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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ActD: Aktinomycin D

ADP: Adenozin difoszfat

ADM: adriamicin

ART: ADP-riboziltranszferaz

ATP: Adenozin trifoszfat

BSA: Bovine serum albumin

CTR: Kontroll

CDP: ciszplatin

DAPI: 4',6-Diamidin-2-fenil-indol
dihidroklorid

DDR: DNA damage response
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s
medium

DNA: Deoxyribonucleic acid

DNS: Dezoxiribonukleinsav

DOX: Doxorubicin

DSB: Double strand breaks

ECAR: Extracellular acidification rate
ECL: Enhanced chemiluminescence
FBS: fotalis borjuszérum

FCCP: Carbonyl cyanide-4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazone
FITC: Fluorescein isothiocyanate
HCA: High Content Analysis
HDMTX: metotrexat

HRP: Horseradish peroxidase

IF: ifoszfamid

KO: Knockout

LDH: Laktat dehidrogenaz

MRNA: Messenger RNA

NA: nikotinsav

NAADP: a nikotinsav-adenin-dinukleotid-
foszfat

NAD: Nikotinamid adenin dinukleotid

Nam: Nikotinamid

NAMPT: Nikotinamid
foszforiboziltranszferaz

NEC1: Nekrosztatinl

NMN: Nikotinamid mononukleotid
NMNAT: Nikotinamid mononukleotid
adenililtranszferaz

NMNAT1: Nikotinamid mononukleotid
adenililtranszferaz -1

OCR: Oxygen consumption rate

OLA: Olaparib

OS: Osteoszarkéma

PAR: Poli-ADP-rib6z

PARP1: Poli-ADP-rib6z polimeraz 1
PARPI: Poli-ADP-rib6z polimeraz inhibitor
PARylation: Poli-ADP-ribozilacié

PBS: Phosphate-buffered saline

PET: pozitron emisszios tomografia
PMSEF: fenilmetilszulfonil-fluorid

Rb: Retinoblasztoma

RFP: Red fluorescent protein

RIOS: radiation-induced oszteoszarkdéma
RNA: Ribonucleic acid

RNS: Ribonukleinsav

SARM1 (sterile Alpha and Toll Interleukin
Receptor Motif-containing protein 1)
SDS: Sodium dodecyl sulfate

SEM: Standard error of the mean
SiRNA: Small interfering RNA

SIRT1: Sirtuinl

SRB: Sulforhodamine B

TCA-cycle: Tricarboxylic acid cycle
WT: Wild type



I1l. BEVEZETES

A daganatok kezelése soran, az esetek jelentds részében kemoterapiat
alkalmaznak. Ennek hat4sossaga azonban nem minden esetben éri el a kelld mértéket.
Ezen kivil, a kemoterapia a daganatos sejteken kivil az ép - kiilondsen a gyorsan novekvo
és 0szt0do - sejtekre is hatassal van. Ilyen sejtekbdl all a tapcsatorna nyalkahartyaja, a
szOrtliszok és a vér. Emiatt a kemoterapias kezelések legjellemzobb mellékhatasaiként
émelygés, hanyés, faradtsagerzes, laz, nyalkahartya-fekély, a hajszalak, szérszalak
elvékonyodésa és kihullasa jelentkezhet, fert6zések alakulhatnak ki [2]. Ezért
kiemelkedéen fontos a tumorsejtek ¢érzékenységének fokozasa, mely egyarant
szolgalhatja a kezelés fokozottabb hatékonysagat és a mellékhatasok csokkentését.

