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BEVEZETES

Az oregedés mechanizmusairdl alkotott szamos egymast kiegészitd elmélet koziil az
inflammaging koncepcidja szerint az emberi 6regedés szinte elkeriilhetetleniil egyiitt jar a
gyulladasos ,,tonus” novekedésével, amely kronikus, alacsony foku, szisztémas gyulladasos
allapothoz vezet. Ha ez a proinflammatorikus allapot tulstlyba keriil és kontrollalatlanna
valik, akkor az Oregedés folyamata felgyorsulhat és olyan oregedéssel jard betegségek
alakulhatnak ki, mint a neurodegencrativ betegségek (pl. Alzheimer-kér), a stroke vagy
bizonyos tumorok.

A velesziiletett immunrendszer részét képezd egyes mintazatfelismerd receptorok
(pattern recognition receptor, PRR), kiilonosen a NOD-szer(i receptorok (nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor, NLR) kiemelked6 jelent6séggel birnak a gyulladasos
reakciok  szabalyozasaban.  Ugyanis egyedilalldo moédon  képesek  ugynevezett
inflammaszomakat alkotni, amelyek révén biztositjak a sejtek patogén- és sériilés-asszocialt
molekularis mintazatokkal (pathogen-associated molecular pattern, PAMP; damage-
associated molecular pattern, DAMP) szembeni védekezé mechanizmusat. Az
inflammaszémak az interleukin (IL)-1 csaladba tartozo proinflammatorikus citokinek (IL-1B
¢és IL-18) termelddéséért felelds intracellularis multimer fehérjekomplexek. F6é alkotorésziik
egy szenzorfehérje (NLR vagy mas receptorok), gyulladasos kaszpazok (pl. kaszpaz-1) és a
kettd kozotti kapcsolatot biztositd apoptdzis-asszocidlt, kaszpaz aktivalo és toborzd domént
tartalmazo szemcseszer(i fehérje (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
activation and recruitment domain, ASC) nevii adaptorfehérje. Az Osszes inflammaszoma
tipus koziil a legszélesebb korben vizsgalt, ezaltal a leginkabb ismert az NLRP3
inflammaszéma. Ennek aktivacioja alapvetden két 1épésben valosul meg. Az elsé 1épés soran,
amelyet primingnak neveziink, az NLRP3, IL1B és IL18 gének expresszio fokozodasa,
tovabba az NLRP3 poszttranszlacios modositasai kovetkeznek be. A masodik 1épés az
inflammaszoma teljes aktivacidjat és dsszeszerelddését foglalja magaba.

A kozponti idegrendszerben az NLRP3 inflammaszoma aktivacidja nemcsak dregedés
soran, hanem szamos koros allapotban is tetten érhetd, beleértve a stroke-ot, a
neurodegenerativ rendellenességeket és a periférids idegsériilést is. A daganatképz6dés
gyulladasos folyamataiban is alapvet6 szerepet jatszanak az inflammaszomak, azonban agyi
metasztazisok esetében nem ismert, hogy egyaltalan aktivalodnak-e inflammaszomak, és ha

igen, akkor milyen sejtekben és milyen kovetkezményekkel jar az aktivaciojuk.



CELKITUZESEK

Doktori munkam f6 célja az inflammaszoma aktivacio szerepének vizsgélata volt az
egyik legagresszivebb és legsikeresebb agyi attet addé daganat altipus, a tripla negativ
emlOkarcindma agyi metasztazisainak kialakulasaban. Ennek érdekében in vitro és in vivo
modszerekkel, tovabbd humén agyszovetmintdkat haszndlva az aldbbi konkrét célokat

fogalmaztuk meg:

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

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

» Megallapitani, milyen hatassal van az NLRP3 inflammaszoma aktivacié és az
inflammaszoma-fiiggé IL-1p felszabadulds a tripla negativ emldkarcindma agyi
metasztazisainak sorsara nézve az attétképzés kezdeti fazisaban.

