten 8 ROIl-ban, majd Osszehasonlitottuk az atlagokat mind a kontroll, mind az

MCC950-kezelt csoportokban (N=3 4allat/csoport), €s normalizaltuk az §sszes pixelszamra.
3.11. RNS izolalas és valos idejii polimeraz lancreakcié (qPCR)

A PCR vizsgalatokat sejttenyészeteken és szovetmintakon végeztiik. A 6-lyuka
lemezekben tenyésztett human asztrocitakat szubkonfluens (kb. 90%) allapotban MDA-TGL
vagy MDA-BrM2 kondicionalt médiummal kezeltik 1 uM MCC950 jelenlétében vagy
hianyaban 24 oran keresztiil. A kontroll sejtek nem kaptak tumorsejt-kondicionalt médiumot.
A sejteket 1 ml fenol és guanidin-izotiocianat Osszetételii, total RNS izolal6é oldatban (TRI

Reagent, Thermo Fisher Scientific) gyjtottik Ossze. Az ex vivo kisérletekhez 4T1-tdT
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sejtekkel oltott BALB/c egereket a fent részletezett modon kezeltiik. Az allatokat 7 nap
elteltével transzkardialisan perfundaltuk 0,1 M PBS-sel (pH = 7,4) és az agyat jéghideg PBS-
be meritett agymatrixban disszekaltuk. A szaglogumokat és a kisagyat eltavolitottuk, majd a
fissura longitudinalis cerebri mentén a nagyagyat 6vatosan elfeleztiik, elkiilonitve ezzel a
jobb oldali tumoros oldalt a kontralateralis, kontroll oldaltol. A féltekéket kiilon-kiilén 1 ml
TRI Reagent oldatba tettik ¢és Potter-Elvehjem kézi szovet homogenizatorban
politetrafluoretilén (PTFE) mozsartorével mechanikailag feltartuk. A mintak kozotti szoveti
kontamindcio elkeriilése érdekében a homogenizatort tobbszor alaposan atoblitettiik desztillalt
vizzel minden egyes minta kdzott.

A TRI Reagent oldatban lizalt mintakhoz 200 pl kloroformot adtunk. A
fazisszeparalast kovetéen a felsé vizes fazisbol 6ssz RNS-t izolaltunk a Direct-zol RNA
Miniprep Plus Kit (Zymed Laboratories) segitségével az izolald készlet kézikonyvében
foglaltak szerint. Az RNS-r6l valé kopia DNS (cDNS)-atirashoz a Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kitet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk a gyartd utasitasainak
megfeleléen. Az amplifikacios reakciot Luminaris HiGreen Master Mixszel (Thermo Fisher
Scientific) végeztiik Bio-Rad CFX96 késziiléken (Bio-Rad) a kovetkez6 beallitasok szerint:
40 cikluson at ismétlddé denaturacios (95°C, 15 masodperc), hibridizaciés (60°C, 30
masodperc) és elongacios (72°C, 30 masodperc) 1épés. A PCR soran alkalmazott forward és
reverse primer parokat a 1. tablazat foglalja 6ssze. Bels6é kontrollként a glicerinaldehid-3-
foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) haztartasi gént hasznaltuk. A fluoreszcens jel detektalasahoz
a kiiszobértéket és a kvantifikalast a CFX Maestro szoftverrel (1.1-es verzio, Bio-Rad)
végeztiik. A génexpresszios valtozasokat a AACt mddszerrel értékeltiik ki és az eredményeket

a Microsoft Excel 2016 program segitségével abrazoltuk.
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Név Forward primerszekvencia (5’-3°) Reverse primerszekvencia (5°-3”)

NLRP3 (humaén) GTGCCGTGTTCACTGCCTGGTAT AGTGGGATTCGAAACACGTGCA

CASP1 (humén) TCTTGGAGACATCCCACAATGGGC TGCGCTCTACCATCTGGCTGC

IL1B (humén) AGCTCGCCAGTGAAATGATG GCCCTTGCTGTAGTGGTGGT
NIrp3 (egér) GGCGAGACCTCTGGGAAAAA CTTCAAGGCTGTCCTCCTGG
[11b (egér) TGCCACCTTTTGACAGTGATG TGATGTGCTGCTGCGAGATT
GAPDH (human) GTGAAGGTCGGTGTCAACG GTGAAGACGCCAGTAGACTC

1. tablazat: a polimeraz lancreakcidkhoz hasznalt human és egér specifikus primerek.

3.12. Fehérjemintak elokészitése és Western blot

A 4T1-tdT sejtekkel oltott 7 napos BALB/c egerek agyszovetébdl torténd fehérje
kinyerés soran ugyanugy jartunk el, mint az RNS izolalas sordn azzal a kiilonbséggel, hogy a
hemiszfériumokat 1 ml hideg pufferoldatban homogenizaltuk, amely 10 mM PBS-t,
SIGMAFAST proteaz inhibitor koktélt (1:100, Merck) és 1% Triton X-100-at tartalmazott. A
kézi szovet homogenizatort az egyes mintak kozott tobbszor gondosan atoblitettiik desztillalt
vizzel. A szovettormelék leiilepitése (13 000 x g, 20 perc, 4°C) utan a feliiliszé fehérje
Fisher Scientific) mértik meg. Ezt kovetden a fehérje kicsapast hagyomanyos metanol-
kloroform modszerrel végeztiik. A fazisszeparalashoz 1 rész jéghideg metanolt és 1/8 rész
kloroformot adtunk 1 rész feliiluszéhoz. Az elegyet vortexeltiik és centrifugaltuk (13 000 x g,
5 perc, 4°C). A vizes fazist ovatosan leszivtuk és a fehérjecsapadékot metanollal megmostuk.
Ujabb vortexelés és centrifugalas (13 000 x g, 5 perc, 4°C) utan a feliiliszot eltavolitottuk és a
pelletet megszaritottuk. A mintakat kétszeres toménységii Laemmli-féle denaturald
mintapufferben (10% glicerin, 0,8% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 0,04% bromfenolkék, 24
mM Tris-HCI (pH = 6,8), 5,72 M 2-merkaptoetanol) visszaoldottuk és a Western blot
kisérletek el6tt 5 percig 95°C-on denaturaltuk.

Az azonos mennyiségii fehérjét tartalmazd mintakat standard denaturalé SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk el. A fehérjéket ezutan nagy
fehérjekotd kapacitassal bird, 0,2 um porusméretii polivinilidén-fluorid (PVDF) membranokra
(Bio-Rad) blottoltuk. A membranok szabad kotohelyeit 3% BSA-t és 0,1% Tween-20
detergenst tartalmazé Tris-pufferelt sooldatban (TBS-T) blokkoltuk, majd a membranra
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transzferalt fehérjék azonositasara a 2. tablazatban szereplé els6dleges antitesteket

hasznaltuk. Masnap a blotokat haromszor 10 percig TBS-T-ben mostuk a membranhoz nem

kotodott antitestek eltavolitasa végett, majd a megfeleld, torma-peroxidazzal (horseradish

peroxidase, HRP) konjugalt masodlagos antitestekben (2. tablazat) vald inkubacioval

folytattuk, amely szobahdémérsékleten 1 6ran at tartott. A fehérjéket kemilumineszcens modon

tettiik lathatova a Clarity Chemiluminescence Substrate reagens (Bio-Rad) segitségével egy

ChemiDoc MP System (Bio-Rad) géldokumentacios késziilékben. A denzitometralast az

ImageLab szoftverrel (5.2. verzi6, Bio-Rad) végeztiik, és az eredményeket a -aktin haztartasi

fehérje szintjére normalizaltuk.

) Gazda
Antitest ai Higitas Gyarté Katalégusszam
aJ
Immuncito- és immunhisztokémia
poliklonalis anti-NLRP3 elsddleges ]
) kecske 1:100 Bio-Techne NBP2-76806
antitest
poliklonalis anti-GFAP els6dleges
. nyul 1:300 Abcam ab7260
antitest
monoklonalis anti-GFAP els6dleges
. egér 1:200 Merck G3893
antitest
monoklonalis anti-ASC els6dleges )
) egér 1:100 Santa Cruz Biotechnology sc-271054
antitest
poliklonalis anti-1L-1p els6dleges
. nyul 1:200 Abcam ah9722
antitest
poliklonalis anti-Ibal elsddleges
. kecske 1:200 Abcam ab5076
antitest
Alexa Fluor Plus 647 konjugalt, ) o
. szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A32787
anti-egér masodlagos antitest
Alexa Fluor Plus 488 konjugalt, ) o
. szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A32790
anti-nytl masodlagos antitest
Alexa Fluor 594 konjugalt, anti- ) S
szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A-11058
kecske masodlagos antitest
Alexa Fluor 488 konjugalt, anti- . o
szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A-11055
kecske masodlagos antitest
Alexa Fluor Plus 594 konjugalt, . o
. szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A32754
anti-nyul masodlagos antitest
Alexa Fluor Plus 647 konjugalt, . o
szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A32795

anti-nyal masodlagos antitest
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Alexa Fluor Plus 647 konjugalt, anti-

szamar 1:500 Thermo Fisher Scientific A32849
kecske masodlagos antitest
Alexa Fluor 488 konjugalt, anti-egér . o
kecske 1:500 Thermo Fisher Scientific A-11029
masodlagos antitest
Alexa Fluor 647 konjugalt, anti-nyutl . L
kecske 1:500 Thermo Fisher Scientific A-21245
masodlagos antitest
Western blot:
poliklonalis anti-1L-1B els6dleges
) nyul 1:1000 Abcam ab9722
antitest
monoklonalis anti-p-aktin elsédleges
) egér 1:10000 Merck A5441
antitest
HRP konjugalt, anti-nyul
) kecske 1:3000 Jackson ImmunoResearch | 111-035-003
masodlagos antitest
HRP konjugalt, anti-egér . o
) kecske 1:3000 Thermo Fisher Scientific G21040
masodlagos antitest
Neutralizalas:
poliklonalis huméan anti-1L-1 1:150 (1,33 )
kecske Bio-Techne AF-201-NA
els6dleges antitest pg/ml)
poliklonalis egér anti-I1L-1p 1:150 (1,33 ]
) kecske Bio-Techne AF-401-NA
els6dleges antitest pg/ml)
1:750 (1,33 )
poliklonalis IgG kecske Bio-Techne AB-108-C
pg/ml)

2. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott els6dleges és masodlagos antitestek jellemzbéinek dsszefoglalasa.