Az oszteoszarkdma egy rendkiviil agressziv tipusu tumor fajta. Foként a fiatalabb
korosztalyt érinti, a legtobb esetet a 10 és 30 év kdzotti korcsoportban diagnosztizaljék.
Becslések szerint évente egymillio ember kozil 3-4 embernél fejlodik ki [3, 4]. A daganat
az esetek talnyomo részében a hossz csontokban (pl.: combcsontban, a sipcsontban [1.
abra] és a felkar csontjaban) jelentkezik, de lapos csontokban is eléfordulhat (pl.:
allkapocscsont). A primer daganat mellett attétek is kialakulhatnak, melyek tobbsége a
tidoben lokalizalodik [5]. Mas daganatok sugarkezelése hosszu tavon szintén
oszteoszarkéma kialakuldsadhoz vezethet [6]. Noha az oszteoszarkdmas esetek tébbsége
szorvanyos eléforduldsu, bizonyos orokletes szindromak kisérd jelenségeként nagyobb
aranya el6fordulasardl szamoltak be. Példaul a tumorszuppresszor retinoblasztoma
fehérje (Rb) mutécidi a retinoblasztémaban [7], vagy a p53 Li-Fraumeni szindromaban
[8], valamint a DNS-javitd helikdz Werner fehérje mutacioi szintén tarsithatok az
oszteoszarkémahoz [9].

Az oszteoszarkoma kezelése altaldban neoadjuvans kemoterapiaval kezdddik,
amelyet az elsddleges tumor és az attétek mitéti eltavolitasa kovet. Az oszteoszarkoma
doxorubicin [10]. Az Eurdpai Unidban a liposzomaba kapszuldzott szintetikus muramil-
dipeptid-analégot, a mifamurtidot az Eurdpai Gyogyszerligyndkség is jovahagyta az
az Ewing-szarkdmanak, mely a csont- és az azt koriillvevo lagyrészt érint6 daganat tipus,
kezelésére az aktinomicin D-t is alkalmazzak [12]. Az Otéves tulelési arany az
oszteoszarkdéma stadiumatol, tipusatdl és altipusatol fligg, és 60% es 75% kdzott mozog



[13]. A meglehetésen gyenge terapias valaszkészség azt jelzi, hogy az oszteoszarkoma
betegek tulélésenek javitasa Uj terapias megkdzelitések kidolgozasat igényli.

A NAD" egy koenzim, amely részt vesz a normal szovetek redox reakcioiban,
valamint a tumor taléléséhez és novekedéséhez szilkseges anyagcsere-Utvonalakban. A
legnagyobb  mennyiséget azonban a NAD®' segitségével posztranszlacios
fehérjemodositasokat végzé poli (ADP-ribdz) polimeraz (PARP) és a sirtuin (SIRT)
enzimek hasznaljak fel [14, 15]. Ezek az enzimek részt vesznek tobbek kdzott a DNS-
hibajavitas, az anyagcsere, a génexpresszié szabalyozasaban [16-18]. A NAD* harom
kiilonb6zé tton szintetizalhaté [3. 4bra]: a Preiss-Handler uUtvonalon (PHP),
nikotinsavbdl; a de novo szintézis (DNP) sorén triptofanb6l; valamint a mentési
Utvonalon (SP) nikotinamidb6l (NAM) [19]. A NAD'-szintézis utolsé Iépését az
NMNAT enzimek katalizaljak, melyek ATP-b6l és NMN-bdl szintetizalnak NAD*-ot
[20].

Harom kiilonb6z6 human NMNAT izoenzimet fedeztek fel, amelyek szdveti
eloszlasban és szubcellularis lokalizacidban is kiulonbdznek egymastol. Az NMNAT1
enzim a sejtmagban, az NMNAT?2 a sejtek citoplazmajaban és a Golgi-testekben, az
NMNAT3 izoforma pedig a mitokondriumban lokalizalodik [20]. Az NMNAT1 sejtmagi
lokalizacioja, és a NAD'-szintézisben val6 részvétele miatt dsszefliggésbe hozhat6 olyan
sejtmagi enzimekkel, mint a Sirtuinl (SIRT1), és a poli-(ADP-ribdz)-polimeraz 1
(PARP1). Ismert, hogy az NMNATI1 expresszioja megemelkedik a sejteket érd
genotoxikus stressz hatasara, ezért valoszintisithetd, hogy az enzim fontos szerepet tolt
be a karosodott sejtek tulélésében [21]. Jelenleg még kevés informécidval rendelkeziink
az NMNATL1 tumorsejtben betoltott szerepével kapcsolatban. Eredményeink alapjan
azonban az NMNAT1 gétlasa tobb genotoxikus kemoterapeutikumra is érzékenyiti az
oszteoszarkéma sejteket, ezért specifikus NMNAT1 gatloszerek kifejlesztése egy Uj

