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BEVEZETES

Nem Kkissejtes tiiddékarcinéma

A daganatos korfolyamatok morbiditasi €s mortalitasi adatait szemlélve,
elmondhatd, hogy a tiidé rosszindulati megbetegedései fordulnak el6 a
leggyakrabban. Sajnalatos tény, hogy hazank els6 helyen all ugy a tiidédaganat
eléfordulasanak, mint a haldlozasanak tekintetében, mindkét nemre Osszesitve.
A tiidédaganatok a 1€gz0 feliilet epithélialis sejtrétegébdl kialakuld rosszindulata
megbetegedések. Hisztologiai osztalyozas alapjan két f6 csoportot
kiilonboztetiink meg, a nem kissejtes (NSCLC) és kissejtes (SCLC) daganatok
csoportjat. Az SCLC a tiild6daganatos esetek 10-15%-at képezi, amely rendkiviil
aggressziv sejttipust daganat és szinte kizarolag csak dohanyzok kérében fordul
eld. Az esetek dontd tobbségét (80-85%) azonban az NSCLC csoportjaba tartozo
daganatok teszik ki. Az NSCLC-nek tovabbi harom altipusa van, az
adenokarcinéma (AC), a squamoézus- (SCC) és a nagysejtes tiidokarcinoma
(LCC). Az NSCLC thlnyom¢ tobbségét az adenokarcinéma (AC) szovettani
altipus teszi ki. Az AC gyakorisaga folyamatosan novekedett az elmult években,
és jelenleg ez a leggyakrabban eléforduld6 NSCLC, kiilonosen ndk és nem
dohanyzok esetében. Heterogén megjelenésii, szamos szovettani altipusa ismert,
mint pl.: acinaris, papillaris, mucint termelé szolid forma. T&bbségében
periférialis elhelyezkedésii és koran képez attétet. A squamozus sejtes karcindma
(SCC) avagy laphamkarcindma kialakulasa szorosan 0sszefiigg a dohanyzassal
¢és tobbségében centralis elhelyezkedést mutat. Az NSCLC harmadik és egyben
legritkabb eldfordulasu altipusa a nagysejtes tiidorak (LCC), amely jellemzden
alacsony differencialtsagu sejtekbdl allo gyors novekedést, aggressziv daganat.
A tlidokarcinoma kialakulasanak kezdeti szakaszaban a beteg tiinetmentes, a
diagnozis felallitisakor azonban mar legtobbszor elérehaladott, nem operalhato
allapott tumor azonosithato. A 2019. évi magyarorszagi betegadatok alapjan az
ujonnan nyilvantartasba vett betegek 44%-at a legstlyosabb IV. stadiumban
diagnosztizaltak.

A tiidodaganatok terapias lehetoségei

A tiid6édaganatok kezelési lehetéségei napjainkra igen kiszélesedtek, ennek
ellenére a gyogyulasi és az életben maradasi esélyek nagyon csekélyek. A kezdeti
stadiumu (I-II) és lokalisan elérehaladott (IITA) nem kis-sejtes tiidédaganatok
esetében a sebészi eltavolitas szolgal elsddleges kezelésként, amelynek
eredményeit javitja a kiegészitd kezelésként alkalmazott adjuvans és
neoadjuvans terapia. Habar a sebészi beavatkozds a korai stddiummal
diagnosztizalt betegeknek jo esélyt nyujt a gyogyulasra, sok esetben azonban
mégsem alkalmazhatd. Az eldrehaladott életkor, a rossz altalanos allapot vagy
sulyos kisérébetegségek esetén csak onalld sugarkezelés javasolhatd, viszont
csekélyebb tulélési esélyt eredményez a sebészi eljardsokhoz képest. A
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végstadiumu (IV) betegek kezelési lehetdségére a kemoterapia az egyetlen maod.
Az NSCLC els6 vonalbeli kemoterapias kezelési standardjat jelenleg is a platina
alapu kombinalt citotoxikus terapia nyujtja. A platina szarmazékok koziil a
ciszplatin  (cisz-diammin-dikloro-platina (Il)) és a karboplatin terdpias
alkalmazasa a legelterjedtebb. A ciszplatin citotoxikus hatasat els6dlegesen a
DNS molekulédhoz katddve fejti ki. A purin bazisok N7 helyeihez torténd kotddés
a DNS-lancok kozotti és belilli keresztkotések kialakulasat idézi eld, amely
gatolja a DNS replikaciot és transzkripcidt. Ez a térszerkezetvaltozas végiil a
sejtosztodas gatlasahoz és apoptozishoz vezet. Az elmult évtizedekben a
molekularis diagnosztikai modszerek fejlédésének koszonhetdéen azonban az
NSCLC alcsoportjai molekularis szinten is tovabb osztalyozhatbéak az aktivalo
(,,driver”) mutaciok azonositasa révén. Az eddigi hisztoldgiai besorolas mellett
teret hoditdé 0j, molekularis klasszifikacid a terapiavalasztas tekintetében is
valtozast hozott. A hagyomanyos kezelési eljarasok mellett 0j lehetdséget
biztosit a molekularis célzott terapidk alkalmazésa a tiidorak kezelésében. Az
adenokarcindmaval diagnosztizalt betegek esetén a leggyakrabban a KRAS és
EGFR mutécioi fordulnak el6. Az EGFR mutacioval bir6 betegek elsévonalbeli
kezelésére az erlotinib szolgal a hazai gyakorlathan, amely a tirozin-kinaz
kompetitiv gatlasa révén a sejtproliferacid gatlasahoz és apoptdzishoz vezet.
Ezzel szemben KRAS mutaciéra jelenleg még nem rendelkeziink célzott
bioldgiai terapia lehetoségével.