3.13. Statisztikai kiértékelés

Adataink statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism szoftvert (8.0.1.244-es verzio,

GraphPad Software) hasznaltuk. Az alkalmazott statisztikai modszert az adott abra

alairasoknal minden esetben feltiintettiik. A 0,05-nél kisebb P-értéket szignifikdnsnak

tekintettik.
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4. EREDMENYEK
4.1. Az NLRP3 inflammaszoma komponenseinek expresszios vizsgalata

Az attétképzés egyik meghatdrozo velejardja a gyulladas, amelynek fenntartdsdban az
inflammaszoémak is szerepet jatszhatnak és ezaltal erdteljes befolyassal lehetnek a tumor
mikrokornyezetre (Karki és mtsai, 2019). A metasztatikus niche-t alkoté tumorsejtekben és
stromasejtekben egyarant kimutattak inflammaszoma aktivaciot (Z. Zhang és mtsai, 2023),
azonban az agy idegen ¢és rendkiviil sajatos milidjében kialakuldé metasztazisokban — koztiik
az emldkarcindbma agyi metasztazisaiban — mindmaig nem alltak rendelkezésre az
inflammaszéma komponensek expressziojara és ennek funkcionalis kovetkezményeire

vonatkoz6 informaciok.
4.1.1. Az NLRP3 inflammaszoma komponensek in vivo expresszioja

Kisérleteink els6 1épéseként megvizsgaltuk, hogy a tripla negativ emldkarcindéma agyi
metasztdzisaiban torténik-e inflammaszoma-fehérje expresszid, tovabba meghataroztuk az
inflammaszémak lokalizacidjat, hogy azonosithassuk azokat a sejttipusokat, amelyek részt
vesznek az agyban megtelepedett tumorok gyulladasos kornyezetének kialakitdsdban ¢és
fenntartasaban. Az inflammaszémak koziil az NLRP3 inflammaszoma daganatképz6désben és
progresszioban betdltott szerepérdl extracerebralis daganatok esetén bdséges szakirodalmi
informacio all rendelkezésre (Sharma és mtsai, 2021), éppen ezért kivancsiak voltunk, hogy
az eml6karcindma agyi attéteinek inflammatorikus folyamataiban is kulcsszerepet jatszik-e.
Hipotézisiink igazolasara el6szor NLRP3 és ASC immunhisztokémiai festést végeztiink tripla
negativ emldkarcindma humdan agy-metasztazisaibol készitett prepardtumokon. Hérmas
fluoreszcens jeloléssel kimutattuk az NLRP3 inflammaszoma aktivalodasanak elso jelét, a
priming 1épésként értelmezhetd inflammaszoma fehérjék expresszido fokozodasat.
Expresszidjuk nagymértékben és specifikusan a peritumoralis asztrocitdkra korlatozodott,
amit az NLRP3 és ASC, valamint az asztrocita-specifikus GFAP kolokalizacidja mutatott a
konfokalis mikroszkdpos felvételeken. A pixelanalizis eredményei alapjan az NLRP3-pozitiv
pixelek 95,3%-a, az ASC-pozitiv pixelek 98,8%-a fedett at a GFAP-pozitiv pixelekkel (5.
abra, A panel). Az inflammaszéma priming masik bizonyitékaként szolgalt, hogy a
metasztazis korili GFAP'/NLRP3* asztrocitdk markans IL-1B expresszioval birtak.
Szdmszertien az NLRP3-pozitiv pixelek 76%-a, az IL-1B-pozitiv pixelek 74%-a kolokalizalt a

GFAP-pozitiv pixelekkel (5. abra, B panel). Erdekes modon az inflammaszoma-asszocialt
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fehérjéket sem a tumorsejtekben, sem az asztrocitdkon kiviil mas strémalis sejttipusban, sem a
tumoroktol tavolabb 1évo gliasejtekben nem figyeltiik meg. Az immunfestés specificitasat
alatdmasztotta, hogy a kontroll, egészséges human asztrocitdk immunnegativak voltak mind

az NLRP3-ra, mind az IL-1p-ra (5. abra, C panel).

NLRP3

5. abra: Az inflammaszéma komponensek peritumorilis asztrocitikban valo expressziéja human tripla
negativ emlokarcinéma agyi metasztazisaiban. A reprezentativ konfokalis mikroszkopos felvételeken jol
latszik, hogy az NLRP3 ¢és az ASC (A), valamint az NLRP3 és az IL-1p (B) egyiitt fordul elé a tumort
szegélyez0 GFAP-pozitiv asztrocitdkban. Ezzel szemben az egészséges human agyi asztrocitadkban nincs
detektalhatdé NLRP3 és IL-1p expresszio (C). Skala: 20 pm. Z6ld: NLRP3, magenta: ASC (A) vagy IL-1B (B),
fehér: GFAP, kék: sejtmagok (Hoechst 33342).
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Az agyi attétképzést kisérd potencialis inflammaszéma aktivacié tanulméanyozéasara
egy szisztémas, szingenikus allatkisérletes modellt alkalmaztunk, amely soran 4T1-tdT tripla
negativ egér emldkarcinoma sejteket injektadltunk BALB/c egerek jobb oldali ACC-dba. A
tapasztalataink alapjan (Hasko és mtsai, 2019), majd az inflammaszoéma fehérjék
lokalizaciojat immunfluoreszcenciaval mutattuk ki. A 2. napon a frontalis, temporalis és
parietalis kérgi teriileteken elakadt tumorsejtek kornyezetében nem detektaltunk IL-1B-t. Ez
1d6 alatt az agyi kapillarisokban megrekedt tumorsejtek tobbsége munkacsoportunk korabbi
vizsgalata alapjan az érlumenben talalhaté (Haskd és mtsai, 2019). A vér-agy gaton vald
atvandorlasuk pillanataban, az 5. napon az IL-1B mar megjelent a metasztatikus 1ézidkat
hatarol6 GFAP-pozitiv asztrocitdkban, mig a 7. napon az IL-1P expresszidja meghaladta a
korabbi idépontban megfigyelt expresszios szintet. A pixelanalizis alapjan az 5. napon a
citoplazmikus IL-1B-pozitiv pixelek 77%-a mutatott kolokalizaciot a GFAP-pozitiv
pixelekkel, mig a GFAP-pozitiv pixelek 7%-a volt IL-1B-pozitiv. A 7. napon pedig az IL-1p-
pozitiv pixelek 79%-a fedett at a GFAP-pozitiv pixelekkel, mig a GFAP-pozitiv pixelek 28%-
a volt IL-1B-pozitiv (6. abra, A panel). A metasztatikus tumorsejtek hatassal vannak a reaktiv
asztrogliozis id6beli valtozasara (Fitzgerald és mtsai, 2008). Modelliinkben az asztrocitak
reaktivitdsa a vizsgalt idopontok koziil a 7. napon volt kifejezett, amelyet a GFAP-tartalmu
primer nyGlvanyok hipertrofiaja (6. abra, A panel), valamint a GFAP" jel emelkedése jelzett
(17. abra, A panel). Az IL-1B expresszios szintjének idébeli valtozasa mellett pozitiv
korrelaciot figyeltiink meg az IL-1P expresszid és a metasztatikus 16zi6 mérete kozott, amit jol
szemben a kisebb attétek kornyezetében kimutathatdo gyenge IL-1B expresszidval, illetve az
IL-1B expresszid hianyaval a tumormentes teriileteken (7. dbra). Ezzel parhuzamosan az
NLRP3 expresszidja is megndtt a tumorokat koriilvevd asztrocitdkban hasonléan a human
metasztatikus agymintakban megfigyeltekkel. A pixelanalizissel kapott érték jelen esetben is
nagyfoku atfedést mutatott. Az NLRP3-pozitiv pixelek 95%-a egyezett a GFAP-pozitiv
pixelekkel (6. abra, B panel).
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NLRP3

6. abra: Az inflammaszéma komponensek expressziéjanak névekedése a peritumoralis asztrocitikban
egér tripla negativ emlékarcinéma agyi metasztazisaiban. Kettés immunjel6lés jeleniti meg az IL-1B
intrakarotikus oltasat kovetd 2. napon, vagyis a vér-agy gat attorését megeléz6 idopontban az IL-1p expresszidja
még nem mutathatd ki az asztrocitdkban, azonban az 5. napon, amikor a tumorsejtek atvandorolnak az érfalon,
az IL-1PB expresszidja indukalédik a tumorok kornyezetében 1évd asztrocitakban és a 7. napra 4-szeresére
emelkedik (A). Az NLRP3 kimagaslé expressziot mutat a peritumoralis asztrocitdkban 7 nappal a tumorsejtek
oltasa utan (B). Skala: 20 um. Piros: 4T1-tdT, z6ld: IL-1 (A) vagy NLRP3 (B), fehér: GFAP, kék: sejtmagok
(Hoechst 33342).
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tumormentes tertilet kisméreti tumor

nagymeéretli tumor

7. abra: A tumorméret mint kritikus tényezé az IL-1p expressziéjaban. A tripla negativ emldkarcinoma agyi
metasztazisainak mérete nagyban meghatarozza az IL-1f expresszié mértékét egér agyban a tumorsejtek oltasat
kovetd 7. napon. Ez abban nyilvanul meg, hogy a tumormérettel aranyosan fokozodik az IL-1B expresszioja.

Skala: 20 pm. Piros: 4T1-tdT, z6ld: IL-1p.
4.1.2. Az NLRP3 inflammaszoma komponensek in vitro expresszioja

A tumor altal indukalt inflammaszoma aktivacié hatterében hiz6dé mechanizmusok
tisztazasa végett in vitro kisérletekben eldszor megvizsgaltuk, hogy a mellraksejtek altal
szekretalt faktorok milyen hatassal vannak az inflammaszéma komponensek primingjara az
asztrocitakban. Ennek érdekében tapfolyadékot kondiciondltunk a humdn tripla negativ
emldkarcindma sejttenyészeteken, amely tartalmazza a sejtek szekretomjat, vagyis mindazt a
potencialis DAMP-ként szolgalod bioaktiv molekuldkbodl és extracellularis vezikuldkbol allo
szekrécids ,koktélt”, amely a sejt-sejt kommunikicid6 egyik fontos eszkozeként
inflammaszoma-fiiggd sejtvalaszt valthat ki (Abu és mtsai, 2021; Hernandez és mtsai, 2016).
A tumorsejtekrol gyijtott kondicionalt médiumot az asztrocita tenyészethez adtuk, ezt
kovetden qPCR technikéval meghataroztuk, hogy a tumorsejt-kondicionalt médium milyen
mennyiségi valtozast okoz az asztrocitdk inflammaszéma alkotéelemeinek mRNS szintli
expressziojaban. A kezelés eredményeképpen az NLRP3 és CASP1 transzkriptumok
expresszidja szignifikans, tobb, mint 2-szeres novekedést ért el a human asztrocitadkban a
parentalis (MDA-TGL) vagy agyi metasztatikus (MDA-BrM2) karcindmasejt-kondicionalt
médium hatdsdra a kontroll, kezeletlen asztrocitdkban mért szinthez képest. Az IL1B
expresszio novekedése ennél sokkal latvanyosabb méretet 61tott. Szintje kozel 10-szeresére
emelkedett azokban az asztrocitdkban, amelyeket a parentalis sejtvonalrol gyiijtott
kondicionalt médiummal kezeltiik, és koriilbeliil 30-szorosara azokban, amelyeket az agyi
metasztatikus sejtek médiumaval kezeltik (8. abra, A panel). Kovetkez 1épésben az

inflammaszéma  komponensek  fehérjeszinti  expressziés  valtozdsait  elemeztiik
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immuncitokémiaval. Az NLRP3 fokozott expressziojat elsdsorban a tumorsejt-kondicionalt
médiummal kezelt asztrocitdk sejtmagjaban mutattuk ki (8. abra, B panel). Egyes
feltételezések szerint NLRP inflammaszoma aktivacio a sejtmagban is 1étrejohet (L. Wang és
mtsai, 2016), azonban kisérleteinkben az inflammaszoma Osszeszerel6dés kozvetlenebb
bizonyitékaként szolgalt, hogy NLRP3- és ASC-pozitiv szemcseszerli struktiradk (speck)
jelentek meg a sejtmag koriil (8. dbra, C és D panel). Szuperrezolucidés mikroszkdpia
segitségével megfigyeltiik, hogy a speck fehérjekomplex kiilsé gytrtijét az ASC alkotja, mig a
is tanusitjak (Man és mtsai, 2014), raadasul a mérete mas kutatocsoportok megfigyeléseivel