irdnyvonal lehet az oszteoszarkma hatékony kezelésének szempontjabol.



I1l. IRODALMI ATTEKINTES

I11.1. Az oszteoszarkdma

I11.1.1. Az oszteoszarkéoma fontosabb jellemzéi és diagnosztikaja
Az oszteoszarkoma a csontszovet elsddleges rosszindulatu daganata. A daganat

az esetek tulnyomoé részében a hossza csontok kozépsd részében, az ugy nevezett
metaphysis rész¢ébdl indul ki [22] [1. dbra]. Ezen kivil, lapos csontokban is eléfordulhat,
példaul az allkapocscsontban [23].

Az oszteoszarkdmaban szenvedd betegeknél kialakulhatnak attétek, melyek az
esetek tilnyomo részében a tlidoben lokalizalodnak. Ezen attétek a vér és nyirokkeringés
utjan jutnak el a csontoktol a tiidébe [24]. A tiidoben kialakuld metasztazis jelenléte rossz
progndzist jelent az oszteoszarkdmas betegek szdméra [25]. A kemoterapias kezelések
bevezetése elbtt a betegek kb. 90%-a tiidé metasztazis miatt hunyt el [26].

Az oszteoszarkdéma Otéves talélési aranya kb 70% kozott mozog [27-29]. Az
attétek megjelenése esetén viszont mar csak 20% ez az arany [29, 30]. Az oszteoszarkéma
az 0sszes rosszindulat( daganat kb. 0,2% -a, becsiilt el6fordulasa 3 eset / 1 millio lakos /
év [31]. Barmilyen életkorban el6fordul, de a legtobb eset serdiilékorban kertil
diagnosztizalasra [32-34].

A diagnozis felallitdsa altalaban egy egyszerli rontgenfelvétel és szovettani
mintavétel segitségével torténik [35]. Viszont fontos meghatarozni az esetleges attétek
jelenlétét, melyhez mellkas rontgent vagy mellkas szamitogépes tomogréafiai (CT)
vizsgalatot alkalmaznak [36]. A magneses rezonancia képalkotas (MRI) alkalmas a tumor
a lagy szovetekbe, a medullaris csatorndba, az iziletbe valé kiterjedésének
megallapitasara, valamint megmutatja a tumor kozelségét a neurovaszkularis
struktarakhoz. A Tc99 csontszkennelés detektalja a csontos metasztazisokat. A pozitron
emisszios tomografia (PET/CT) alkalmazéasanak eldnye a pontossag, az érzékenység és a
specifitas az oszteoszarkoma diagnosztizalasiban. Nemcsak az els6dleges elvaltozasok
¢s attétek diagnosztizalasahoz nyujt széleskori informaciot, hanem a neoadjuvans
kemoterapiara adott valasz szévettani kiertékeléshez és a progndzishoz is [37]. Biokémiai
markerként az alkalikus foszfatazt és a laktat-dehidrogenazt hasznaljak a prognozis és a
kezelési valasz meghatarozasara. A biopszia megerdsiti a diagnozist és feltarja a tumor
stadiumat. A végtagok szarkomaihoz leggyakrabban a rosszindulati mozgasszervi
daganatok stadiumozasara szolgalé rendszert és az Amerikai Egyesitett Rakellenes
Bizottsag (AJCC) stadiumrendszereit hasznaljak [38-40].
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1. abra: Rontgenfelvétel a sipcsont (A) és combcsont (B) oszteoszarkomas elvaltozasarol
(forrés: [38])