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

asztro- és mikrogliozisra.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés ¢és kondicionalt médiumok készitése

Kisérleteinkhez human asztrocitak, primér egér asztrocitak, valamint human (MDA-
TGL és MDA-BrM2) és egér tripla negativ emlékarcindoma (4T1-tdT) sejtvonalak tenyészeteit
hasznaltuk. A kondicionalt médiumok eléallitasahoz az adott sejttipusrol 48 ora utan
gyljtottik 6ssze a tapfolyadékot. Bizonyos esetekben a kondicionalt médiumokat 2 napig
MCC950 (1 uM) NLRP3 inflammaszoma inhibitorral kezelt asztrocitakrol gytijtottiik ssze.
Sejtproliferacios esszé
gyakorolt hatasat a human és egér emldkarcinoma sejteken vizsgaltuk rekombinans IL-1f (10
ng/ml), valamint a kondicionalt médiumok hozzaadasaval. Az NLRP3 inflammaszoma
aktivacioja révén felszabadulo asztrocita eredetii IL-1p proliferativ hatasat is megvizsgaltuk
MCC950 jelenlétében. Tovabba egyes kisérleti elrendezéseknél az IL-1p hatasanak kivédése
érdekében IL-1P neutralizalo antitestet (1,33 pg/ml) adtunk a kondicionalt médiumokhoz. A
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mikroszkopiaval és a sejteket a Fiji képfeldolgozo szoftverrel manualisan szamoltuk le.
Kisérleti allatmiitétek és kezelések

Vizsgalatainkat 20+3 g-os fiatal feln6tt (8-12 hetes) néstény BALB/c és
FVB/Ant:TgCAG-yfp_sb #27 (Venus)! egercken végeztik. Az altalunk alkalmazott agyi
metasztazis modellek egyike a 4T1-tdT sejtek (10°) intrakarotikus injektalasan alapult. A
kisérleteket az oltds utan 2, 5 és 7 nappal fejeztiik be, amely id6pontokat korabbi
megfigyeléseink? alapjan valasztottuk ki. A masik szisztémas metasztazis modellhez a Venus
egereket intrakardialisan oltottuk be 4T1-tdT sejtekkel (2x108). A kisérletet 7 nappal az oltas
utan zartuk. Az MCC950 hatasanak vizsgalatahoz a tumorsejtekkel oltott egerek az oltast
kovetd 4. és 6. nap kozott részesiiltek napi egyszeri intraperitonealis MCC950 (10 mg/ttkg)
kezelésben.
Szovetmintak el6készitése

Az immunfluoreszcens festésekhez human tripla negativ emldkarcinoma agyi
metasztatikus és kontroll szovetmintakat®, és 4T1-tdT tumorsejtekkel oltott egerek agyabol
készitett koronalis metszeteket hasznaltunk fel.
Immuncito- és immunhisztokémia

Az NLRP3, ASC és IL-1B expresszidjat és lokalizaciojat immunfluoreszcenciaval
mutattuk ki. Elsédleges antitestként anti-NLRP3 poliklonalis kecske, anti-ASC monoklonalis
egér, anti-IL-1P poliklonalis nyul, és anti-glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP) poliklonalis
nyul és monoklonalis egér ellenanyagot hasznaltunk. Masodlagos antitestként Alexa Fluor
Plus-jelolt poliklonalis szamar és kecske masodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk és a
sejtmagot Hoechst 33342 festékkel jeloltiik.
Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens képalkotast haromféle mikroszkoppal végeztiik: Leica TCS SP5 1ézer-
pasztazé mikroszkoppal®, VisiScope CSU-W1 spinning disk konfokalis mikroszkoppal,
valamint egy konfokalis és szuperrezolucios képalkotasra alkalmas Zeiss Axio Observer
mikroszkoppal. A célfehérjék kolokalizaciojanak meghatarozasara digitalis képfeldolgozo
miveleteket hajtottunk végre. Egyes esetekben a kolokalizacio szazalékos aranyat adtuk meg
a festédések egyszeriibb értelmezhetdsége végett.
Asztroglialis IL-1p expresszio kvantifikacioja