Gyulladasos citokinek szerepe a tumorok kialakuldasaban

A citokinek olyan szekretalt kemotaktikus fehérjék, amelyeknek a sejt-sejt
kozotti kommunikacidban és elsdsorban az immunvalasz szabalyozasaban van
alapvetd szerepiik. A citokinek csaladjaba tartozo interleukin-6 (IL-6) egy kis
molekulastlyu glikoprotein. Sokrétii biologiai szerepet 61td, un. pleiotrop hatasa
révén elsdsorban immunologiai, hematopoetikus, gyulladasos és onkogenetikus
folyamatokban vesz részt. Szerepe van az effektor T-sejtek fejlodésében, az
aktivalt B-sejteknek antitesttermeld plazmasejtekké valo atalakulasaban, a CD8*
T-sejtek citotoxikus T-sejtekké vald differencialodasaban, a csontvel6be érve a
megakariocitak érését és a vérlemezkék kialakulasat indukalja. A gyulladasi
folyamatok és az immunvalasz szabalyozasan kiviil az IL-6 fontos szerepet
jatszik a daganatok kialakulasiban is. Szamos esetben a tumor
mikrokdrnyezetében magas IL-6 szint figyelhetd meg, ahol a karcinogenezis

A

s

Chang és munkatarsai leirtak, hogy elérehaladott NSCLC-ben szenvedé betegek
vérplazmajaban a megemelkedett IL-6 szint prognosztikus markerként szolgal a
tulélést illetden, valamint hogy a magas IL-6 szint csokkent kemoterapias
valasszal parosul. Az IL-6 emeli a tiid6 tumorsejteknek a kemoterapias szerekkel
szembeni rezisztencidjat, valamint fokozza ABCG2 multidrog rezisztencia
fehérje és a Bcl-2, Mcl-1, Bel-x1 antiapoptotikus fehérjék expresszids szintjét az
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ATM/NF-kB utvonal aktivalasa révén. Kunioku és munkatarsai leirtak, hogy
patkany tumorsejtekben az IL-6 csokkenti a sejtek szenzitivitasat kemoterdpias
szerekre, mint példaul paclitaxelre és ciszplatinra a PI3K/AKT és STAT3
utvonalak aktivalasa révén.

ABC transzport fehérjék

A daganatellenes szerckkel szembeni rezisztencia gyakori oka a kezelés
sikertelenségének. A legtobb esetben a gydgyszer rezisztencia a kezelés
folyamata soran alakul ki (,szerzett” rezisztencia), de eléfordulhat a
daganatsejtek mar eleve meglévd (,,intrinsic”) rezisztencidja is. A kezelésnek
ellenallo daganatsejtek talélésének egyik oka a csokkend cellularis
gyogyszerfelvétel és egyuttal a gyogyszer aktiv kipumpalasa a sejtboél, amelyet
széles, szdmos esetben atfedd szubszratspektrummal rendelkezd, energiafiiggd
drogtranszporterek fokozott kifejez6dése segit el6. Ez utobbi sejtes rezisztencia
legfébb okozodja az ABC transzporterek csaladjaba tartozé fehérjék. Eddigi
ismereteink szerint az ABCB1, az ABCC1 és az ABCG2 transzport fehérjékrdl
bizonyitottak, hogy kiilondsen fontos szerepiik van a klinikumban megjelend
multidrog rezisztencia kapcsan. A ciszplatinnal szemben kialakul6 rezisztencia
egyik lehetséges mechanizmusa a platinaszarmazék megndvekedett efflux
transzportja, amelyet szamos ABC transzport fehérje tilzott mitkddése idéz eld.
Tiidékarcinoma sejtvonalon végzett vizsgalatok kimutattak, hogy az ABCCl1
mRNS szintjének fokozott jelenléte 6sszefliggésben all a ciszplatinnal szembeni
rezisztenciaval. Tovabbi tanulmanyok az ABCC2 szerepét igazoljak a ciszplatin
efflux transzportjaban. Az ABCCS5 expresszio novekedése human embrionalis
vesesejtvonalban okozott rezisztenciat ciszplatinnal szemben. El6rehaladott
NSCLC esetében azt is megfigyelték, hogy az ABCG2 prediktiv faktorként
szolgal standard platina alapu kemoterapiaban. A fent emlitett, ABC fehérjékhez
kothetd multidrog rezisztencia azonban hatékonyan gatolhatd tirozin-kinaz
inhibitorokkal. A célzott terapias szerek kozé tartozo erlotinib ABCBI1, valamint
ABCG?2 transzporterekkel valo interakcidjat, szubsztrat tulajdonsagat szamos
tanulmanyban leirtak. Megfigyelték, hogy az erlotinib képes az ABCB1 és az
ABCG?2, illetve az ABCC10 transzport fehérjék miikodését gatolni, amely ezen