I11.1.2. Az oszteoszarkéma terapiaja
Az oszteoszarkdma kezelése egyarant magaba foglalja a sebészi és a kemoterapias

eljardsokat. A sebészeti miitéti kezelés onmagaban gyakran sikertelen, az oszteoszarkoma
magas fokd mikrometasztazis-képzési tulajdonsaganak gyakorisdga miatt [24]. Ezért azt
ugynevezett preoperativ vagy neoadjuvans kemoterapia szokta megeldzni, melynek 6
célja a daganat méretének csokkentése, hogy a miitét soran minél kisebb mértékii
kimetszéssel lehessen a teljes daganatot biztonsagosan eltavolitani [35].

Az oszteoszarkoma kezelésében sugarterdpiat nem hasznalnak elsé vonalbeli
kezelésként. Egyrészt azért, mert az oszteoszarkdma nem sugarérzékeny tumor [41]. A
craniofacialis oszteoszarkomaban szenvedd betegeknél alkalmazott sugarterapia az
esetek nagy részében nem volt olyan sikeres, mint a tavoli attéteknél alkalmazva. Ennek
valdsziniileg az az oka, mert az arccsonton nagyobb nehézséggel jar a negativ miitéti
margé elérése [42]. Mésrészt pedig a sugarterapia inicializalhatja is oszteoszarkoma
kialakulasat. Az 6sszes csont tumor kb. 5,5%-at fokozott sugarterhelés okozza [43]. A
sugarzas okozta oszteoszarkoma (RIOS) a sugarterapia ritka késdi szévodménye lehet
olyan betegségek esetében, mint a retinoblasztéma, a Hodgkin-kor, az emldrak és a
kismedencei rak [44]. Mivel az oszteoszarkoma agressziv tumor tipus, és a miitéti

eltavolitasa mellett is viszonylag nagy a kidjulas gyakorisaga, ezért felmertil a lehetéség,



hogy a mitét, a sugarterapia és a kemoterapia kombinacidja fokozhatja a kezelés
hatékonysagét [45].

Az oszteoszarkdma kemoterapiaban alkalmazott szerek kdzé tartozik a ciszplatin,
a metotrexat és a doxorubicin [10]. Az Eurdpai Unidban a liposzomaba kapszuldzott
szintetikus muramil-dipeptid analdgot, a mifamurtidot az Europai Gydgyszerligynokség

Az oszteoszarkdma kezelésében hasznalt metotrexat (HDMTX), és a ciszplatin
(CDP) mellett meg gyakori a doxorubicin (adriamicin, ADM) eés ifoszfamid (IF)
alkalmazésa is, melyeket altaldban kombinéciéban alkalmaznak. Vagy a 4 gyogyszer
egylttes kombinacidjadt (HDMTX, CDP, ADM, IF) vagy pedig 3 gyogyszer
kombinaciéjat (HDTX, CDP, DM) hasznaljak a betegek kezelésére [46]. Az
oszteoszarkdéma egyik valtozatanak, az Ewing-szarkomanak a kezelésére az aktinomicin
D-t is alkalmazzék [12].

Az oszteoszarkdmék viszonylag nagy kemoterépiés dozisokra reagéalnak, raadasul
a jelenleg ismert kezelésekkel szemben nagyfokl rezisztenciat mutatnak, ami a betegek
kezelésének tobbségében jelentds problémat jelent, ez okozza a sikerteleniil kezelt esetek
90 %-at [47, 48]. A rezisztencia gyors kialakulasa, a visszaes6 betegségek mindosszesen
20% -os megmentési aranyaban is tiikroz6dik [32]. Az oszteoszarkdma tehat egy
rendkiviil ellenélld, agressziv tumorfajta, mely kezelésében egyértelmiien 0j perspektivak

szlikségesek, a betegek tulélési ratajanak javitasahoz.