A tumorral oltott és kontroll (Krebs-Ringer oldat) csoportba tartozd, 7 napos,
vivéanyaggal és MCC950-nel kezelt BALB/c egerek agymintain IL-1B és GFAP kettds
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immunfestést végeztiink. A konfokalis mikroszkopos felvételeken kiszamoltuk a pixelszamot
kiilon-kiilon a GFAP- és IL-1B-immunpozitiv jelre, valamint meghataroztuk a kolokalizaciora
vonatkozo pixelek szamat is.
Tumorméret meghatarozas

Az NLRP3 inflammaszoma-gatlas tumorméretre gyakorolt hatasdnak vizsgalatara a
kontroll csoport és MCC950-nel kezelt csoportba tartozé allatok neokortikalis teriileteirdl
készitettiink konfokalis képeket. Ezeken a felvételeken a tdT-pozitiv pixelszamok alapjan
meghataroztuk a tumorral fedett teriiletet.

RNS izolalas és valos idejii polimeraz lancreakcio (qPCR)

Az NLRP3, a kaszpaz-1 ¢és az IL-1p gének aktivitasdnak vizsgalatdhoz
sejttenyészeteket és szovetmintakat hasznaltunk fel. A huméan asztrocita tenyészetekbol,
amelyek MDA-TGL vagy MDA-BrM2 kondicionalt médiummal voltak megkezelve MCC950
jelenlétében vagy hianyaban, és a 4T1-tdT sejtekkel oltott, majd MCC950-nel kezelt és
kontroll BALB/c egerek agyféltekéibdl total RNS-t izolaltunk a Direct-zol RNA Miniprep
Plus Kit segitségével a gyartdé protokollja szerint. Ezutan a Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kitet hasznalva reverz transzkripciot végeztiink. A qPCR vizsgalatokat a Luminaris
HiGreen Master Mixszel végeztik egy Bio-Rad CFX96 késziiléken. Mindegyik gén
kifejez6dését a GAPDH-hoz mint bels6 kontrollhoz normalizaltuk. A génexpresszios
valtozasokat a AACt modszerrel értékeltiik ki és az eredményeket a Microsoft Excel 2016
programmal abrazoltuk.

Fehérjemintak elokészitése és Western blot

A AT1-dT sejtekkel oltott 7 napos BALB/c egerek agyféltekéit homogenizaltuk és a
gélelektroforézist végeztiink, majd a fehérjéket polivinilidén-fluorid membranra blottoltuk. A
membranokat anti-IL-1 poliklonalis nyal és anti-B-aktin monoklonalis egér primer
antitestben, majd torma-peroxidazzal konjugalt poliklonalis kecske szekunder antitestben
inkubaltuk. A fehérjéket kemilumineszcens modon tettiik lathatova egy ChemiDoc MP
System géldokumentacios késziilékben. A denzitometralast az ImageLab szoftverrel
végeztik, és az eredményeket a B-aktin haztartasi fehérje szintjére normalizaltuk.

Statisztikai kiértékelés

Adataink statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism szoftvert hasznaltuk. Az

alkalmazott statisztikai modszert az adott dbra aldirdsoknal minden esetben feltiintettiik. A

0,05-nél kisebb P-értéket szignifikdnsnak tekintettiik.