Osszhangban a mikrométeres tartomanyba esik (Hoss és mtsai, 2017; Stutz és mtsai, 2013).
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8. abra: Az emlékarcinoma sejtek altal Kkibocsatott faktorok hatasa az NLRP3 inflammaszéma
primingjara és aktivaciéjara human asztrocita tenyészetben. Az NLRP3, CASP1 és IL1B gének expresszioja
fokozodik az MDA-kondicionalt médiummal (MDA-KM) 24 6ran at kezelt human asztrocitakban (HA). A
GAPDH-ra normalizalt expresszids valtozasokat atlag + SEM-ként abrazoltuk (A). N = 3 fiiggetlen kisérlet,
kisérletenként harom biologiai replikatummal. Statisztikai proba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt, **
P<0,01 és **** P<0,0001 a kontrollhoz (HA) hasonlitva; #### P<0,0001 a ,HA + MDA-TGL-KM”-hez
hasonlitva. Az MDA-TGL-KM ¢s az MDA-BrM2-KM hatasara az NLRP3 expresszidja fehérje szinten is
novekedést mutat 24 dra elteltével asztrocitdkban a kontroll, kezelést nem kapott csoporthoz képest (B). Skala:
20 um. Zo61d: NLRP3, fehér: GFAP, kék: sejtmagok (Hoechst 33342). Konfokalis mikroszkoppal azonositott
perinuklearis elhelyezkedésti NLRP3- és ASC-immunreaktiv szemcseszer struktira (nyil) inflammaszéma
Osszeszerel6désre utal az asztrocita tenyészetben, amelyet 24 6ran at az agyi metasztatikus human tripla negativ
emlokarcindma sejtekrél (MDA-BrM2) gytijtott kondicionalt médiumban tartottunk (C). Skala: 10 pm. Zold:
NLRP3, magenta: ASC, fehér, GFAP. A C képen nyillal jeldlt speckrol késziilt, nagyitott konfokalis (NLRP3 —

z6ld) és szuperrezolucios (ASC — magenta) mikroszkopos felvétel (D). Skala: 2 um.
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4.2. Az NLRP3 inflammaszoma aktivacié funkcionalis vizsgalata in vitro koriilmények

kozott

Expresszios vizsgalataink eredményei alapjan feltételeztik, hogy az NLRP3

inflammaszéma altal termelt IL-1B felszabaduldsa az asztrocitdkbol felelés lehet a

rrrrr

crer

emelkedd tendencia jellemzett. A 3. naptol a human €s egér tumorsejtek szama hirtelen és
szignifikans mértékben megugrott, végiil a 4. napra a human modellben a kontroll érték 2-

szeresét, az egér modellben pedig annak 3-szorosat érte el (9. abra, A és B panel).
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9. dbra: Az IL-1p hatasa az emléraksejtek proliferaciéjara. Az IL-18 (10 ng/ml) mind a parentalis (MDA-
idézte el6 (A). A grafikonon az MDA-TGL vagy MDA-BrM2 sejtek 1. napon mért szamahoz viszonyitott
szazalékos értékek vannak feltiintetve atlag + SEM-ként (N = 3 fliggetlen kisérlet, kisérletenként 2 biologiai
replikatummal, replikatumonként 5 kiilonb6z6 latdmezObol készitett faziskontraszt kép alapjan). Statisztikai
proba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. * P<0,05, ** P<0,01 és **** P<0,0001 a kontrollhoz (MDA -
TGL, illetve MDA-BrM2) képest. Az IL-1B (10 ng/ml) tovabba a 4T1-tdT egér emlOkarcinoma sejtek
viszonyitott szazalékos értékek vannak feltiintetve atlag + SEM-ként (N = 3 fliggetlen kisérlet, kisérletenként 2
bioldgiai replikdtummal, replikdtumonként 5 kiilonb6z0 1atomezobdl készitett faziskontraszt kép alapjan).
Statisztikai proba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P<0,01 és **** P<(0,0001 a kontrollhoz (4T1-
tdT) képest.

Az IL-1B sejtproliferacidt serkentd hatasahoz hasonléan az asztrocita-kondicionalt
médium ¢és a tumorsejt-aktivalt asztrocita-kondicionalt médium facilitalta mind a parentalis és

agyi metasztatikus MDA sejtek, mind az egér 4T1-tdT sejtek proliferaciojat. A folyamatrol
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négy egymast kovetd napon, napi rendszerességgel készitettiink faziskontraszt képeket. A
tumorsejtek szdmaban a legszembetiindbb kiilonbség az elsd és utolsd napi felvételek, illetve
a kontroll és kondicionalt vagy aktivalt kondiciondlt médiummal kezelt csoportokrol késziilt

felvételek Osszehasonlitasa alapjan latszodott (10. abra, A és B panel).

A

1. nap

MDA-TGL

MDA-BrM2

ov)

4T1-tdT

kontroll akt. EA-KM

10. abra: Az asztrocita-kondicionalt médium tumorsejt proliferaciét timogaté hatisa. A reprezentativ
faziskontraszt felvételeken a kontroll, human asztrocita-kondicionalt médiumban (HA-KM) és a tumorsejt-
aktivalt HA-KM-ben (akt. HA-KM) tenyésztett human emldraksejtek proliferacioja hasonlithat6 6ssze 1 és 4 nap
elteltével (A). Hasonloképpen a kontroll, egér asztrocita-kondicionalt médiumban (EA-KM) és a tumorsejt-
aktivalt EA-KM-ben (akt. EA-KM) tenyésztett egér emldraksejtek szambeli kiilonbsége lathatoé 1 és 4 napot
kovetden (B). Skala: 200 pm.

Az asztrocita-kondicionalt médium hatasara a human mellraksejtek sejtszamaban mar
a 2. naptol, az egér mellraksejtek sejtszamaban pedig a 3. naptol figyeltiink meg szignifikans

emelkedést (11. abra, A és B panel). Az egér tumorsejtek szaporodasaban kiilondsen akkor
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tapasztaltunk erdteljesebb novekedést, amikor a médium olyan asztrocitakrol lett legytjtve,
amelyek mar kordbban kapcsolatba keriiltek a tumorsejtekbdl szadrmazo faktorokkal
(tumorsejt-aktivalt kondicionalt médium). Ebben az esetben a naiv és az aktivalt egér

asztrocitak hatasa kozotti kiilonbség kortilbeliil 1,75-szoros volt (11. abra, B panel).
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11. abra: Az asztrocita-kondicionilt médium tumorsejt proliferaciét tamogaté hatisinak mennyiségi
elemzése. A human asztrocita-kondicionalt médiumban (HA-KM) és aktivalt HA-KM-ben (akt. HA-KM)
viszonyitott szazalékos értékeit atlag + SEM-ként abrazoltuk (A). N = 3 fliggetlen kisérlet, kisérletenként 2
biologiai replikatum, replikdtumonként 5 kiilonbozd 1atomezobol készitett felvétel alapjan. Statisztikai proba:
ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P<0,01 és **** P<(0,0001 az azonos napi kontrollhoz (MDA -
TGL, illetve MDA-BrM2) képest. Az egér asztrocita-kondicionalt médiumban (EA-KM) és aktivalt EA-KM-ben
szazalékos értékeit atlag + SEM-ként abrazoltuk (B). N = 3 fiiggetlen kisérlet, kisérletenként 2 biologiai
replikatum, replikdtumonként 5 kiillonbozé 1atdmezdbdl készitett felvétel alapjan. Statisztikai proba: ANOVA és
Fisher-féle LSD post-hoc teszt. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 és **** P<(0,0001 az azonos napi kontrollhoz
(4T1-tdT) képest; #### P<0,0001 az azonos napi ,,4T1-tdT + akt. EA-KM”-hez képest.
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Annak bizonyitasara, hogy az asztrocita-kondicionalt médiumba inflammaszoéma-
ponton avatkoztunk be az inflammaszoma szignalizicioba. Az egyik farmakologiai
tamadaspont az asztrocitdkban bekovetkez6 NLRP3 inflammaszoma aktivacio kozvetlen,
specifikus blokkolasa volt az MCC950 inhibitorral (1 uM), a masik pedig az asztrocitak altal
kibocsatott IL-1p neutralizalasa volt IL-1f elleni elsddleges antitesttel (1,33 pg/ml). Az
MCC950 kezelés esetén eldszor is megfigyeltik, hogy képes volt csokkenteni az
inflammaszéma primingot az asztrocitdkban, amelyet a tumorsejt-szekretom Onmagaban
kivaltott (12. abra). Az MCC950 génexpressziora gyakorolt hatasa feltételezhetéen az IL-13
kozvetett gatlasan és az ezt kovetd negativ visszacsatolason keresztiil valosulhatott meg,
amelyet korabban mas modellben sajat csoportunk (Molnar és mtsai, 2022) és fliggetlen

kutatocsoportok (Ismael és mtsai, 2018) is tapasztaltak.

NLRP3

30 Rk

expresszids valtozas
expresszios valtozas

12. abra: Az NLRP3 gatlas hatasa az NLRP3 inflammaszéma-kapcsolt gének emlékarcinoma sejtek
indukalta fokozott expressziéjara asztrocitakban. Az MCC950 (1 pM) negativan szabalyozta az
inflammaszéma primingot, visszafojtva az NLRP3 ¢és IL1B gének tumorsejt-szekretom altal indukalt
transzkripcidjat a human asztrocitakban (HA), amelyeket 24 6ran at human MDA-kondicionalt médiumban
(MDA-TGL-KM és MDA-BrM2-KM) tenyésztettiink MCC950 jelenlétében vagy hianyaban. A GAPDH-ra
normalizalt expresszios valtozasokat atlag + SEM-ként mutatjuk (N = 3 fliggetlen kisérlet, kisérletenként harom
biologiai replikdtummal). Statisztikai préba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P<0,01, ***
P<0,001 és **** P<0,0001 a kontrollhoz (HA) képest; # P<0,05 és #### P<0,0001 a ,,HA + MDA-TGL-KM”-
hez, illetve a ,,HA + BrM2-KM”-hez képest.

53



Masfeldl ennél is hangsulyosabb, hogy az MCC950 ¢s az IL-1P neutralizalas egyarant
kondicionalt médium indukalt. Azoknak a tumorsejteknek a szadma, amelyek az MCC950-nel
kezelt naiv vagy aktivalt asztrocita-kondicionalt médiumban voltak tenyésztve, kozel azonos
volt a kontroll sejtek szamaval (13. abra, A és B panel).

Az IL-1P gatlasat az antitesttel 30 perccel azel6tt elvégeztiik az asztrocita-kondicionalt
médiumban, miel6tt a médiumot az emlékarcindma sejtekhez adtuk volna. Ez az eldinkubacid
clegendé id6t (Indalao és mtsai, 2017) biztositott ahhoz, hogy a neutralizalo antitest a
médiumba felszabaditott IL-1B-t specifikusan azel6tt blokkolja, miel6tt kifejthette volna
proliferaci6 fokozo hatasat az emlkarcindma sejteken. Az MCC950 kezeléshez hasonloan az
IL-1p semlegesitése is szinte teljesen meggatolta az asztrocita-kondicionalt médium pro-
proliferativ hat4sat. Ezzel ellentétben a neutralizdlé antitest negativ kontrolljaként hasznalt
IgG nem valtott ki ilyen jellegli hatast (13. abra, A és B panel).