I11. 2. A NAD* szerkezete és funkcioi

111.2.1. A NAD" szerkezete
A nikotinamid adenin dinukleotid (NAD") az €16 sejtekben megtalalhatd fontos

bioldgiai kofaktor. Felépitését tekintve egy niktonsavamid B-N-glikozidos kotéssel
kapcsolddik egy D-ribdzhoz; a D-rib6z 5° szénatomjahoz pedig egy adenozin kapcsolodik

egy pirofoszfaton keresztil [49] [2. &bra].

]
?f N NH;
0=P—0 N
o)
OH OH NH,
N S
N
_ <)
0=P—0 N— P
3 o)
OH OH
2. abra A NAD+ szerkezete (forras:[50])

111.2.2. A NAD™* szintézise
A NAD harom utvonalon keresztil — mentési, de novo, és Preiss-Handler

utvonalon - szintetizalédhat. A mentési Gitvonal [3. abra] felelds a kiilonbozé biologiai
folyamatokhoz folyamatosan szilkséges NAD* gyors regeneralasaért. A NAD*-ot
felhasznalé enzimek (pl. PARP, sirtuin enzimek, CD38) Nikotinamidot (Nam)
szabaditanak fel. A nikotinamid foszforibosziltranszferaz (NAMPT) a nikotindamidot,
nikotinamid mononukleotidda (NMN) alakitja. Illetve a nikotinamid ribozidbdl (NR)
nikotinamid ribozid kinazok a NMN-t képeznek [51]. Majd a nikotinamid mononukleotid
adenililtranszfer&z (NMNAT) NAD'-ot hoz létre azaltal, hogy az a NMN-re
adenililcsoportot hidrolizal az ATP-r6l [52].

A Preiss-Handler atvonal [3. abra] sordan a nikotinsavat (NA) a nikotinsav
foszforibozil transzferdz (NARPT) enzim, mig a nikotinsav ribozidot (NaR) a ribozid
kindz (NRK) enzim nikotinsav mononukleotidda (NaMN) alakitja, melyet az NMNAT
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enzimek adenin dinukleotidda alakitanak (NaAD™). Végil pedig a NAD szintetaz altal a
NaAD NAD'-da alakul [53, 54]

A de novo utvonal [3. abra] kiindulasi molekulaja a méj altal szintetizalt triptofan,
[55]. A triptofan a kynurenine Utvonal (&bran részleteiben nem mutatjuk) soran valo
atalakulasa soran kinolinsavat (QA)-t eredményez. A QA a Presiss-Handler utvonalba
kapcsolodik be ugy, hogy a Kkinolindt foszforiboziltranszferdz (QAPRT) enzim
segitségével NaMN-é alakul [1].

Preiss-Handler ##vonal mentesi utvonal

Nikotinsav Nikotinsa | sirtuinok |
(NA) ribozid (NaR
| PARPok | \ | CD38 |
NAPRT RIS NAD+

fogyasztok

Adenin
dinukleotid

Nikotinsav

(NaMN) NADS

A

Nikotinamid
(Nam)

QAPRT \
Kinolinsav (QA) s
Nikotinami
mononukleotid

A de novo utvonal
NAD* Nikotinamid

Nikotinamid
ribozid

2’-0-acetyl-ADP-rib6z
+

Akcepto \ PAR Akcepto NAD * Nikotinamid
fehére fehérie |
Nl poli(ADP-riboz) k —

RS OT

ADPribGz Nat Acetilslt fehérje  Deacetillt fehérje
C"J’L*_, A ey szubsztrat szubsztrat