srer

ezaltal az MDR fenotipus visszaforditasat eredményezi.

A fent emlitett folyamatok tovabbi vizsgalata jelentGs szerepet tolthet be a
kezelés kivaltotta molekularis mechanizmusok pontosabb megismerésében és a
tiid6karcindma kezelésének terapias megoldasaiban.



CELKITUZESEK
Kutatomunkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Szolgalhat-e a betegekb6l nyert tidédaganatos — szévetminta
laboratoriumi  feldolgozasaval torténd in vitro 3D tumormodell
felallitasa az egyes tiidodaganat tipusok reprezentaldasara és alkalmas-
e a klinikai terapia soran alkalmazott hatoanyagok vizsgalatara?

2. Befolyasolja-e a kezelés sorrendje a tumorsejtek kezelésre adott
valaszat és a gyulladdasi citokinek expressziojat?

3.  Megvaltoztatia-e az IL-6 jelenléte a tumorsejtek kezelésre adott
valaszat?

4. Ezen beliil vizsgaltuk annak a kérdését, hogy van-e dsszefiiggés a
tumorsejtek életképessége és a drogtranszporter fehérjék szintje kozott?

crer

szabalyozasaban és ezaltal a metasztazisképzésben?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegmintak

A human tidékarcinoma mintak a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Sebészeti
Klinikajarol érkeztek és az egyetemi Etikai Bizottsag jovahagyasaval keriiltek
kutatécsoportunkhoz. Minden beteg beleegyezd nyilatkozattal adta irasba, hogy
mintaikat €s klinikai adataikat kizarolag kutatasi célokra hasznalhatjuk fel.
Mutécié analizis alapjan 0sszesen 21 mintat valasztottunk ki vizsgalatainkra,
amelyek mindegyike adenokarcioma szovettani tipusti volt, amely diagnozist
patoléogus allitott fel (PTE-AOK, Pathologiai Intézet).

Primer tiidé tumorsejtek izoldlasa szovetmintabdl

A szolid tumor szovetekbdl egy-sejt szuszpenziot Tumor Dissociation Kit
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) és GentleMACS Dissociator
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) felhasznalasaval készitettiink.
A klinikai mutét soran kimetszett tumorszovetet egy specialis szovettarolo
folyadékba (MACS® Tissue Storage Solution (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany)) helyeztiikk, majd ezt kovetéen szikével kisebb részekre
daraboltuk. A gyart6 altal eldirt enzim-mixben felvettilk a szovetdarabokat és
egy ora id6tartamra a disszociatorba helyeztiik. Ezt kovetden 70 pm-os sziir6n
20 ml RPMI médiummal mostuk a sejteket és 300 g-n 7 percig centrifugaltuk.
Sziikség esetén a mintaban maradt vorosveértesteket 500-1000 pl Red Blood Cell
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Lysis Solution felhasznalasaval tavolitottuk el, majd 20 ml RPMI médiummal
300 g-n 7 percig centrifugaltuk. A sejteket DMEM tapfolyadékban
felszuszpendaltuk, Cryo-SFM sejtfagyaszt6 médiumban lefagyasztottuk
(PromoCell, Heidelberg, Germany) és -80°C-on taroltuk.

Primer tiidé tumorsejtek izolalasa pleuralis folyadékbol

A mellhartya rétegei kozott felhalmozodo daganatos eredetli folyadékgyiilem
(pleuralis folyadék) leszivasat kovetden a folyadékot 250 ml kupos végi
centrifuga csébe helyeztiik és 1500 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A feliiltiszot
ledntve a sejtpelletet 70 um-os sziirén atszirtiik, majd Ficoll gradiens folé
rétegeztiik és 2000 rpm-en 20 percig centrifugaltuk. Az interfazisban kapott
sejteket 0sszegylijtottiik és 1000 rpm-en 5 perc centrifugalassal kétszer mostuk
at streil PBS-ben.