Ezek az eredmények egyértelmilien rdmutatnak arra, hogy az inflammaszoéma aktivacio

crer

az asztrocitdkban az IL-1f szekrécidjdhoz vezet, amely serkenti a mellraksejtek

crer
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kondicionalt médium (HA-KM) és tumorsejt-aktivalt asztrocita-kondicionalt médium (akt. HA-KM), MCC950-
nel kiegészitett kondicionalt médium (HA-KM+ MCC950, akt. HA-KM + MCC950), a kondicionalt médiumhoz
adott anti-IL-1B neutralizalo antitest (HA-KM + anti-IL-1p, akt. HA-KM + anti-IL-1B) vagy a negativ
kontrollként szolgald IgG antitest (HA-KM + 1gG, akt. HA-KM + IgG) hatasara (A). Az egyes csoportok
sejtszamanak kontrollhoz (MDA-BrM2) viszonyitott 4. napi szazalékos aranyat atlag =+ SEM-ként tiintettiik fel
(N = 2 fliggetlen kisérlet, kisérletenként 2 biologiai replikatummal, replikatumonként 5 kiilonboz6 1atomezobol
készitett felvétel alapjan). Statisztikai proba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P<0,01 és ***
P<0,001 a kontrollhoz (MDA-BrM?2) képest; ### P<0,001 az ,MDA-BrM2 + HA-KM”-hez vagy az ,,MDA-
BrM2 + akt. HA-KM™-hez képest; $$$ P<0,001 az ,MDA-BrM2 + HA-KM”-hez és ,,MDA-BrM2 + HA-KM +
IgG”—hoz vagy az ,,MDA-BrM2 + akt. HA-KM”-hez és ,,MDA-BrMZ + akt. HA-KM + IgG”-hez képest. A

sy

ey

(B). A grafikon a csoportok sejtszamanak kontrollhoz (4T1-tdT) viszonyitott szazalékos aranyat mutatja a
szélesztést kovetd 4. napon (atlag + SEM, N = 2 fiiggetlen kisérlet, kisérletenként 2 bioldgiai replikdtummal,
replikdtumonként 5 kiilonboz6 1atomezobdl készitett felvétel alapjan). Statisztikai proba: ANOVA és Fisher-féle
LSD post-hoc teszt. *** P<0,001 és **** P<0,0001 a kontrollhoz (4T1-tdT) képest; ### P<0,001 a ,,4T1-tdT +
EA-KM”-hez képest; #### P<0,0001 a ,,4T1-tdT + akt. EA-KM”-hez képest; $$$ P<0,001 a ,4T1-tdT + EA-
KM”-hez és ,,4T1-tdT + EA-KM + IgG”-hez képest; $$$$ P<0,0001 a ,,4T1-tdT + akt. EA-KM”-hez és ,,4T1-
tdT + akt. EA-KM + IgG”-hez képest; ot P<0,0001 a ,, 4T1-tdT + EA-KM”-hez képest.
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4.3. Az inflammaszoma aktivacié funkcionalis vizsgalata in vivo koriilmények kozott

gatlasanak hatasat kivantuk megérteni in vivo agyi metasztazis modelljeinkben. A 4T1-tdT
sejtekkel oltott egereknek ip. MCC950-et adagoltunk 10 mg/ttkg dozisban az injektalast
kovetod 4. és 6. nap kozott, ami azt az iddintervallumot fedi le, amikor a tumorsejtek tobbnyire

a metasztatikus kaszkad extravazacios fazisaban és/vagy azutan vannak (14. abra).

napok:

<

tumorsejtek tumorsejtek  transzkardialis
oltasa extravazacioja perfizié

14. abra: Az in vivo emléadenokarcinoma agyi metasztazis modell idévonala. A 4T1-tdT tripla negativ
emldkarcindma sejtek intrakarotikus vagy intrakardialis oltasat kovetd 4. és 6. nap kozott ip. MCC950 (10
mg/ttkg) kezelést kaptak az egerek, majd a kisérlet tovabbi mintafeldolgozas céljabol a 7. napon transzkardialis

perfuzidval ért véget.

Ahogy az elézetes immunfluoreszcens vizsgélataink alapjan varhatd volt, az agyi
metasztazisképzés az NIrp3 és az lllb expresszio novekedésével jart egyiitt a tumor
karositotta agyféltekén a kontrollként szolgald, tumormentes, kontralateralis féltekéhez
képest. Ez ugy nyilvanult meg, hogy a vivéanyaggal (PBS-ben oldott DMSO) kezelt
csoportban az NIrp3 expresszios szintje a kontroll oldalhoz viszonyitva 1,6-szor volt
magasabb a tumoros oldalon, mig az 111b expresszids szintje 5,6-szor. Az MCC950 azonban
esetén ez 18%-o0s csokkenést jelentett, az 111b esetén pedig majdnem 50%-os csokkenést (15.
abra, A panel).

Mivel az IL-1p inaktiv prekurzora és aktiv, érett formaja immunfluoreszcenciaval nem
kiilonboztethetd meg, western blot vizsgélatokat végeztiink, amely segitett az IL-1B
formainak azonositasdban a hasitott formara jellemz6 17 kDa-os molekulatomeg alapjan. Az
inflammaszéma aktivacid eklatans jele, hogy az agyi metasztazisok megjelenése utan az
érintett hemiszfériumban 2,5-sz6r magasabb aktiv IL-1P szintet mértiink a bazalis szinthez
képest. Ezzel szemben az aktiv IL-1p mennyiségét az MCC950 szignifikans mértékben, 73%-
kal csokkentette az injektalt oldalon (15. abra, B és C panel).
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15. abra: NLRP3 inflammaszoma priming és aktivacié tripla negativ emlokarcinémat hordozé egerek
agyaban. Az NIrp3 és ll1b gének expresszios valtozasait qPCR moédszerrel hataroztuk meg az ipszilateralis
injektalt és kontralateralis kontroll agyféltekében 7 nappal a 4T1-tdT sejtek intrakarotikus oltasat kovetden, a
vivéanyaggal (DMSO PBS-ben) és az MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt csoportban (A). A grafikonok a GAPDH-
ra normalizalt expresszios valtozas értékeit mutatjak atlag + SEM-ként (N = 3 fliggetlen kisérlet, kisérletenként 3
biologiai replikatummal). Statisztikai proba: ANOVA ¢és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. * P<0,05, ** P<0,01,
*% P<0,001 és **** P<0,0001 a ,kontroll oldal, vivoanyag”-hoz képest; # P<0,05 és #### P<0,0001 az
LHinjektalt oldal, vivéanyag”-hoz képest. Western blot eredményeink igazoljak az aktiv IL-1B markans
expressziojat és az MCC950 kezelésre adott aktiv IL-1f szintcsokkenést az injektalt oldalon (B). Az aktiv IL-1p
szintjét a B-aktin expresszios szintjéhez normalizaltuk (C). Az értékeket atlag + SEM-ként abrazoltuk (N = 3
fiiggetlen kisérlet). Statisztikai proba: ANOVA ¢és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P<0,01 a ,,kontroll oldal,
vivoanyag”-hoz képest; ## P<0,01 az ,,injektalt oldal, vivéanyag”-hoz képest.

Ezutan megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az MCC950 inflammaszoma gatld hatasa
az IL-1p expresszidjat az asztrocitdkban. Az immunfluoreszcens jelolés az IL-1B nagyfoku
asztroglilis expresszidjat mutatta a tumorral oltott allatok agyaban, mig a kontroll csoportban
nem volt kimutathatdo IL-1B. Ezenkiviil az NLRP3 gatlasa protektivnek bizonyult a
peritumoralis asztrocitdk IL-1B upregulacidjaval szemben, amelyet az IL-1B"/GFAP™ pixelek

szazalékos aranyanak mintegy 75%-os csokkenése szemléltetett (16. abra, A és B panel).
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16. abra: Az NLRP3 gatlas védohatiasa az IL-1P upregulacidjaval szemben egér emlékarcinéma agyi
metasztazisaiban. Reprezentativ immunfluoreszcens mikroszkopos felvételek az IL-1p és a GFAP expresszidjat
mutatjak 4T1-tdT sejtekkel vagy Krebs-Ringer oldattal (kontroll) oltott, és vivoanyaggal (DMSO PBS-ben) vagy
MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt egereck agyaban, 7 nappal a tumorsejtek beadasa utan (A). Skala: 20 um. Az
egyes csoportoknal a kolokalizalo GFAP- és IL-1B-pozitiv pixelek mennyiségi elemzésével kapott szazalékos
értékeket atlag + SEM-ként abrazoltuk (B). N = 3 fiiggetlen kisérlet, n = 5 metszet/allat, 8§ ROI/metszet.
Statisztikai proba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. *** P<0,01 a ,,kontroll, vivéanyag”-hoz képest;

## P<0,01 a ,,tumor-injektalt, vivdanyag”-hoz képest. ROI = (region of interest) vizsgalati teriilet.

In vivo vizsgalataink masodsorban arra iranyultak, hogy felmérjiik, milyen hatassal
van az NLRP3 inflammaszoma gatlasa a tripla negativ emldkarcinoma attétképzése soran
felléepd reaktiv asztro- és mikrogliozisra. Az IL-1P expresszid csokkentése mellett az
MCC950 ugyan képes volt az asztrocita reaktivitast mérsékelni, de ez a valtozas nem volt
szignifikans (17. abra, A panel). A tumorsejtek beadasat kovetd 7. napon Kkiterjedt

peritumoralis mikrogliozist is megfigyeltiink. Az asztroglidzisra kifejtett hatasaval ellentétben
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az MCC950 kezelés a mikrogliozisban mar szignifikdns mértékii csokkenést okozott a 4T1-
tdT tumort hordozé egerek agyaban (17. abra, B panel). Ennek szamszertisitése soran az
Ibal-immunpozitiv pixelek mennyiségi valtozasa jol tikrozte az MCC950 mikrogliozisra

gyakorolt hatasat, 7,35%-161 5,69%-ra csokkent (17. abra, C panel).
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17. abra: Az NLRP3 gatlas hatasa az agyi attétképzodéssel oOsszefiiggé gliézis mértékére. A reaktiv
asztroglidzis fokmérdjeként meghataroztuk a GFAP-pozitiv pixelek szazalékos aranyat az 9sszes pixelhez képest
a 4T1-tdT sejtekkel vagy Krebs-Ringer oldattal (kontroll) oltott, és vivéanyaggal (DMSO PBS-ben) vagy
MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt egerek agyaban, 7 nappal a tumorsejtek beadasat kovetden (A). Az értékeket
atlag £ SEM-ként abrazoltuk (N = 3 fiiggetlen kisérlet, n = 8 metszet/allat). Statisztikai proba: ANOVA és
Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P<0,01 a ,kontroll oldal, vivéanyag”-hoz képest. Az immunfluoreszcens
mikroszkdpos felvételek szembetiing kiilonbséget mutatnak a tumor hatdsara megemelkedett Ibal expresszio és
annak MCC950 kezelésre bekovetkezd csokkenése kozott egér tripla negativ emlbkarcindma agyi
metasztazisaiban 7 nappal a tumorsejtek oltasa utan (B). Skala: 20 um. Piros: 4T1-tdT, fehér: Ibal, kék:
sejtmagok (Hoechst 33342). Az MCC950 hatasa szignifikansnak bizonyult, amit az 6sszes pixelhez normalizalt
Ibal-pozitiv pixelek szama mutat a tumor-injektalt, MCC950-kezelt csoportban a tumor-injektalt, vivoanyag-
kezelt csoporthoz képest (C). A szazalékos értekeket atlag + SEM-keént tiintettiik fel (N = 3 fliggetlen kisérlet, n
= 6 metszet/allat, 8 ROI/6 metszet). Statisztikai proba: parositatlan Student-féle t-proba. ** P<0,01. ROI =

(region of interest) vizsgalati teriilet.

59



crcr

gatlasa milyen hatast képes kifejteni a tumoros 1éziok méretére az agyban. Az MCC950
szisztémas alkalmazasa a mellraksejtekkel oltott egerekben jelentdsen visszaszoritotta a
tumorok perivaszkularis novekedését. A tdT-pozitiv pixelek szama, vagyis a tumorral fedett
teriilet tobb, mint 50%-kal csokkent az MCC950-nel kezelt egerek agyaban a vivéanyaggal
kezelt csoporthoz képest (18. abra, A és B panel).