B Nte C

3. dbra. A panel: NAD™ - bioszintézis Gtvonalai [1]. B. panel: NAD™ szerepe a
PARilaciéban. C panel: NAD™ szerepe a SIRT1 fiiggd deacetildcioban.
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111.2.3. A NAD* szerepe a redoxireakciokban
A NAD" legismertebb funkcidja az elektrontranszport. Redoxireakcidnak

neveziink minden olyan kémiai reakciot, mely az oxidacios allapot (oxidacids szam)
megvaltozasaval jar. Ezen reakcidok soran a reakcioban résztvevd egyik reakciopartner
felvesz, a masik pedig lead elektron(oka)t. Az NAD oxidalt formajat oxidacios
allapotanak megfeleléen NAD"-ként jeloljuk. A NAD™ két elektront és egy protont képes
felvenni, és ekozben az elektronszerkezete aroméasbol kinoidalisa valtozik, redukalt
NAD-da, (NADH) alakul [56]. A NAD" kritikus fontossaghi minden él8 életforma
anyagcsereje szempontjabol, szabalyozza a dehidrogendzok aktivitasat, amelyek tobb
katabolikus Utvonalban is szerepet jatszanak, beleértve a glikolizist, a glutaminolizist és
a zsirsav-oxidaciot. A NAD®' az energiatermelés kozponti metabolitja, amely
elektronhordozoként szolgal a glikolizis és a trikarbonsav (TCA) ciklusban, melyekbdl
az elektronokat az elektrontranszport-lancnak juttatja el. Ezaltal az eukariotak hatékonyan
képesek adenozin-trifoszfatot (ATP) képezni. A NAD" foszforilezhetd is, igy NADP*
képzddik, amely hidrid -akceptorként NADPH képzdédéséhez vezet, és az oxidativ stressz
elleni veédelemben, valamint az anabolikus Utvonalakban, példaul zsirsavszintézisben
vesz részt [57]. A metabolikus kofaktor szerepe mellett a NAD* jelatviteli molekula

szerepet is betolt [58].

111.2.4. A NAD" jelatvitelben betoltott szerepe
A sejtek koros elvaltozasa a metabolikus utak alapvetd atrendezédésével jar. A

gyorsan proliferald sejtek anyagcseréjének egyik f6 jellemzdje a fokozott glikolitikus
aktivitdsa, még akkor is, ha megfeleld mennyiségii oxigén all rendelkezésre. Mely ebben
az esetben nem csupan a sejtek energiaigényét, hanem a pent6z-foszfat Gtvonalon
keresztill a fokozott sejtosztddashoz sziikséges megndvekedett nukleotid-igényt is
kiszolgalja. Ezt nevezzik Warburg-effektusnak [59]. A Warburg-effektus soran a
tumorsejtek a fokozott glikolitikus aktivitashoz szilkséges nagyobb mennyiségii oxidalt
NAD™ regeneracioja céljabol nagy mennyiségii laktatot termelnek. Vagyis ahelyett, hogy
a NADH elektronokat szolgaltatna a mitokondrialis légzési lancba, a citoszolikus NADH
nagy része regeneralddik, piruvat laktatta redukalasaval [60]. A NAD™ részt vesz a mono-
és poli-ADP ribozilacié6 mechanizmusaban, a SIRT-fiiggé fehérjék deacetilezésben, a
ciklikus ADP-ribdz és a nikotinsav-adenin-dinukleotid-foszfat (NAADP) eldallitasaban

[61, 62]. Ezen felil, a NAD'-figgd jelatviteli utvonalak részt vesznek szamos
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nélkilozhetetlen bioldgiai folyamatban, ugy mint a transzkripcio , a sejtciklus, és a
sejtanyagcsere szabalyozasaban a DNS-hibajavitdsban, és a cirkadian ritmus

fenntartasaban [60].

111.2.4.1. A NAD" szerepe a PARIlacio folyamataban
Az ADP-ribozilaciét az ADP-ribozil-transzferazok (ART-ok) katalizaljak [63].