Sejttenyésztés

A két- és haromdimenzios sejttenyészetekhez KRAS mutans humén tid6
adenokarcinéma sejtvonalat (A549; American Type Cell Culture Collection,
Rockville, USA), epridermalis novekedési faktor receptor (EGFR) mutans
human tiid6 adenokarcinéma sejtvonalat (PC-9; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
és primer normal human tiidé fibroblaszt (NHLF; Lonza, Basel, Switzerland)
sejteket hasznaltunk. Az A549-es sejtvonalat komplett DMEM médiumban
tenyésztettiik (10% borjl szérum, 1% L-glutamin, 2% penicillin/sztreptomicin,
1% HEPES, 1% nem-esszencialis aminosavak, 1% PBS/B-mercaptoethanol). Az
EGFR mutans PC-9 sejtvonal tenyésztése RPMI 1640 médiumban tértént (10%
borju szérum, 1 % L-glutamin és 2% penicillin/sztreptomicin). A primer normal
human tid6é fibroblaszt tenyésztési koriilményei a gyarto altal eldirt protokoll
alapjan torténtek (Lonza, Basel, Switzerland). A sejteket paras kornyezetben,
37°C-on 5% CO»-tartalmi inkubatorban tenyésztettiik. Az ¢él6 sejtek
mennyiségének meghatarozasat tripankék festéssel vizsgaltuk Biirker-kamraban.

In vitro haromdimenzidés (3D) tiidé modell

A 3D ko-kultirakhoz human adenokarcinéma sejtvonalakat, a betegmintakbol
szarmaz6 primer tiidé tumorsejteket, valamint primer human tid6
fibroblasztokat hasznaltunk. A tumorsejtek/sejtvonalak és a primer human tiidé
fibroblasztok 1:1 aranya sejtszuszpenzids keverékét nem kitapadd sejtekre
szolgald, U-alju 96-lyuka lemezre (Corning, New York, USA) mértiik, ezt
kovetéen 10 percig centrifugaltuk 600 rcf sebességgel. Az aggregatumokat
RPMI:FGM, valamint DMEM:FGM tényeszt6 médiumok 1:1 aranyu
keverékében tenyésztettiik. 24 oras inkubalast (37°C, 5% CO,) kovetden az
Osszeallt aggregatumokat tovabbi kisérleteinkre hasznaltuk fel.



Rekombinans fehérjék és hatéanyagok
A sejttenyészetek kezeléséhez sziikséges hatdanyag higitasokat 1 mg/ml

s

kiindulva végeztiik el. A tisztitott, rekombinans IL-6 és IL-8 fehérjéket (R&D
Systems, Minneapolis, USA) 1% BSA PBS-ben oldottuk be, 100 pg/ml-es

s

Sejt életképességi vizsgalat

A két-, és haromdimenziés ko-kultirakhoz a primer human tiid6é fibroblasztok
tiidéadenokarcindma sejtvonalakkal, valamint a betegmintak feldolgozasabol
nyert tiidéadenokarcinoma sejtekkel 1:1 aranyban dsszeallitott sejtszuszpenzioit
hasznaltuk. 24 o6ras inkubalast kovetoen a médiumot leszivtuk a szferoidokrol,
majd hatdéanyag tartalmi médiummal kezeltilk meg 48 6ras iddintervallumban
az alabbi hatéanyag koncentraciok alkalmazasaval: 100 nM erlotinib, 30 nM
ciszplatin, 100 ng/ml IL-6. A kezelés végén 100 ul médiumot a mintakon hagyva
100 ul frissen feloldott CellTiter-Glo® reagenst (Promega, Madison, USA)
pipettaztunk a lyukakba. A lemezeket 2-5 percig razattuk, majd 10-25 perc
szobahOmérsékleten torténd inkubalast kovetéen mértik a mintak
lumineszcenciajat fehér, 96-lyuku lemezen. A méréseket EnSpire® Multimode
plate-olvason végeztiik (PerkinElmer, Waltham, USA).

RNS izolalas

A mintakat 350 pl RAL1 lizis pufferben homogenizaltuk, majd a nukleinsav
izolalashoz NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) izolacios
Kit-et hasznaltunk a gyarto leirdsa szerint. A genomialis DNS szennyez6dés
eltavolitasa oszlopon, RNaz-mentes DNéazzal valo emésztési Iépésben tortént. A
spektrofotométer segitségével hataroztuk meg (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA).

c¢DNS szintézis

A cDNS szintézist High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, USA) segitségével végeztiik el, reakcionként 1 pg
RNS mintat, valamint a kit random hexamer primerjeit felhasznalva a gyart6 altal
eléirt protokoll szerint.

Valés idejii kvantitativ PCR (qPCR)

A cDNS szintézist kdvetden génexpresszios vizsgalatokat végeztiink kvantitativ,
valos-idejli polimeraz lancreakcid segitségével. A reakcidohoz HighROX
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SensiFast SYBR Green Master Mixet (BioLine, London, UK) és génspecifikus
primereket hasznaltunk. Az amplifikaciot StepOne Plus Real-Time PCR System
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) késziiléken végeztik. A mérési
adatokat StepOne szoftverrel analizaltuk, haztartasi génként human pB-aktint
hasznaltunk.