EREDMENYEK

Az NLRP3 inflammaszoma komponensek in vivo expresszioja

Kisérleteink elso 1épéseként megvizsgaltuk, hogy a tripla negativ emldkarcindma agyi
metasztazisaiban torténik-e inflammaszoéma-fehérje expresszid, tovabba meghatdroztuk az
inflammaszémak lokalizaciojat, hogy azonosithassuk azokat a sejttipusokat, amelyek részt
vesznek az agyban megtelepedett tumorok gyulladdsos kornyezetének kialakitdsaban és
fenntartdsaban. Ehhez el0szor tripla negativ emlOkarcinoma attéteket hordozé human
agypreparatumokon immunfestést végeztiink, amellyel kimutattuk, hogy az NLRP3 és ASC
nagymértékben és specifikusan a peritumoralis asztrocitidkban expresszalodik (1. abra, A
panel). Az inflammaszéma priming tovabbi bizonyitéka volt, hogy a metasztazis koriili
GFAP*/NLRP3* asztrocitdk markans IL-1B expressziot mutattak (1. abra, B panel). Az
inflammaszoéma-asszocialt fehérjéket azonban sem a tumorsejtekben, sem az asztrocitikon
kiviil mas stromalis sejttipusban, sem a tumoroktol tdvolabb 1évo gliasejtekben nem figyeltiik
meg. Tovabba a kontroll, egészséges human asztrocitdk immunnegativak voltak mind az

NLRP3-ra, mind az IL-1pB-ra.
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1. abra: Az inflammaszéma komponensek expresszioja a peritumoralis asztrocitakban human tripla
negativ emlékarcinoma agyi metasztazisaiban. A) Az NLRP3* pixelek 95,3%-a, az ASC" pixelek 98,8%-a
kolokalizalt a GFAP jellel. B) Az NLRP3* pixelek 76%-a, az IL-1B* pixelek 74%-a kolokalizalt a GFAP jellel.
Skala: 20 pm. Zold: NLRP3, magenta: ASC (A) vagy IL-1B (B), fehér: GFAP, kék: sejtmagok (Hoechst 33342).



Az agyi attétképzést kisérd potencidlis inflammaszoma aktivacid tanulmanyozasara
4T1-tdT emldkarcinoma sejteket injektaltunk BALB/c egerek jobb oldali arteria carotis
communisaba. Két nappal az oltast kovetden a neokortikalis teriileteken nem detektaltunk IL-
1B jelet. Ez azzal magyarazhatd, hogy ekkor az agyi kapillarisokban megrekedt tumorsejtek
tobbsége még az érlumenben talalhatd. A vér-agy gaton vald atvandorlasuk idején, vagyis az
5. napon az IL-1p mar megjelent a metasztatikus 1ézidkat hataroldé GFAP-pozitiv
asztrocitdkban, mig a 7. napon az IL-1B expresszidja sokkal erdsebb volt a korabbi
idépontban képest (2. abra). Az IL-1B expresszios szintje a tumor méretével is korrelalt,
méghozzd azzal ardnyosan fokozddott. Ezzel parhuzamosan az NLRP3 expresszioja is
megndtt a tumorokat koriilvevd asztrocitdkban hasonléan a human metasztatikus

agymintakban megfigyeltekkel.

2. abra: Az inflammaszoma komponensek expresszio novekedése a peritumoralis asztrocitikban egér
tripla negativ emlékarcinéma agyi metasztazisaiban. Az IL-1p expresszio fokozodik a 4T1-tdT tumorsejtek
oltasat kovet6 2., 5. és 7. napon. Az 5. napon a IL-1B-pozitiv pixelek 77%-a Kolokalizalt a GFAP-pozitiv
pixelekkel, mig a GFAP-pozitiv pixelek 7%-a volt IL-1B-pozitiv. A 7. napon ezek az értékek 79%-ra és 28%-ra
emelkedtek. Skala: 20 um. Piros: 4T1-tdT, zold: IL-1p, fehér: GFAP, kék: sejtmagok (Hoechst 33342).

Az NLRP3 inflammaszoma komponensek in vitro expresszidja
A tumor indukalta inflammaszoma aktivacio mechanizmusanak feltarasara in vitro
kisérleteket folytattunk, amelyekkel a mellraksejtek altal szekretalt faktorok inflammaszéma

komponensek primingjara Kifejtett hatasat kivantuk megérteni az asztrocitakban.