A B

vivianyag 2%

1% {

tdT-pozitiv pixelek szama

0%

vivéanyag MCC950

Venus-YFP (erek)

MCC950

18. abra: Az MCC950 hatasa az agyi metasztatikus tumorok novekedésére. Az MCC950 leglatvanyosabb
hatdsa abban mutatkozott meg, hogy az agyi érhalozat (Venus-YFP jel — z61d) mentén fejl6dé tumorok (tdT jel —
piros) novekedését fékezésre birta, amit jol szemléltetnek a reprezentativ konfokalis mikroszképos felvételek,
Osszehasonlitva a 4T1-tdT tumorsejtekkel oltott és vivoanyaggal (DMSO PBS-ben) kezelt csoportot a MCC950-
nel (10 mg/kg) kezelt csoporttal, 7 nappal a tumorsejtek beadast kdvetden (A). Skala: 20 um. A tdT-pozitiv
pixelek a tumorral boritott teriiletek aranyat mutatjak az 6sszes pixelhez képest (B). A szazalékos értékeket atlag
+ SEM-ként abrazoltuk (N = 3 fiiggetlen kisérlet, n = 5 metszet/allat, 16 ROI/5 metszet). Statisztikai proba:

pérositatlan Student-féle t-proba. *** P<0,001. ROI = (region of interest) vizsgalati tertilet.

Eredményeink Osszességében tehat azt mutatjak, hogy az NLRP3 inflammaszéma
gatlasaval nemcsak az inflammaszoma komponensek génexpresszidjat lehet csokkenteni a
peritumoralis asztrocitdkban, hanem az azokbol felszabaduld aktiv IL-1B szintjét is. Ezaltal

pedig le lehet lassitani a metasztatikus emlddaganatok novekedését az agyban.
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5. MEGBESZELES

Az oregedésnek az egyik elvélaszthatatlan velejardja a kronikus, alacsony szintii
gyulladasos allapot, vagyis az inflammaging, amely szamos 6regedéssel jaro betegség, koztiik
a neuroinflammatorikus betegségek vagy példaul bizonyos daganatos megbetegedések alapjat
is képezheti (Mészaros és mtsai, 2020). A gyulladas gyakran tarsul a metasztazisképzéshez
(Karki és mtsai, 2019), jelen kutatasunk ezért célzottan arra iranyult, hogy megértsiik, a
gyulladasos folyamatok milyen modon befolyéasoljak az agyi attétképzést.

Klasszikus értelemben a malignus daganatokra jellemzd attétképzés végsd 1épései
kozott az érpalyaban keringd tumorsejteknek at kell hatolniuk a primer tumortdl anatomiailag
tavol esé szervek érhalozatan (Rahrmann és mtsai, 2022). Ez az agy esetében a szervezet
legszorosabb endotelialis barrierjét alkotd vér-agy gaton vald atjutést jelenti. Az ezt kovetd
Iépésben a metasztatizald sejteknek pedig tal kell élnilik az agyi sejtek altal 1étrehozott és
fenntartott specialis kornyezetben (Wilhelm és mtsai, 2013). Az extravazalt tumorsejtek
miutan attornek az asztrocita végtalpak altal alkotott membrana limitans gliae perivascularis
rétegen, proliferacidjuk soran az erek szoros kozelségében maradnak és inkorporaljak oket,
mikozben az erekrél letaszitjak az asztrocitakat, amelyek végtalpaikkal kiviilrl beboritjak a
fejlodé tumormasszat (Hasko és mtsai, 2019). Azonban az asztrocitakkal valo kolcsonhatas
nem sziinik meg. Epp ellenkez6leg, tovabbra is dontd jelentéséggel birnak a tumor sorsanak
meghatarozasaban. Mivel az asztrocitdk egyszerre lehetnek a tumorsejtek ,,6rz6i vagy
ellenségei”, a tumorsejteknek eldszor le kell kiizdeniiik az asztrocitak tumorellenes
mechanizmusait ahhoz, hogy el6nyiikre tudjak forditani azok prometasztatikus tulajdonsagait
(Wilhelm ¢és mtsai, 2018). Ennek érdekében az agyi metasztatikus tumorsejtek
atprogramozzak az asztrocitakat, amelyek tartosan alacsony szinti gyulladasos kornyezetet
hoznak Ilétre, hasonléan ahhoz, amely az inflammaginget is jellemzi, eldsegitve ezzel a
metasztazisképzést (W. Ma és mtsai, 2023).

A gliasejtek koziil a mikrogliat tekintik a kézponti idegrendszer f6 immunsejtjeinek
(Sochocka és mtsai, 2017), ugyanakkor az asztrocitak, amelyek az agy egyik legnépesebb
sejttipusat alkotjdk (von Bartheld és mtsai, 2016), szintén ellatnak széleskorti
immunfunkcidkat (Colombo €és mtsai, 2016). A glia- és tumorsejtek kozott 1étrejové komplex
kolcsonhatasoknak szamos tipusa ismert, viszont az asztrocitak szerepe az agyban kifejlodo
metasztazisok gyulladasos kornyezetének kialakitasaban pontosan nem koérvonalazott (Doron
¢s mtsai, 2019). Ebben a folyamatban néhany tanulmany tantsaga szerint a citokineknek és

kemokineknek fontos szerepet tulajdonitanak. Kutatasi eredmények egy csoportja azt mutatja,
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hogy in vitro koriilmények kozott az asztrocitak a tiidokarcindma sejtek hatasara kiilonféle
gyulladasos citokineket (IL-6, tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), IL-1p) termelnek, amelyek
eredményre jutottak, az asztrocitakbol felszabaduld citokinek, mint példaul az l-es tipusu
interferonok (interferon-alfa és -béta, IFN-a ¢és IFN-B) vagy a TNF-a a tid6- és
emldkarcinoma, illetve a melanoma attétek novekedését és kemorezisztenciajat okozza az
agyban (Q. Chen és mtsai, 2016; W. Ma és mtsai, 2023). Mas vizsgalatok arrol szamolnak be,
hogy az eml6karcinéma sejtek és melandmasejtek altal termelt enzimek (pl. ciklooxigenaz-2,
COX-2) és citokinek (pl. IL-1B) tovabbi citokinek (pl. 1L-23; hepatocita novekedési faktor,
HGF) ¢és kemokinek (pl. CCL2, 5, 7, 8, CXCLI1 ¢és 5) expresszidjat emelik meg az
asztrocitakban. Ennek kovetkeztében pedig a tumorsejtek transzendotelialis migracioja,
onmegjitd képessége és perivaszkularis novekedése fokozodik (Klein és mtsai, 2015;
Motallebnejad és mtsai, 2022; K. Wu és mtsai, 2015; Xing és mtsai, 2016). Mindent
Osszevetve, ezen megfigyelések alapjan ugy tlinik, hogy a metasztatikus progresszidoban
szerepet jatszd molekuldk tumortipusonként eltérhetnek, azonban az asztrocitdk agyi attétek
jelenlétére adott gyulladasos valasza univerzalis jelenség. A gyulladasos citokinek, jelesen az
IL-1B ¢és IL-18 termeléséért foként az inflammaszomak felelések. Mindazonaltal a
szerepiikrél szerzett ismereteink az agyi metasztazisok kialakulasaban mindezidaig hidnyosak
voltak.

Doktori értekezésemben részletezett kisérletsorozatunk {6 célja az volt, hogy
megvizsgaljuk, vajon az NLRP3 inflammaszoma szerepet jatszik-e a tripla negativ
emldkarcindbma agyi metasztazisanak patogenezisében. Ehhez a kutatocsoportunkban régota
alkalmazott in vivo agyi metasztazis modelleken, sejttenyészetes modelleken, valamint human
agyl metasztatikus szovetmintakon végzett kiilonb6zd biokémiai, sejtbioldgiai és képalkotd
vizsgalatokkal kivantuk megérteni, az NLRP3 inflammaszéma miként jarulhat hozza a tripla
negativ emldkarcinoma attétképzéséhez az agyban.

Eredményeink els6ként szolgaltatnak informaciot arrol, hogy az NLRP3
inflammaszéma komponensek, vagyis az NLRP3 és ASC, valamint az IL-1B fehérje
expresszidja a peritumoralis asztrocitdkra lokalizalodik tripla negativ emldkarcindma agyi
metasztazisdnak korai szakaszaban. Megfigyeléseink 1) megvilagitdsba helyezik az
asztrocitakat ebben a tekintetben, ugyanis korabbi tanulmanyok mas sejttipusok
inflammaszoma-kapcsolt  szerepér6l tettek tanubizonysagot a tumorok gyulladasos
mikrokdrnyezetének szabalyozasaban. Tiidé adenokarcindma xenograft transzplantacios

modellen végzett vizsgalatok soran példaul azt talaltdk, hogy az agyi metasztazisok
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stromasejtjei koziil a tumor-asszocialt makrofagokban (TAM) kovetkezett be inflammaszoma
(Schulz és mtsai, 2020). Egér és human primer emlddaganatban az NLRP3 inflammaszéma
aktivaciojat szintigy a TAM-okban, valamint a tumor-asszocialt fibroblasztokban figyelték
novekedését és metasztazisképzését (Ershaid és mtsai, 2019; Weichand és mtsai, 2017). A
TAM-0ok a csontveld eredetli sejtek olyan heterogén csoportjat alkotjak, amelyek a
rosszindulati agytumorok kialakuldsa soran az asztrocitdkhoz hasonloan eltérd fenotipusokkal
¢és funkciokkal rendelkeznek, beleértve pro- és antiinflammatorikus szerepeiket is (Hourani és
mtsai, 2021). Tovabba a kozponti idegrendszer primer és metasztatikus daganatai ellen
szintén azonnali valaszreakciot produkalnak, azonban az egyes TAM altipusok a tumor
(Schulz és mtsai, 2021). A kozottik 1évé heterogenitds valoszinlileg magyarazhatja, hogy
jelen munkankban az NLRP3 inflammaszéma komponenseket miért nem tudtuk detektalni a
peritumoralis asztrocitdkon kiviil mas strémasejtekben az altalunk vizsgalt idéintervallumban.
Azonban a kimutathaté NLRP3 inflammaszoma expresszié hianya a TAM-okban nem
feltétlentl jelenti annak hianyat minden TAM altipusban, hanem inkabb az egyes alcsoportok
differencialt részvételére utalhat az agyi attétek gyulladasos folyamatainak kezdeti
idoszakaban. Ugyanakkor felmeriil a lehet6ség, hogy a tripla negativ emldkarcinoma agyi
metasztazisainak kialakuldasa sordn az NLRP3 inflammaszoma az asztrocitdkhoz képest
késobb aktivalodik a TAM-okban, vagy mas inflammaszoma tipusok tdltenek be hasonld
gyulladasos mediator szerepet az ilyen tumorokban. Utobbi esetre példa lehet az NLRC4
inflammaszéma, amelynek aktivacidjat a primer emlékarcinomak TAM-jaiban mutattak Ki
nemrég (Kolb és mtsai, 2016). Kisérleteink viszont az NLRC4 vagy mas inflammaszéma
tipus vizsgalatara nem terjedtek ki.

Szamos adat utal arra, hogy az agyi metasztatikus mellraksejtek in vitro képesek IL-
1B-t szekretalni, amely aktivalja a Notch, az NF-kB és a transzformalé novekedési faktor-béta
2 (TGF-pB2) jelatviteli tvonalat az asztrocitakban (Gong és mtsai, 2019; Xing és mtsai, 2013;
Xing ¢és mtsai, 2016). Az emlérak sejtekben bekdvetkezd inflammaszoma aktivacio pedig
eldsegiti invazivitasukat és attétképzddésiiket (Y. Wang és mtsai, 2021). Erdekes modon
azonban human és egér agyszovet mintainkban nem tudtunk kimutatni se NLRP3, se IL-1f
expressziot az emlOkarcinoma sejtekben. Ennek egyik hattérmechanizmusa az lehet, hogy
metasztazisképzés soran az emldkarcinoma sejtekben csokken a foszfatdz és tenzin homolog

(phosphatase and tensin homolog, PTEN) nevii tumorszupresszor fehérje expresszidja (L.
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Zhang és mtsai, 2015), amelyr6l nemrég leirtak, hogy az NLRP3-mal direkt kdlcsonhatva
lehetévé teszi az inflammaszoma aktivaciot (Huang és mtsai, 2020). Ennek értelmében a
downregulalt PTEN csokkent vagy gatolt NLRP3 inflammaszéma aktivitast eredményezhet a
tumorsejtekben, azonban ennek pontos feltérképezése tovabbi kutatasok alapjat képezi.