Citokin mérés

A hatéanyag kezelés hatasara felszabadulo citokinek mennyiségi vizsgalatat
aramlési citometrias gyongy array (Cytometric Bead Array (CBA), Human IL-
6/ IL-8 Flex Set Assays, BD Biosciences, San Jose, USA) segitségével végeztiik.
A vizsgalatokat a betegmintak laboratoriumi feldolgozasabol szarmazo
daganatsejtek, valamint PC-9 tiidéadenokarcinéma sejtvonalak felhasznalasaval
készitett haromdimenzids szévettenyészeteken végeztiik el a gyari protokoll
eloirasait kovetve. Roviden Osszefoglalva a kovetkezd protokollt alkalmaztuk:
50 pl higitott feliiliszot 50 ul befogo antitest-gyongy keverékhez adtunk, majd
szobahémérsékleten, sotétben 1 oOrdn keresztiil inkubaltuk. 50 pl
phycoerythrinnel ~ (PE) jelolt detektald  antitest hozzaadasa utan
szobahémérsékleten, s6tétben tovabbi 2 oran keresztiil inkubaltuk. Ezutan a
mintdkat 1 ml mosé pufferrel mostuk 5 perc 2000 g-n toérténd centrifugalassal,
végil 300 pl mosod pufferben reszuszpendaltuk. A mintak citokin
koncentraciéjanak mérése BD FACS DIVA V6 szoftverrel ellatott BD
FACSCanto II tipust aramlasi citométerrel (BD Immunocytometry Systems,
Erembodegen, Belgium) tortént és az adatokat FCS Express V3 szoftverrel
értékeltiik ki.

Drogtranszporter fehérjék aktivitisanak mérése

A multidrog rezisztencia fehérjék funkcionalis aktivitisinak mérését eFluxx-
ID® Green multidrug resistance assay kit (Enzo Life Sciences, Farmingdale,
NY, USA) felhasznalasaval végeztiik el a gyartoi eldirast kovetve. Az esszéhez
PC-9 tiildéadenokarcindéma sejtvonalak  felhasznalasaval  készitett
haromdimenzios szovettenyészeteket steril 1x PBS-ben atmostuk, majd 1 ml
Accumax™ oldattal (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) kezeltiik. Az egysejt-
szuszpenzid elérése utan a sejteket a higitott drogtranszporter inhibitorokkal
37°C-on 5 percig inkubaltuk. Azutdn a mintakhoz higitott eFluxx-ID® Green
festéket adtunk és 37°C-on 30 percig inkubaltuk. A sejtviabilitas
monitorozasahoz propidium-jodid festést alkalmaztunk. A méréseket BD
FACSCanto II tipusu aramlasi citométerrel (BD Immunocytometry Systems,
Erembodegen, Belgium) végeztiik, mérésenként 1x10* eseményt regisztralva. A
multidrog rezisztencia aktivitasi faktort (MAF) a kovetkezd képlet alapjan
szamoltuk: 100*(MFIinn—MFIlo)/MFlim, ahol MFlim és MFIo az inhibitor
jelenlétében ¢és hianyaban mért atlag fluoreszcens intenzitds. A sejtek



fluoreszcencia intenzitdsa a funkcionalé multidrog rezisztencia fehérjék
aktivitasaval forditottan aranylik.

Karcolasi sejtvandorlas vizsgalat

Az A549 és PC-9 sejteket 3x10* siirliségben 24-lyuku sejttenyésztd edénybe
tettiink ki (Corning, New York, USA). Egy éjszaka inkubaciot kovetben a
letapadt, konfluens sejttenyészeteket 200 ul-es steril heggyel karcoltuk meg
(,,scratch assay”), szabad felszint teremtve a sejtek vandorlasdhoz. A sejtekhez
friss, 10% FBS-t és a hatdanyagokat - ciszplatin (30 nM), erlotinib (100 nM), IL-
6 (100 ng/ml), IL-8 (100 ng/ml) - tartalmazé médiumot tettiink. Azonnal a
kezelést koveten, valamint 12 6ras inkubaciods idé utan EVOS fénymikroszkop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) segitségével fényképeket
készitettiink. A képeket Image J szoftver (National Institutes of Health, Bethesda,
USA) segitségével elemeztiik.