Eredményeink alapjan a tumorsejt-kondicionalt médium az NLRP3 és CASP1 expresszidjanak
tobb, mint 2-szeres novekedését okozta az asztrocitakban a kontroll sejtekben mért szinthez
képest. Az IL1B expresszio ndvekedése ennél sokkal latvanyosabb volt. Szintje kozel 10-
szeresére emelkedett az MDA-TGL kondiciondlt médiummal kezelt asztrocitikban, és
koriilbeliil 30-szorosara az MDA-BrM2 sejtek médiumaval kezelt asztrocitakban (3. abra, A
panel). Az inflammaszoma komponensek fehérjeszintli expresszidos valtozasait IS
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az NLRP3 fokozott expresszidja elsdsorban a tumorse;jt-
kondicionalt médiummal kezelt asztrocitak sejtmagjaban jelent meg. Azonban az
inflammaszoma Osszeszerel6dés kozvetlenebb bizonyitékaként szolgalt, hogy NLRP3"/ASC*
szemcseszer(l strukturak (speck) jelentek meg a sejtmag koriil (3. abra, B és C panel),

amelyek a szakirodalomban leirtakkal 6sszhangban a mikrométeres tartomanyba estek.
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3. abra: Az emldékarcinoma sejtek altal kibocsatott faktorok hatisa az NLRP3 inflammaszoma
primingjara és aktivaciéjara human asztrocita tenyészetben. A) Az NLRP3, CASP1 és IL1B gének
expresszio fokozddasa az MDA-kondicionalt médiummal (MDA-KM) kezelt human asztrocitakban (HA). A
GAPDH-ra normalizalt expresszids valtozasokat atlag = SEM-ként abrazoltuk (N = 3 fliggetlen kisérlet,
egyenként harom biologiai replikatummal). ** P<0,01 és **** P<0,0001 a kontrollhoz (HA) hasonlitva; ####
P<0,0001 a ,,HA + MDA-TGL-KM”-hoz hasonlitva (ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt). B) NLRP3- és
ASC-immunreaktiv perinuklearis speck (nyil) asztrocita tenyészetben, amely 24 6ran at az MDA-BrM2 sejtek
médiumanak volt kitéve. Skala: 10 um. Z6ld: NLRP3, magenta: ASC, fehér, GFAP. C) A speckrdl késziilt,
nagyitott konfokalis (NLRP3 — z&ld) és szuperrezolicios (ASC — magenta) mikroszkopos felvétel. Skala: 2 um.



Az NLRP3 inflammaszoma aktivacio in vitro funkcionalis vizsgalata
Expresszios vizsgalataink eredményei alapjan feltételeztik, hogy az NLRP3

inflammaszéma 4altal termelt IL-1B felszabadulasa az asztrocitdkbol felelés lehet a
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egyforman serkentette napi szinten emelkedé trend mentén. Ehhez hasonldéan az asztrocita-
kondicionalt médium és a tumorsejt-aktivalt asztrocita-kondicionalt médium facilitalta mind a
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parentalis és agyi metasztatikus MDA sejtek, mind az egér 4T1-tdT sejtek proliferaciojat.

e ey

ponton avatkoztunk be az inflammaszoma szignalizacidba. Az egyik ilyen pont az
asztrocitadkban bekovetkez6 NLRP3 inflammaszoma aktivacio kozvetlen, specifikus
blokkolésa volt az MCC950 inhibitorral, a masik pedig az asztrocitak altal kibocsatott IL-13
neutralizalasa volt anti-IL-1B ellenanyaggal. Mindkét kezelés egyarant megakadalyozta a
indukalt. Azoknak a tumorsejteknek a szama, amelyek az MCC950-nel kezelt naiv vagy
aktivalt asztrocita-kondicionalt médiumban voltak tenyésztve, kozel azonos volt a kontroll
sejtek szamaval. Az MCC950 kezeléshez hasonldan az IL-1p semlegesitése is szinte teljesen
meggatolta az asztrocita-kondicionalt médium pro-proliferativ hatasat. Ezzel ellentétben a
neutralizald antitest negativ kontrolljaként hasznalt immunglobulin G (IgG) nem valtott ki