Kiilén érdemes megjegyezni, hogy in vivo modelliinkben az emldkarcinoma sejtek
oltott egerek neokortexében, mig azt kovetden a peritumoralis asztrocitdkban id6- ¢és
tumorméret-fiiggd modon nétt az expressziodja. Egér és human adataink jelentdségét noveli,
hogy az IL-1B expresszidjat mRNS vagy fehérje szinten korabban kizardlag in vitro igazoltak
tidokarcindma sejtek altal aktivalt asztrocitakban (Seike és mtsai, 2011), és melanéma
mikrometasztazisok meg nem hatarozott sejtjeiben (Schwartz és mtsai, 2016). A
metasztazisokon kiviil primer agydaganatokban ugyanakkor mind a stromasejtekben, mind a
tumorsejtekben megfigyeltek inflammaszoma aktivitasra utalo jeleket. Magas gradusu
gliomaban példaul, amely a primer agydaganatok leggyakoribb formaja, a tumor-asszocialt
mikrogliasejtekben irtak le IL-1B szekréciot, amely az NLRP1 inflammaszoéma aktivacidhoz
volt kotheté (H. Liu és mtsai, 2021). Ezen tGlmenden klinikai vizsgalatok a glioma sejtek
emelkedett NLRP12 és NLRC4 expresszidjara vilagitottak ra, amely rossz Kklinikai
prognoézissal korrelalt (Rolim és mtsai, 2022).

Vizsgalataink soran nemcsak az inflammaszéma komponensek (NLRP3, CASP1,
IL1B) transzkripcionalis fokozodasat mutattuk Ki az asztrocitikban a tripla negativ
emlOkarcinoma sejtek altal felszabaditott faktorok hatasara, hanem megfigyeltiik az NLRP3
inflammaszéma aktivaciot potencialisan jelzd, mikroszkopikus, szemcseszera struktarakat is
az asztrocitak sejtmagja koriil, amelyek NLRP3 és ASC kettds immunreaktivitast mutattak.
Eredményeink 6sszehangban allnak azzal a megfigyeléssel, miszerint asztrocita tenyészetben
ki tudnak alakulni ilyen ASC szemcsék perinuklearisan NLRP3 inflammaszoma aktivatorok
hatasara (Zhu és mtsai, 2018).

Jelen tanulményunkban a tripla negativ emldkarcinoma sejtekbdl szdrmaz6 DAMP-
okat, amelyek az asztrocitdk NLRP3 inflammaszoma aktivaciojat ki tudjak valtani, nem
sikeriilt azonositani, azonban tobb potencialis veszély molekula is felelds lehet ezért a
jelenségért. Egyre tobb kisérletes bizonyiték utal arra, hogy a daganat citokin mili¢jének
kialakitasahoz a tumorsejtek kiilonboz6 DAMP-0k kozvetitésével jarulnak hozza. llyen
molekula lehet a TGFB1l, amelyrél kimutattak, hogy a metasztatikus mellraksejtekbol
felszabadulva indukalja a mieloid sejtek IL-1pB expresszidjat (T. C. Wu és mtsai, 2018), vagy

autokrin modon a maj Ito-féle csillagsejtjeiben az NLRP3 inflammaszéma aktivacio mindkét
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1épését (Kang és mtsai, 2022). Megfigyelték, hogy a karcinogenezisben fontos szerepet jatszo
ugynevezett Wingless-related integration site (Wnt) ligandok a TAM-ok IL-1B termelését
serkentik premetasztatikus allapotti primer emlédaganatban (Wellenstein és mtsai, 2019). A
Wnt ligandok, példaul a Wntl és 7A valdsziniileg TLR-ok aktivaciojan keresztiil vezetnek az
IL-18 inflammaszéma-kapcsolt felszabadulasahoz (Martin-Medina és mtsai, 2022). Ujabb
kutatasok azt feltételezik, hogy a mellrdksejtek altal felszabaditott szolubilis differencidcids
klaszter 44 (cluster of differentiation 44, CD44), amely tobb tumorndvekedésben és
metasztazisképzésben részt vevo receptor (epidermalis novekedés faktor receptor, EGFR;
HGF receptor, TGFB receptorok, TLR4) koreceptora, makrofagokban inflammaszéma
aktivaciot eredményez (Jang és mtsai, 2020). A tumorsejtek pusztulasaval az extracellularis
térbe tobbféle DAMP-ként viselkedé molekula (pl. HMGB1, ATP) kikeriilhet. A kemoterapia
mellékhatasaként felszabaduld ATP példaul a dendritikus sejtek P2X7 purinerg receptorain
keresztiil aktivalja az NLRP3 inflammaszomat (Ghiringhelli és mtsai, 2009). A lehetséges
DAMP-ok soraban egy érdekes kozvetlenebb példa lehet a citoszolikus duplaszala DNS,
amely a ciklikus guanozin-monofoszfat-adenozin-monofoszfat (cGAMP) szintaz (cyclic
guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase, cGAS) — interferon gén
stimulator (stimulator of interferon genes, STING) jelatviteli Utvonalat serkenti. Az
emlOkarcindma sejtek és asztrocitak kozotti konnexin 43 (connexin 43, Cx43)-alapu
réskapcsolatokon atadott CGAMP masodlagos hirvivé molekula proinflammatorikus
programot indit be az asztrocitakban (Q. Chen és mtsai, 2016). Ismert tény, hogy az IFN-a és
TNF-0 expresszio szabalyozasatol fiiggetlen modon a STING lizoszoma-karosodason ¢és
kalium effluxon keresztiil aktivalhatja az NLRP3 inflammaszomat bakterialis és viralis
fertézések soran (Gaidt és mtsai, 2017). Igy felmerill annak a lehetdsége, hogy hasonld
mechanizmussal az emldkarcinoma sejtek is képesek aktivalni az NLRP3 inflammaszomat az
asztrocitakban, és ezaltal IL-1p felszabadulast kivaltani beldliik.

Szakirodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy az IL-1f egy pleiotrop hatassal bird
immunsejtek altal koordinalt immunvalaszokat, a tumor angiogenezist (Rébé és mtsai, 2020).
Ezek alapjan feltételeztiik, hogy az asztrocitdk altal NLRP3 inflammaszéma-fiiggd mddon

szekretalt IL-1p a tripla negativ eml6karcinoma agyi attétjeinek ndvekedéséhez a tumorsejtek
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mind a human sejttenyészetes modelliinkben. Az asztrocitdk és a tumorsejtek kozotti
kétiranyt kommunikaci6é masik bizonyitéka, hogy egér sejttenyészetes modelliinkben azoknak
az asztrocitdknak a szekretomja, amelyek az emloraksejtek altal felszabaditott szolubilis
az asztrocitdké, amelyek az emldkarcindbma sejtekkel semmilyen kolcsonhatdsba nem
kertltek.

Bar az IL-1PB az inflammaszoma-fiiggetlen modon is szekretalodhat (Netea és mtsai,
2015), eredményeink alapjan az NLRP3 inflammaszéma gatlaisa MCC950-nel és az IL-1p-
semlegesitése specifikus antitestekkel hasonlo hatast valtott ki, amely az inflammaszémak IL-
1B felszabaditasaban betoltott szerepére utal. Mivel az MCC950, amely egy specifikus
NLRP3 inflammaszéma gatlészer, az asztrocitak altal fokozott tumorsejt proliferacidt a
kontroll szintre csokkentette, mas inflammaszéma tipusok szerepe kizarhato.

Megfigyeltiik, hogy az MCC950 kezelés csokkentette a tumor indukalta NLRP3
inflammaszéma primingot és aktivaciot is in vivo agyi metasztazis modelliinkben. Tovabba
csOkkentette a tumor jelenlétére adott asztroglidzist és mikrogliozist, azonban az utobbira
kifejtett hatds markdnsabbnak bizonyult. Ennek hatterében az allhat, hogy az asztrocitdkban
kozvetlen hatdssal, hanem a mikroglia aktivacidjara is. Modelliinkben az IL-1P
feltételezhetéen nem az IL-1R szignalizacion keresztiil szabalyozza a mikroglia reaktivitast.
Ezt alatamasztand6 a mikrogliasejtek nem expresszaljak az IL-1p f6 receptoraként miikodo
IL-1R1-et (X. Liu és mtsai, 2019). Tovabba az IL-1p nem képes sem a receptorhoz kothetd
intracellularis szignalizacios utvonalakat (mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK), NF-kB)
aktivalni, sem kiilonféle gyulladasos mediatorok (prosztaglandin E> (PGEz), IL-6)
felszabadulasat indukalni a mikrogliaban (Pinteaux és mtsai, 2002). Habar ugyanebben a
tanulmanyban kimutattdk az IL-1R2 expresszidjat mikroglidban, amelyhez szintén tud
kotédni az IL-1PB, viszont az IL-1R2 mint csali receptor nem rendelkezik funkcidoképes
szignalizacios doménnel, hanem az IL-1 szignalizdcid negativ regulatoraként meérsekelheti
vagy gatolhatja az IL-1B gyulladasfokoz6 hatasat (Supino és mtsai, 2022). Ez esetben viszont
az MCC950 gatl6 hatdsa nem magyardzna a mikrogliozis mértékének direkt csokkentését. Az
asztrocitakrol  viszont kimutattdk, hogy kozvetve modulaljdk a mikrogliasejtek
emldkarcindma ¢és melanoma metasztazisok helyszinére vald toborzasat. Az asztrocitdk
exoszomakba csomagolt mikroRNS-eken keresztiill gatoljak a tumorsejtek PTEN

expressziojat, aminek kovetkeztében azok CCL2-t bocsatanak ki. A CCL2 kemoattraktans
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tulajdonsagainak koszonhetéen a mikrogliasejteket a tumorhoz vonzza, amelyek fokozzak a
mellraksejtek proliferaciojat és gatoljak azok apoptozisat (L. Zhang és mtsai, 2015).
Eredményeink koziil a legjelentdsebb, hogy az MCC950 alkalmazéasaval hatasosan
tudtuk gatolni a tripla negativ emldkarcindma metasztazisainak novekedését az egerek
agyaban. Ezaltal az NLRP3 inflammaszéma ¢és annak aktivitdsa soran keletkezd IL-1PB
tumorsejt proliferacié fokozé szerepiik miatt lehetséges célpontként szolgalhatnak az agyi
metasztazisok elleni terapiak Kidolgozasa soran. Mivel az NLRP3 inflammaszéma
aktivacidjat szamos gyulladadssal jard betegséggel Osszefliggésbe hoztak, ezért az NLRP3
inflammaszomat gatlo gyodgyszerjeloltek fejlesztésére iranyult a fokusz, és ezen jeloltek koziil
tobb eljutott a Klinikai tesztekig (Q. L. Chen és mtsai, 2021). Az ilyen inhibitorok alkalmazasa
uj és igéretes lehetdséget kinal nemcsak a kozponti idegrendszert érintd vagy szisztémas
gyulladasos allapotok, hanem a kiilonb6z6 daganatok kezelésében is (Xu és mtsai, 2019). Az
MCC950 volt az els6 diaril-szulfonilurea tipusii kismolekula, amelyrdl kisérletesen
bizonyitottak, hogy mar nanomoléris koncentracioban hatdsosan és szelektiven gatolja az
NLRP3 inflammaszéma oligomerizaciojat ¢és aktivaciojat (Coll és mtsai, 2015), annak ATP-
koté motivumahoz kapcsolédva (Coll és mtsai, 2019). Nagy dozist adagolasabol eredd
majkarosodasi kockazat miatt viszont sajnos meghiasult, hogy a fazis II. Klinikai
vizsgalatokig eljusson (Mullard, 2019), amelynek hatterében a célmolekulan kiviili (off-
target) hatas allhat. Egy friss kutatisban a sav-bazis egyensuly szabalyozasaban szerepet
jatsz6 szénsav-anhidraz (carbonic anhydrase, CA) 2-t azonositottak, mint off-targetet, amelyet
az MCC950 magas mikromolaris koncentracidban, nemkompetitiv modon gatol (Kennedy és
mtsai, 2021). Ez a megfigyelés viszont ellentmondasban van egy korabbi farmakologiai
analizissel, miszerint a diaril-szulfonilurea vegyiiletek, amilyen az MCC950 is, nem
befolyasoljak a CA2 aktivitasat (Laliberte és mtsai, 2003). Egy masik, Gjonnan megjelent
tanulmany szerint a CA2 gén expresszidja alacsony a tripla negativ emlérakban (Lee és mtsai,
2023), viszont asztrocitak bizonyos hanyadaban kifejezédik (Agnati és mtsai, 1995), amelyet
a legtijabb transzkriptomikai adatbazisok

(http://betsholtzlab.org/VVascularSingleCells/database.html, https://knowledge.brain-

map.org/abcatlas) is megerdsitenek (Vanlandewijck és mtsai, 2018; Yao és mtsai, 2023).