Sejtek migracios kapacitasanak vizsgalata

A sejtek migracios kapacitasat sebgyogyulasi (,,wound healing”) teszttel is
vizsgaltuk (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany). Az EGFR
mutans PC-9 és a KRAS mutins A549 tiidéadenokarcinéma sejteket 25 cm®-es
sejttenyésztd flaskaban tenyésztettiik 80% konfluens réteg kialakulasaig. Ezt
kovetéen 200 pl nanorészecskéket (NanoShuttle-PL) tartalmazé oldatot tettiink
a sejttenyészethez, amelyek a sejtmembranhoz kotédve elektrosztatikus tton
magnetizaltdk a sejteket. Egy ¢éjszakan at tartd inkubacio elteltével a
sejttenyészetekbdl egysejt-szuszpenzidt készitettiink és 1,2x10° sejtsiiriiségben
6-lyuku sejttaszito feliilettel rendelkezd sejttenyésztd lemezre mértiik. A lemez
tetejére a sejtek lebegését, valamint a sejt kozotti allomany (extracellularis
matrix) kialakuldsat szolgalé magnest helyeztiink. 5 6ras inkubaciot kdvetden a
sejteket Osszegylijtottiik és 2x10° sejtstirtiségben 24-lyukl sejttaszitd feliilettel
rendelkezd sejttenyésztd lemezre mértiik. A sejtek gylrti formaban torténd
értiik el. Végiil a sejtek 30 nM ciszplatinnal és 100 nM erlotinibbel torténd
kezelésérol és a migraciora gyakorolt hatasanak monitorozasardl a kovetkezo
idépontokban fényképeket készitettiink EVOS FL Imaging System segitségével:
O0h,6h,12hés24h.

Statisztikai kiértékelés

Munkank soran a diagramokon az adatok atlagat és az atlagok standard hibajat
abrazoltuk (£ SEM). A statisztikai elemzés SPSS 20 (IBM) szoftverrel tortént,
Student-féle t-proba és egy-utas ANOVA (Bonferroni post hoc) tesztek
segitségével. Szignifikans eredménynek minden esetben a p<0.05 értékeket
fogadtuk el.



EREDMENYEK

Erlotinib és ciszplatin kezelés hatasa primer tiid6adenokarcinoma
betegmintakon

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Sebészeti Klinikajarol érkez6 human tiidé
adenokarcindma mintak laboratoriumi  feldolgozasaval eldallitott 3D
tumormodellben vizsgaltuk a ciszplatin és az erlotinib kezelés hatasat a sejtek
¢életképességére. Kisérleteink soran a ciszplatin és az erlotinib kezelés hatasara
eltéré érzékenység mutatkozott az EGFR és a KRAS mutacioval rendelkez6
betegek tekintetében. A varakozasainknak megfelelden azt tapasztaltuk, hogy az
EGFR mutacioval rendelkezé betegek in vitro 3D szdveti modelljében a tumor
sejtek nagyfoku érzékenységét mutattak az erlotinibbel torténé kezelés hatasara.
Ezzel ellentétben a ciszplatinnal torténd kezelés a vadtipust és a KRAS mutans
mintak esetében volt hatasos, drasztikusan csokkentve a sejtek életképességét. A
két leggyakoribb mutaciods statuszt dsszehasonlitva eredményeink azt mutattak,
hogy az in vitro 3D szovetkultrdban végzett kezeléseink eredményei jol
korrelalnak a klinikumban tapasztalt gyogyszerhatékonysaggal és hogy a
betegmintakbol felallitott 3D tidomodelliink alkalmas a klinikai terapia soran
alkalmazott hatéanyagok vizsgalatara.

IL-6 és IL-8 expresszié primer human tiidéadenokarcinémaban

Primer humén adenokarcindma mintakon, azon beliill KRAS mutans, EGFR
mutdns és vad tipusut mintdkon valds idejii kvantitativ PCR segitségével
vizsgaltuk a pro-inflammatorikus citokinek mRNS szinten torténd kifejezodését.
Az analizis soran az IL-6 molekula génexpresszios szintje az EGFR mutans
betegcsoportban, mig az IL-8 mRNS szintje a KRAS mutans betegcsoportban
volt magasabb.

Ciszplatin és erlotinib kezelés hatisa az IL-6 és az IL-8 expressziojara

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a ciszplatin és az erlotinib mono-, és
kombinacios kezelésben alkalmazva milyen hatassal van az IL-6 és az IL-8
molekuldk mRNS és fehérje szinten torténd kifejez6désére. Ehhez a nem
kissejtes tiidorak EGFR mutacioval rendelkezd adenokarcindma altipusat
reprezentald in vitro 3D tidémodellt (PC-9-NHLF) készitettiink és vetettiik ala
48 oras hatéanyag kezelésnek. Megvizsgalva az IL-6 ¢és IL-8 molekulak
termel6dését azt tapasztaltuk, hogy a ciszplatin csak 6nmagéaban, valamint
elékezelésként torténd hasznalatakor szignifikdnsan emelte mindkét vizsgalt
molekula termelését. Ezzel szemben az erlotinib kizarolagos hasznalata
csokkentette ezen interleukinok mRNS ¢és fehérje szintjét. A ciszplatint kdvetd
erlotinib kezelés soran azt tapasztaltuk, hogy az erlotinib képes volt a ciszplatin-
indukalta IL-6 és IL-8 fehérjeszekréciot gatolni.
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Az IL-6 szerepe a tumorsejtek tilélésében