ilyen jellegli hatast (4. abra, A és B panel). Ezek az eredmények egyértelmiien ramutatnak
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KM) és tumorsejt-aktivalt asztrocita-kondicionalt médium (akt. HA-KM, akt. EA-KM) hatasara énmagaban
vagy kiegészitve MCC950-nel, anti-IL-1p-val vagy 1gG-vel. Az egyes csoportok sejtszamanak kontrollhoz
(MDA-BrM2, 4T1-tdT) viszonyitott 4. napi szazalékos aranyat atlag + SEM-ként tiintettiik fel (N = 2 fiiggetlen
kisérlet, egyenként 2 bioldgiai replikatummal, replikditumonként 5 latdmezobol készitett felvétel alapjan). **
P<0,01, *** P<0,001 és **** P<0,0001 a kontrollhoz képest; ### P<0,001 a KM-hez vagy az akt. KM-hez
képest; #### P<0,0001 az akt. KM-hez képest; $$$ P<0,001 a KM-hez és KM + IgG-hez vagy az akt. KM-hez és
akt. KM + 1gG-hez képest; $$$$ P<0,0001 az akt. KM-hez és akt. KM + 1gG-hez képest; tmm P<0,0001 a KM-
hez képest (ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt).

Az inflammaszéma aktivacié in vivo funkcionalis vizsgalata

Kovetkezd 1épésben az NLRP3 inflammaszoma aktivacigjat €és farmakologiai
gatlasanak hatasat vizsgaltuk in vivo agyi metasztazis modelljeinkben. A 4T1-tdT sejtekkel
oltott egerek az injektalast kovetd 4. és 6. nap kozott kaptak MCC950-et, ami azt az
iddintervallumot fedi le, amikor a tumorsejtek tobbnyire a metasztatikus kaszkad
extravazacids fazisdban ¢és/vagy azutdn vannak. Ahogy az elézetes immunfluoreszcens
vizsgalataink alapjan varhat6 volt, az agyi metasztazisképzés az NIrp3 és az 1l1b expresszio
novekedésével jart egyiitt a tumor karositotta agyféltekén a kontrollként szolgalo,

tumormentes, kontralateralis féltekéhez képest. Az MCC950 azonban csokkenteni tudta
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formaja immunfluoreszcencidval nem kiilonbdztethetd meg, western blot vizsgalatokat
végeztiink, amely segitett az IL-1p formdk molekulatomeg szerinti azonositasdban. Az
inflammaszoéma aktivacié eklatans jele, hogy az agyi metasztazisok megjelenése utin 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 (5. abra, A és B panel).

A B

aktiv IL-1p szint

kontroll oldal, vivéanyag
injektalt oldal, vivéanyag
kontroll oldal, MCC950
injektalt oldal, MCC950

| :. I ‘
| kontroll oldal, injektalt oldal, kontroll oldal, injektalt oldal,
|aktiv IL-1 vivbanyag vivéanyag MCC950 MCC950

:
_

- — — e | [-aktin

5. abra: NLRP3 inflammaszoma aktivacié tripla negativ emlékarcinomat hordozo egerek agyaban. A)

srer

IL-1B szintcsokkenést az injektalt oldalon B) Az aktiv IL-1B szint kvantifikacidja a B-aktin expresszios
szintjéhez viszonyitva. Az értékeket atlag + SEM-ként abrazoltuk (N = 3 fliggetlen kisérlet). ** P<0,01 a
kontroll oldal, vivéanyag”-hoz képest; ## P<0,01 az ,injektalt oldal, vivbanyag”-hoz képest (ANOVA és
Fisher-féle LSD post-hoc teszt).