Iszkémias stroke modellben a diklorfenamid, amely egy altalanosan hasznalt CA inhibitor,
csOkkentette az iszkémias-reperfuizios karosodasra megemelkedett IL-1 szintjét egéragyban
(Kumar és mtsai, 2023), igy elképzelhetd, hogy az MCC950 a CA2 gatlasan keresztiil indirekt
szabalyozhatja az inflammaszomak aktivitasat. Ennek a mechanizmusnak a feltarasa jovobeli

kutatdsok targyat képezheti. Mindent Osszevetve, habar vizsgélataink nem terjedtek ki a
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szénsav-anhidrazok tumorndvekedésben jatszott esetleges szerepének meghatdrozasara, az
MCC950 f6 tamadaspontja a ra jellemz6 hataserGsség és specificitas alapjan (Vande Walle és
mtsai, 2019), valamint masok és sajat eredményeink tiikrében az NLRP3 inflammaszoéma. Ezt
a megallapitast alatdmasztja, hogy in vitro modelliinkben az asztrocita-credetii IL-1p altal
kivaltott, fokozott tumorsejt proliferaciot az MCC950 a kontroll szintre csokkentette, igy az
inhibitor mas molekularis célpontokra kifejtett hatasa masodlagos lehet.

Kiilonboz6 gyulladasos modellekben az MCC950-nek tovabbra is bizonyitott a
protektiv hatasa és elfogadott az alkalmazhatosaga (Molnar és mtsai, 2022; Naeem ¢és mtsai,
2024). Ezt bizonyitandé az MCC950-et tobb mint 50 betegség 80 allatmodelljében tesztelték
ezidaig (Cross, 2020). Tovabba oriasi elényt jelent, hogy maga az MCC950 és a rokon
szerkezetli kismolekulak atjutnak a vér—agy gaton (Dempsey és mtsai, 2017), s6t annak
integritasat is képesek javitani (Ward és mtsai, 2019). Ez a tulajdonsdg azért kiemelt
fontossagu, ugyanis a vér-agy gat relativ impermeabilitasa miatt sok esetben a gyogyszer
hatéanyagok nem érik el a terapias koncentraciot a kozponti idegrendszerben (Krizbai és
mtsai, 2016). Az agyi metasztazisok a legagresszivebb és legnehezebben kezelheté daganatok
kozé tartoznak, ezért az inflammaszomak direkt gatlasa a peritumoralis asztrocitakban vagy
az IL-1P blokkolasa az agyi attétes daganatok kezelésének fontos elemei lehetnek a jovoben
(19. abra).

inflammaszoma

S

/\ MCC950

Tumorsejt-eredetlit DAMP-ok

19. abra: A peritumoralis asztrocitak hatasa a metasztatikus tripla negativ emlékarcinéma sejtek
proliferaciéjara. Az NLRP3 inflammaszoma a metasztatikus tumorsejtekbdl szarmazé6 DAMP-o0k hatasara

aktivalédik az asztrocitdkban, amelynek kovetkeztében IL-1B szabadul fel beldlik. Az IL-1p fokozza a

V4

neutralizalo antitesttel valo blokkolasaval az emlékarcindma sejtek proliferacioja lefékezheto.
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Az altalunk alkalmazott kisérleti modszerek bizonyos korlatokat hordoznak. In vivo
agyl metasztazis modelliinkben maga a tumorsejt bejuttatdsi moéd nem tiikrozi teljes
mértékben a metasztatikus kaszkadot, mivel nincs jelen a primer tumor és nem foglalja
modellek egyik leggyakrabban alkalmazott tipusa az intrakarotikus oltas (Knier és mtsai,
2022), amely nagyobb reprodukalhatosagi és alacsonyabb variabilitasi rataval jellemezhetd a
tobbi modszerhez képest (C. Zhang és mtsai, 2017). Mindazonaltal a jovében érdekes lenne
azt megvizsgalni, hogy a premetasztatikus allapot befolyasolhatja-e az inflammaszoma

Fontos megjegyezni, hogy az MCC950 emberi vizsgalatokban hepatotoxicitas jeleit
mutatta, ami miatt nem fog klinikai hasznalatba keriilni, azonban biztatd iranyt mutat az
MCC950 analdégok és a szerkezetileg nem rokon vegyiiletek tervezése és tesztelése (EI-
Sharkawy és mtsai, 2020), hogy olyan inflammaszoma gatld alapt gyogyszereket talaljanak,
amelyek hatasosak, szelektivek, biztonsagosak és az agyi attétek hozzaférhetOsége végett
atjutnak a vér-agy gaton és a vér-tumor gaton.

Tovabba a kisérleteinkhez hasznalt egér tripla negativ eml6karcinoma sejtvonal (4T1-
tdT) és az MDA-bdl szarmaz6 human sejtvonalak (MDA-TGL és MDA-BrM2) ugyan nem
rendelkeznek a betegekbdl szarmazd xenograftok heterogenitasaval, mindazonaltal ezek a
sejtvonalak nagyon jol karakterizalt agyi metasztatikus sejteknek tekinthetdk (Bos és mtsai,
2009; Sereno ¢és mtsai, 2020). A xenograft modellek alkalmazasanak kovetelménye, hogy a
graft-versus-host (nem-rokon donortdl szarmazd sejt vagy szovetdarab beiiltetése okozta)
reakciok elkeriilése végett immunhianyos allatokat kell hasznalni. Ennek nagy hatranya, hogy
korlatozza az immunrendszer hatasanak az értékelését (Y. Liu és mtsai, 2023). Masik
lehet6ség a humanizalt allatokat hasznalata, viszont ezek immundefektusokat hordozhatnak
(Fujiwara, 2018).
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6. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik valamilyen forméban
segitséget nyujtottak az értekezés témajanak kivalasztdsdban, elkészitésében ¢és
Osszeallitdsaban.

Mindenekelott koszonettel tartozom témavezetoimnek, Prof. Dr. Krizbai Istvannak és
Dr. Lorincz Laszl6 Magornak, hogy helyet és lehetdséget biztositottak nekem a fejlédésre,
hogy egyengették az utam, hogy taldlékonysagra és kitartdsra Osztondztek, hogy kutatasi
szemléletemet formaltak a doktorandusz évek alatt.

Kiilon koszonettel tartozom volt és jelenlegi kollégdimnak mindkét kutatocsoportbol,
akik megtanitottak a kutatomunkahoz sziikséges elméleti és gyakorlati alapokra. Végteleniil
halas vagyok Dr. Mészaros-Molnar Kinganak, aki nemcsak mindennapi tarsam, hanem oriasi
tdmaszom is belém vetett toretlen hite és szivbdl jovo Onzetlensége révén. Koszonetet
mondok Dr. Wilhelm Imolanak, akihez mindig fordulhattam elméleti és gyakorlati tanacsért a
kisérletes munkaval kapcsolatban. K&szondm Dr. Fazakas Csillinak a munkamhoz nyujtott
segitséget, a hasznos Otleteket, a bensdséges beszélgetéseket. Halaval tartozom a
Neurovaszkularis Egység Kutatocsoport egykori és jelenlegi munkatarsainak, kifejezetten Dr.
Haské Janosnak, Dr. Nyual-Té6th Adamnak, Kozma Mihalynak, Dr. Farkas Elek Attilanak és
Dudas Tamdasnak a sok-sok segitségért, a megosztott tapasztalatokért, a barati
beszélgetésekeért €s a motivald csapatmunkaért. Tovabba koszonom a Dr. Lérincz Laszlo
Magor altal kordbban iranyitott MTA-SZTE NAP B Celluléris és Halozati Neurofiziologiai
Kutatdcsoport munkatarsainak, Dr. Horvath-Furdan Szabindnak és Dr. Molnar Benedeknek a
temérdek segitséget a PhD-s éveim kezdetén. Hasonloképpen hatalmas kodszonet jar volt
tarstémavezetémnek, Dr. Karri Lamsdnak és az egykoron altala vezetett MTA-NAP
Inhibitory Interneurons and Plasticity Kutatocsoport tagjainak és vendégkutatojanak, Dr.
Dimitrios Kotzadimitriounak az utmutatasért és segitségért.

Koszondm a Biofizikai Intézet valamennyi dolgozojanak a jo6 munkédhoz
nélkiilézhetetlen kellemes €s baratsagos 1€gkort.

Koszonetet mondok munkacsoportunk egytittm{ikodé partnereinek ¢és minden
tarsszerzonek, kiillondsképpen Prof. Dr. Tiszlavicz Laszlonak, a Szegedi Tudoményegyetem
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont Pathologiai Intézet igazgatdjanak a humaén
agymintakért és Dr. Nogradi Bernatnak jelen munkaban és mas projektekben nyujtott

segitségéért €s hasznos meglatasaiért.
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Ko6sz6ndm barataimnak, név szerint Aronnak, Gabinak, Szabinanak, Gabornak és
Katusnak a mindenkori feltétlen tamaszt és szeretetet.

Végezetiil halas kdszonettel tartozom csaladdom minden tagjanak, akik nélkiil nem
jutottam volna oda, ahol ma tartok. Kiilon szeretném megkdszonni kislanyomnak, Hollinak,
hogy nagyban hozzajarult az értekezés elkésziiléséhez. Mar szinte sziiletésétdl kezdve
végigalussza az ¢jszakakat, igy sokszor lehetdségem nyilt arra, hogy hajnalig kényelmesen a
fogalmazasra koncentralhassak. Egyuttal halat szeretnék adni Edesanyamnak, aki hatartalan
tiirelemmel, tamogatassal és megértéssel allt hozzam ¢€s biztatott az egyetemi és doktorandusz
évek soran. Nem utolsd sorban nagyra értékelem, hogy sosem hangzott el téle a PhD aktualis

allapotara irdnyuld kérdések egyike, igy a nehéz pillanatok stlya alol volt némi felszabadulds.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az Oregedés az ember esetében egy elkeriilhetetlen, torvényszerlien progressziv,
természetes biologiai folyamat, amelyet tobbek kozott a fizioldgiai funkcidk hanyatlasa
jellemez. Egyik fontos pillére az inflammaging, egy kronikus, alacsony szintli gyulladéssal
jéar6 adaptiv folyamat, amelynek lehetnek elényds vagy karos kovetkezményei. Attdl fiiggden,
hogy az immunvalaszokat milyen tényez0k kombinacidja formalja, ezek Osszessége vezethet
egészséges, hosszu €lettartamhoz vagy patologias oregedéshez és az azzal jaro betegségekhez.
A legtobb kozponti idegrendszeri betegségnek, igy példaul a stroke-nak és a neurodegenerativ
megbetegedéseknek egyik fo kisérd jelensége a kronikus gyulladds. A neurovaszkularis
inflammagingrdl sz616 atfogo tanulmanyunk az 6regedésben és az elobb emlitett dregedéssel
jaro  betegségekben  lejatsz6dd  gyulladasos  folyamatokba  nyGjt  betekintést.
Kozleményiinkben kiilonds hangstlyt fektettiink az NVE sejtjeinek gyulladasban betoltott
szerepére az egészséges €s patologids oregedés soran. Az inflammaging szamos strukturalis €s
funkcionalis kovetkezménnyel jar a vaszkularis, glia- és idegsejtekre nézve. Az ezen €s mas
sejtek haldzata 4altal szabélyozott pro- és antiinflammatorikus mechanizmusok kozotti
egyensuly felboruldsdval az Oregedés folyamata felgyorsulhat és az Oregedéssel jaro
betegségek stlyosbodhatnak.