Mivel az IL-6 molekula az EGFR mutans mintdkban magasabb szintet mutatott,
igy a vizsgalatainkat az IL-6 irdnyaban folytattuk tovabb. A tumorsejtek
tilélésében betoltott szerepének vizsgalatara az EGFR mutaciot hordozo in vitro
3D tiidémodelleket (PC-9-NHLF) humén rekombinans IL-6 el6kezelésnek
vetettilk ald a hatdéanyag kezelések eldtt. Az IL-6 el6kezelés hatasara minden
kezelési kondicié esetében emelkedett a sejtek életben maradasi képessége,
szignifikdnsan magasabb értékeket ciszplatin monoterapia, ciszplatint kovetd
erlotinib, valamint ciszplatin ¢és erlotinib egyiittes alkalmazdsa utan
tapasztaltunk.

Az IL-6 szerepe a multidrog rezisztenciaban

A fent leirt kisérleteink szerint az IL-6 minden kezelési kondici6 esetén indukalja
a sejtek ¢letben maradasi képességét, igy a tumorsejtek talélésének pozitiv
regulatora. Ezen belill vizsgaltuk annak a kérdését, hogy a tumorsejtek
¢letképessége  Osszefliggésbe hozhatdé-e a  drogtranszporter  fehérjék
megemelkedett szintjével és aktivitasaval. Irodalmi adatok egyértelmiien
Osszekapcsoljak, hogy a multidrogtranszporter fehérjék tumorsejteken vald
kifejez6dése hozzajarul a multidrog rezisztencia jelenségéhez, amely csokkenti
a daganatok kemoterapias kezelésének hatékonysagat. Az EGFR mutans in vitro
3D tiidémodelleket (PC-9-NHLF) huméan rekombinans IL-6 el6kezelésnek
vetettiik ald a hatéanyag kezelések elott €s harom, a hatéanyagok efflux
folyamataban szerepet jatszo molekula, az ABCG2, az ABCCI1 ¢és az ABCC5
mRNS szinten torténd kifejezodését vizsgaltuk. IL-6 elokezelés hatdsara az
ABCG?2 és az ABCCI szintjében minden kezelési kondicio esetén emelkedést
tapasztaltunk, mig az ABCCS5 csokkend tendenciat mutatott. Az ABCG2 és
ABCC1l pumpa-aktivitdsanak kvantitativ meghatarozasahoz funkcionalis
vizsgalatot is végeztiink. A rekombinans IL-6 molekula kizarolagos hasznalata
ugyan csOkkentette az ABCG2 aktivitasat, az IL-6 eldkezeléssel torténd
erlonitib-ciszplatin, valamint ciszplatin-erlotinib szekvencialis kezelések
azonban az ABCG2 fokozott aktivitasat mutattak. Ezzel szemben az ABCC1
aktivitasa kismértékben csokkent a kezeletlen kontrollhoz képest.

Gyulladasos citokinek szerepe a sejtmigracioban

A gyulladasos citokinek jelenléte fontos szerepet tolt be a progressziora ¢s
metasztazisra hajlamositd kdrnyezet megteremtésében. Igy vizsgalatainkat
tovabb folytattuk abban az iranyban, hogy a citokinek jelenléte befolyasolja-e a

s

ciszplatinnal vagy erlotinibbel egyiitt alkalmaztuk. Az IL-8 iranyaban végzett
kisérleteink soran hasonld migraciés mintazatot tapasztaltunk, mint az IL-6
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esetében. Az IL-8 ciszplatinnal egyiitt torténd alkalmazasa szignifikansan
migracidja azonban rekombinans IL-6 kezelés hatdsara nagyobb mértékben nétt
Osszehasonlitva az IL-8 kezeléssel. Az EGFR mutaciot mutaté PC-9-es sejtek
esetében az IL-6 nem volt szignifikans hatassal a sejtmigraciora, csak abban az
esetben, amikor erlotinibbel egyiitt alkalmaztuk. Erdekes modon azonban az IL-
8 gatolta a résosszezarodast, kiilondsképpen az erlotinibbel egyiitt. A ciszplatin
nem volt képes a lelassitani a résdsszezarodast, de IL-6 és IL-8 jelenlétében
nagyobb migraciot eredményezett.

TEZISEK

1. Szolgdlhat-e a betegekb6l nyert tidédaganatos — szévetminta
laboratoriumi  feldolgozdsaval torténd in vitro 3D tumormodell
felallitasa az egyes tiidddaganat tipusok reprezentaldsara és alkalmas-
e a klinikai terapia soran alkalmazott hatoanyagok vizsgalatara?