Ezutan megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az MCC950 az IL-1PB expresszidjat az
asztrocitakban. Az NLRP3 gatlasa gyakorlatilag megakadalyozta a peritumoralis asztrocitak
szézalékos aranyanak mintegy 75%-os csokkenése mutatott.

In vivo vizsgalataink masodsorban arra iranyultak, hogy felmérjiik, milyen hatassal
van az NLRP3 inflammaszoma gétldsa a tripla negativ emldkarcindéma attétképzése soran
fellépd reaktiv asztro- és mikrogliozisra. Az IL-1B expresszid csokkentése mellett az
MCC950 ugyan képes volt az asztrocita reaktivitast mérsékelni, de ez a valtozas nem volt
szignifikans. Ezzel szemben az MCC950 kezelés a mikroglidzisban mar szignifikans mértéki

csokkenést okozott a 4T1-tdT tumort hordozo egerek agyaban.



crer

gatlasa milyen hatast képes kifejteni a tumoros 1éziok méretére az agyban. Az MCC950
szisztémds alkalmazasa a mellraksejtekkel oltott egerekben jelentdsen visszaszoritotta a
tumorsejtek perivaszkularis novekedését. A tdT-pozitiv pixelek szdma, vagyis a tumorral
fedett teriilet tobb, mint 50%-kal csékkent az MCC950-nel kezelt egerekben a vivoanyaggal
kezelt csoporthoz képest (6. abra, A és B panel).

A B

vivanyag 2%

1%

tdT-pozitiv pixelek szama

0%
vivOanyag MCC950

6. abra: Az MCC950 hatasa az agyi metasztatikus tumorok novekedésére. A) A 4T1-tdT tumorsejtekkel
oltott, vivéanyaggal (DMSO PBS-ben) kezelt csoport és a MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt csoport
Osszehasonlitasa mutatja, hogy az MCC950 az agyi érhalozat (Venus-YFP jel — zold) mentén fejléddé tumorok
(tdT jel — piros) novekedését visszafogta. Skala: 20 um. B) A tdT-pozitiv pixelek a tumorral boritott teriiletek
aranyat mutatjak az Osszes pixelhez képest. A szazalékos értékeket atlag + SEM-ként abrazoltuk (N = 3
fliggetlen kisérlet, n = 5 metszet/allat, 16 ROI/5 metszet). *** P<0,001 (parositatlan Student-féle t-proba).

Eredményeink Osszességében tehat azt mutatjak, hogy az NLRP3 inflammaszoma
gatladsaval nemcsak az inflammaszoma komponensek génexpressziojat lehet csokkenteni a
peritumoralis asztrocitdkban, hanem az azokbdl felszabaduléd aktiv IL-1B szintjét is. Ezaltal

pedig le lehet lassitani a metasztatikus emlédaganatok novekedését az agyban.



OSSZEFOGLALAS

Az Oregedés az ember esetében egy elkeriilhetetlen, torvényszerien progressziv,
természetes biologiai folyamat, amelynek egyik fontos pillére az inflammaging, egy kronikus,
alacsony szintli gyulladassal jar6é folyamat. A legtobb kdzponti idegrendszeri betegséghez,
példaul a stroke-hoz és a neurodegenerativ megbetegedésekhez tarsul kronikus gyulladas,
tovabba a tumorgenezishez is erdsen hozzajarul. Az agyban kifejlodé masodlagos
daganatoknak, koztiik a tripla negativ emlékarcindma eredetii attéteknek a progndzisa
kiemelked6en rossz, ezért ennek javitasa érdekében elengedhetetlen azoknak a folyamatoknak
a megértése, amelyek a tumorsejtek és a neurovaszkularis egység sejtjei kozott jonnek 1étre. A
gyulladasos reakciok kozponti mediatorainak tekintett inflammaszomaknak, kiilonosen az
NLRP3 inflammaszomanak a szerepét szamos primer és extracerebralis szekunder tumor
esetén leirtak mar, azonban az agyi metasztizisokban ez megvalaszolatlan kérdés. Igy ezen
mechanizmusok feltarasa és a potencialis terapias célpontok azonositasa fontos és aktualis
kutatési tertilet.