A gyulladas a tumorgenezishez is erdsen hozzdjarul. Az agyban kifejlddé masodlagos
daganatoknak, koztik a tripla negativ emldkarcindma eredeti attéteknek a progndzisa
kiemelkedden rossz, ezért ennek javitasa érdekében elengedhetetlen azoknak a folyamatoknak
a megértése, amelyek a hematogén uton érkezé tumorsejtek és az NVE sejtjei kozott jonnek
létre. Az agyi metasztazisok kezelésének legkézenfekvébb célpontjai a tumorsejtek. A veliik
létesitett reciprok kapcsolatok révén az NVE elemei azonban a transzlacios kutatasok
szempontjabol szintén fokozott figyelmet érdemelnek. Csoportunk és mas kutatocsoportok
korabbi tanulmanyaibol kideriilt, hogy az NVE egyes sejttipusai koziil az endotélsejtek, habar
szoros barriert képeznek a tumorsejtekkel szemben, aktivan segithetik az extravazaciojukat és
kemoprotekciot biztositanak szamukra, a pericitak képesek fokozni az adhézidjukat és
proliferacidjukat, az asztrocitdk pedig kettés szerepet toltenek be a metasztazisok
kialakulasaban, képesek gatolni, valamint tamogatni is a tumorsejteket.

Az inflammaszomaék olyan intracellularis multiprotein komplexek, amelyek az életkor
elérehaladtaval is feldisul6 DAMP-ok érzékelése révén az IL-1p és IL-18 gyulladasos

citokinek érett formajanak szintéziséért felelések. Sajat és masok eredményei alapjan az
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inflammaszomak egyik legismertebb tagjanak, az NLRP3 inflammaszomanak az aktivaciojat
koros koriilmények kozott az NVE szinte mindegyik sejttipusaban kimutattak mar. A primer
¢és extracerebralis szekunder tumorok esetén az inflammaszémak gyulladasos reakciokban
betoltott szerepérél szerzett ismereteink viszonylag részletesek, azonban az agyi
metasztazisokban az inflammaszomak szerepe megvalaszolatlan kérdés.

Kisérleteinkhez az NLRP3 inflammaszoma szerepének vizsgalatara in vivo agyi
metasztdzis modelleket ¢és sejttenyészetes modelleket alkalmaztunk, valamint human
agyszovet mintakat hasznaltunk fel. Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy az NLRP3
inflammaszéma komponensek koziil az NLRP3 és ASC, valamint az IL-1p nagymértékben és
specifikusan a peritumoralis asztrocitaikban expresszalodik. Ezeknek a fehérjéknek az
expresszidja nem volt kimutathaté sem a tumorsejtekben, sem mas stromasejtekben, sem a
tumort6l tdvoli asztrocitdkban, mint ahogy a kontroll, egészséges agymintdk asztrocitdiban
sem. Immunhisztokémiai vizsgélataink soran tovabba az IL-1PB 1d6- és tumorméretfiiggd
expresszio valtozasat tapasztaltuk. Egyrészt az attétképzés idobeli lefolyasaval parhuzamosan
noétt az IL-1p expresszid a tumor koriili asztrocitdkban, masrészt minél nagyobb volt a tumor,
annal markansabb volt a peritumoralis IL-1B expresszio. A tumor indukalta inflammaszéma
aktivacid mechanizmusanak feltarasa végett a tovabbiakban in vitro eml6karcindma ¢és
asztrocita sejttenyészeteken tapfolyadékot kondicionaltunk, majd a két sejttipus kozotti
kommunikécio hatasat vizsgaltuk az NLRP3 inflammaszéma primingra, aktivaciora, valamint
negativ emldraksejtekbdl szarmazo szolubilis faktorok az NLRP3 és az IL-1PB upreguléaciojat
¢s aktivaciojat indukaljdk az asztrocitdkban, mig az asztrocitdkbdl szarmazd mediatorok
szakirodalmi adatokkal, miszerint a gyulladasos citokinek meghatarozo szerepet jatszanak a
metasztazisképzés tobb 1épésében, koztiik a tumorndvekedésben. Ugyanakkor eredményeink
elséként szolgaltatnak bizonyitékot arr6l, hogy a tripla negativ emldkarcindma agyi
metasztazisaiban az NLRP3 inflammaszoma primingja ¢és aktivacioja a peritumoralis
asztrocitakban kovetkezik be, aminek kovetkeztében felszabaduld IL-18 pedig eldsegiti a

crer

metasztatikus  sejtek proliferaciojat. A karcindomasejtek asztrocitdk altali fokozott
aktivacio gatladsaval, amely az MCC950 inhibitorral tortént, mésrészt az IL-1p szignalizacio
blokkolasaval, amelyhez specifikus IL-1B neutralizalé antitestet hasznaltunk. EIl6bbi
megkozelitést nemcsak az in vitro sejtproliferacios esszékben, hanem in vivo metasztazis

modelljeinkben is alkalmaztuk az MCC950 vér-agy gaton valo atjutdsa miatt. Eredményeink
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alapjan az inflammaszoma inhibitor csokkentette az IL-1f expresszidjat a peritumoralis
asztrocitakban, valamint az inflammaszoéma komponensek és az aktiv IL-1f szintjét is.
Terapias szempontbol — legalabbis alapmechanizmusat tekintve — legszamottevébb
eredményiink, hogy az MCC950-nel kezelt egerek agyaban jelentésen csokkenteni tudtuk az
attétes daganatok novekedését. Osszességében tehat az asztrocitdk a tripla negativ
emldkarcinéma sejtek jelenlétére NLRP3 inflammaszoma aktivacioval és IL-1B szekrécidval
reagalnak. Ez lehet az egyik mechanizmus, amelyen keresztiil hozzajarulnak a tripla negativ
emlokarcindma progresszidjahoz az agyban. Eredményeink alapjan levonhatd az a
kovetkeztetés, miszerint az inflammaszomak farmakoldgiai célzasa 1 stratégiat jelenthet az

agyi attétek kezelésében.
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9. SUMMARY

Human aging is an inevitable, progressive, natural biological process characterized by,
among others, a deterioration in physiological functions. One of its important pillars is
inflammaging, a chronic adaptive process with low-grade inflammation, which can have
beneficial or harmful consequences. Depending on the combination of multiple factors that
shape the immune responses, healthy aging and longevity or pathological aging and age-
related diseases can represent individual life trajectories. The majority of CNS diseases,
including stroke and neurodegenerative diseases, are associated with chronic inflammation.
Our review on neurovascular inflammaging provides insight into the inflammatory processes
involved in aging and age-related diseases such as the ones mentioned before. We put special
emphasis on the role of cells of the neurovascular unit (NVVU) in inflammation in healthy and
pathological aging. Inflammaging poses a number of structural and functional consequences
to vascular, glial and neuronal cells. With the imbalance between pro- and anti-inflammatory
mechanisms governed by the network of these and other cells, the aging process may be
accelerated and exacerbation of age-related diseases may occur.

Inflammation is a major contributor to tumorigenesis as well. Secondary brain tumors,
such as triple-negative breast cancer metastases, have extremely poor prognosis. Therefore,
understanding of the processes that occur between tumor cells arriving via the circulation and
the NVU cells is fundamental to improve prognosis in patients with such malignancies.
Tumor cells are the most obvious targets for the treatment of brain metastases. However,
through their reciprocal interactions with the metastatic cells, elements of the NVU also
deserve increased attention for translational research. Previous studies by our group and other
research groups have shown that among the different cell types of the NVU, endothelial cells,
although forming a robust physical barrier to invading cells, can actively promote tumor cell
extravasation and provide chemoprotection to them, pericytes enhance their adhesion and
proliferation, and astrocytes play a dual role in metastasis, inhibiting and supporting tumor
cells.

Inflammasomes are intracellular multiprotein complexes that induce production of the
proinflammatory cytokines IL-1p and IL-18 in response to DAMPs, which also accumulate
with age. Based on our own and others’ results, activation of NLRP3 inflammasome, one of
the best known member of inflammasomes, has been demonstrated in almost all cell types of

the NVU under pathological conditions. Our knowledge of the role of inflammasomes in
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inflammatory responses in primary and extracerebral secondary tumors is rather granular, but
their role in brain metastases remains to be unanswered.

By using in vivo and in vitro models, as well as human samples to study the role of the
NLRP3 inflammasome in triple-negative breast cancer brain metastases, we found NLRP3
inflammasome components, namely NLRP3 and ASC, and IL-1p to be highly and specifically
expressed in peritumoral astrocytes. Expression of these proteins was not detected in tumor
cells, in stromal cells other than astrocytes or in astrocytes distant from the metastatic lesions,
nor in astrocytes in control, healthy brain samples. Furthermore, our immunohistochemical
studies showed time- and tumor size-dependent changes in IL-1p expression. On the one
hand, IL-1p was upregulated in peritumoral astrocytes gradually with time, and on the other
hand, the expression level of IL-1 was more pronounced in large metastases than in small
lesions or tumor-free areas. In order to elucidate the mechanism of tumor-induced
inflammasome activation, we used conditioned media and investigated their effects on
astrocytes and, in turn, on breast cancer cells. Specifically, the effect of this mode of
communication on NLRP3 inflammasome priming, activation and inflammasome-dependent
proliferation of tumor cells was examined. Soluble factors from triple-negative breast cancer
cells induced upregulation and activation of NLRP3 and IL-1p in astrocytes, while astrocyte-
derived mediators augmented the proliferation of metastatic cells. Our results are in line with
previous studies demonstrating that inflammatory cytokines play a crucial role in several steps
of metastasis, including tumor growth. However, our results are the first to provide evidence
that NLRP3 inflammasome priming and activation occurs in peritumoral astrocytes in breast
cancer brain metastases, resulting in IL-1B release that fosters tumor cell proliferation.
Astrocyte-induced increased proliferation of carcinoma cells was prevented in two alternative
ways, either by inhibiting NLRP3 inflammasome activation using the inhibitor MCC950 or
by dampening the downstream effect of IL-1B using a specific IL-1f neutralizing antibody.
The former approach was used not only in our in vitro cell proliferation assays but also in our
in vivo metastasis models due to the ability of MCC950 to cross the blood-brain barrier. Our
results clearly show that MCC950 reduced the IL-1f expression in peritumoral astrocytes, as
well as the levels of inflammasome components and active IL-1p. From a therapeutic
perspective, at least mechanistically, our most compelling finding is that we were able to
significantly reduce the growth of brain metastatic tumors in mice treated with MCC950.
Overall, astrocytes can activate NLRP3 inflammasome and subsequently release IL-1p in
response to triple-negative breast cancer cells. This may be one of the mechanisms by which

they contribute to progression of triple-negative breast cancer in the brain. Based on our
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results, we conclude that pharmacological targeting of inflammasomes may become a new

strategy in controlling brain metastatic diseases.
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