Az in vitro vizsgalatok biologiai modelljét sokaig a kétdimenzios Gn. egyrétegi
(,,monolayer”) sejtkultirak jelentették, azonban a sejt-, és szovettenyésztési
technikak fejlédésével egyre nagyobb teret hodit az 1j, haromdimenzids
vizsgalati rendszerek alkalmazasa. Mivel szerkezetiik és Gsszetettségiik kozelebb
all a valds tumor-mikrokornyezethez, igy lehetdvé valhat szamos betegség in
vitro szoveti modelljének el6allitisa és ezaltal tumorellenes hatdéanyagok
tesztelése is. Vizsgalatainkban az adenokarcindéma szovettani altipus in vitro 3D
szoveti modelljében kimutattuk, hogy EGFR mutacio esetén az erlotinib, mig
KRAS/EGFR vadtipus, valamint KRAS mutacio esetén a ciszplatin bizonyult
hatékonyabbnak. Megallapitottuk, hogy ezen eredmények korrelalnak a
klinikumban tapasztalt in vivo gyogyszerhatékonysaggal, és hogy a
betegmintakbol felallitott 3D tiidémodelliink alkalmas a klinikai terapia soran
alkalmazott hatéanyagok vizsgalatara.

2. Befolyasolja-e a kezelés sorrendje a tumorsejtek kezelésre adott
valaszat és a gyulladasi citokinek expressziojat?

A ciszplatin, valamint az erlotinib kezelés alkalmazéasanak sorrrendje eltérd
terapids valasszal parosult a tumorsejtek életképességére gyakorolt hatasanak
vizsgalataban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy kombinalt kezelésben a
ciszplatin els6dleges hasznalata drasztikusan csokkentette a tumorsejtek
életképességét, ezzel szemben az erlotinib elsddleges hasznalata kedvezdbb volt
a tumorsejtek életképességének szempontjabol. E megkdzelitésen tul kimutattuk,
hogy a terapia soran alkalmazott hatéanyagkezelések sorrendje kulcsfontossaga
szereppel bir a gyulladasos citokinek expressziojaban. EGFR mutaci6 esetén a
ciszplatin kezelés tovabb emelte a tiidokarcinogenezis folyamataban fontos
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termel8dését. Ezzel szemben az erlotinib képes volt a ciszplatin-indukalta IL-6
szekréciot gatolni. Ez a megfigyelés a kezelési sorrend kiemelt szerepét

cres

metasztazisképzés gatlasahoz.

3. Megvaltoztatia-e az |L-6 jelenléte a tumorsejtek kezelésre adott
valaszat?

A tumorsejtek tulélésében betoltott szerepének vizsgalataban kimutattuk, hogy
az IL-6 minden kezelési kondicid esetén indukalja a sejtek életben maradési
képességét. A progresszid megitélésének szempontjabol elmondhatd, hogy az
IL-6 a tumorsejtek talélésének pozitiv regulatora, amely az alkalmazott
hatdéanyagkezelés sikertelenségét okozhatja.

4. Ezen beliil vizsgaltuk annak a kérdését, hogy van-e dsszefiiggés a
tumorsejtek életképessége és a drogtranszporter fehérjék szintje kozott?

A tumorsejtek életképességének novekedésével parhuzamosan megallapitottuk,
hogy az IL-6 képes az ABCG2 és ABCC1 multidrog transzporter fehérjék mRNS
szinjtét megemelni. A génexpresszidos valtozasok mellett a funkcionalis
vizsgalatainkban az IL-6 6nmagaban alkalmazva ugyan csékkentette az AGCG2
aktivitasat, de a ciszplatin és erlotinib szekvencialis kezelésekkel egyiitt az
ABCG2 megndvekedett aktivitasat valtotta ki. Eredményeink igazoljak azt a
feltételezésiinket, hogy a tumorsejtek efflux transzportereinek kifejez6dését a
gyulladasos mikrokdrnyezet az 1L-6 révén képes oly modon megvaltoztatni,
amely a tumor progresszidjahoz vezethet.

5. Szerepetjatszik-e az IL-6, valamint az IL-8 a tumorsejtek migrdcidjanak
szabalyozasaban és ezaltal a metasztazisképzésben?

A tumorsejtek migracios folyamatait vizsgald kisérleteink eredményei azt
mutattak, hogy az IL-6 és IL-8 citokinek pozitiv szabalyozoként mitkodnek a
KRAS mutans A549 adenokarcinoma sejtek esetében, fokozva a sejtek
migracios képességét. Az EGFR mutans PC-9 sejtek tekintetében azonban az IL-
6 és IL-8 ellentétes irany hatasat tapasztaltuk. Mig az IL-6 fokozta, az IL-8
gatolta a sejtek vandorlasat. Osszességében feltételezhetjiik, hogy ezen citokinek
mutaciofiiggd médon képesek szabalyozni a sejtek migraciojat és ezaltal a tumor
metasztazisképzo hajlamat.
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