Vizsgalataink soran in vivo agyi metasztazis modellek, sejttenyészetes modellek,
valamint human agyszovet mintdk felhasznalasaval megallapitottuk, hogy az NLRP3
inflammaszéma komponensek és a proinflammatorikus IL-1B nagymértékben és specifikusan
a peritumoralis asztrocitdkban expresszalodik tripla negativ emldkarcindma agyi attéteiben.
Megfigyeltiik, hogy a karcinoma sejtekbdl felszabaduld szolubilis faktorok az NLRP3 és az
IL-1P primingjat és aktivacidjat indukaltak az asztrocitdkban, mig az asztrocitdkbol szarmazo

crcr

mediatorok fokoztdk a metasztatikus sejtek proliferaciojat. Emellett az NLRP3

crer

IL-1P expresszidjat a peritumoralis asztrocitdkban, valamint az inflammaszéma komponensek
és az aktiv IL-1B szintjét. Mindenekel6tt azonban legfontosabb eredményiink, hogy az
MCC950-nel kezelt egerek agyaban jelentdésen csokkenteni tudtuk az attétes daganatok
novekedését. Osszességében tehat az asztrocitadk a tripla negativ emldkarcinoma sejtek
jelenlétére NLRP3 inflammaszoma aktivacioval és IL-1p szekrécioval reagalnak. Ez lehet az
egyik mechanizmus, amelyen keresztiil hozzajarulnak a tripla negativ emldkarcinoma
progresszidjahoz az agyban. Eredményeink alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, miszerint az

inflammaszémak farmakologiai célzdsa 0j stratégiat jelenthet az agyi attétek kezelésében.



SUMMARY

Human aging is an inevitable, inescapably progressive, natural biological process, of
which inflammaging, a chronic, low-level inflammatory process, is an important pillar.
Chronic inflammation is associated with most central nervous system diseases, such as stroke
and neurodegenerative diseases, and is also a major contributor to tumorigenesis. The
prognosis of secondary tumors developing in the brain, including metastases from triple-
negative breast carcinoma, is extremely poor. Therefore, understanding the processes that
occur between tumor cells and cells of the neurovascular unit is essential to improve
prognosis in patients with such malignancies. The role of inflammasomes, in particular the
NLRP3 inflammasome, considered as central mediators of inflammatory responses, has been
studied in many primary and extracerebral secondary tumours, but in brain metastases it
remains an unanswered question. Thus, the elucidation of these mechanisms and the
identification of potential therapeutic targets is an important and ongoing area of research.

By using in vivo and in vitro models, as well as human samples, we found NLRP3
inflammasome components and IL-1p to be highly and specifically expressed in peritumoral
astrocytes. Soluble factors from TNBC cells induced upregulation and activation of NLRP3
and IL-1B in astrocytes, while astrocyte-derived mediators augmented the proliferation of
metastatic cells. In addition, inhibition of NLRP3 inflammasome activity using MCC950 or
dampening the downstream effect of IL-1p prevented the proliferation increase in cancer
cells. In vivo, MCC950 reduced IL-1B expression in peritumoral astrocytes, as well as the
levels of inflammasome components and active IL-1B. Most importantly, significantly
retarded growth of brain metastatic tumors was observed in mice treated with MCC950.
Overall, astrocytes contribute to triple-negative breast cancer progression in the brain through
activation of the NLRP3 inflammasome and consequent IL-1p release. This may be one of the
mechanisms by which they contribute to progression of triple-negative breast cancer in the
brain. Based on our results, we conclude that pharmacological targeting of inflammasomes

may become a new strategy in controlling brain metastatic diseases.
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