Az emlésok ART-szupercsaladjanak két f6 csaladja az ARTD és az ARTC. A széles
korben hasznélt elnevezés a PARP, mely az ARTD csaladba tartozik. A PARP-ot a
jelenleg hasznélt nomenklatura alapjan 6nallé névnek tekintik és igy javasoljak hasznalni,
nem pedig a poli-ADP-ribdz-polimeraz réviditésének [64].

A PARP enzimcsalad jelen ismereteink szerint 17 tagbol &ll [65], a fehérjecsalad
minden tagjat kiilon gén kodolja, viszont mindegyikre jellemz6 egy 50 aminosavbol allo
konzervalt szekvencia, a ,,PARP signature sequence”, ami a katalitikus doménben
helyezkedik el [58, 65]. Ez a PARP-okra jellemz6é szekvencia a gerinces él6lények
korében 100%-o0s homoldgiat mutat [66].

Az enzimcsalad legtdbbet tanulmanyozott tagja, a PARP-1 (ARTD1), mely az
enzimcsalad human sejtekben a legnagyobb mennyiségben eléfordulo tagja. Génje az 1.
kromoszéman taldlhatd meg, mely egy 1014 aminosavbol felépiild, kb. 113kDa
molekulatomegii fehérjét kodol [65]. A fehérje harom f6 doménbdl épiil fel: N-terminalis
DNS-koté doménbdl, amely két cinkujjat tartalmaz, az automodifikaciés doménbdl és a
C-terminalison elhelyezked? katalitikus doménbél [67].

A PARPI, katalitikus aktivitisa soran nagy mennyiségii NAD"-ot hasznal. Részt
vesz olyan fontos sejtfolyamatok szabalyozasaban, mint a DNS-replikacio, a
génexpresszio, a DNS-javitas, a sejtadhézié és a migracio [68]. Legismertebb funkcidja
a DNS-torések érzékelése és a baziskihasitasos hibajavitas eldsegitése [69]. A DNS-torést
kovetben az enzim aktivalodik, a két Zn-ujj domén segitségével, nagy affintassal kotédik
a DNS-hez [70]. Ezutdn a NAD™-b6l, mint szubsztrat molekulabél ADP-rib6z
polimereket szintetizal, és specifikus célfehérjékhez kapcsolja Oket, beleértve a
hisztonokat, a transzkripcids faktorokat és magat a PARPl-et (Ezen folyamatok
Osszefoglaldsa lathatd a 3. &bra B panelen). Ez a fehérjemodositas kiemelkedéen fontos
a DNS-javitdo komplexek toborzasa, és mas fontos sejtes események szabalyozasanak
szempontjabol, beleértve a transzkripciot, az apoptdzist és a sejtciklus-szabalyozast [71].
A poli-ADP-ribozilaci6 NAD"-felhasznalasa a DNS-karosodas mértékétdl fiigg [72].

Tulzott mértékii DNS-karosodds a PARP tulaktivalasa révén kimeritheti a NAD*-ot,
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ezéltal lassitva a glikolizis, az elektronszallitas és az ATP-képzddés sebességét.
Endothelsejtek és a cardiomyocytdk esetében kimutattdk, hogy funkcionalis
karosodasukhoz vagy nekrotikus pusztulasukhoz vezet [67, 73, 74].

A PARIlacidhoz sziikséges NAD™ eléallitasaban az NMNAT1 enzim fontos
szerepet jatszik. TObb bizonyiték is van arra vonatkozoan, hogy NMNAT1 enzim
kiemelkedd jelent6ségli a PARP1 kozvetlen NAD™ -ellatasdban. A PARPL (gy jut az
aktivitasahoz sziikséges NAD'-hoz, hogy az altala szabalyozott promoéterekhez iranyitja
az NMNAT1-et. Ezen felll, a két fehérje kdlcsonhatasa fokozza a PARP-1 enzimatikus
aktivitasdt a NAD'-termeléstdl fiiggetlentil [75]. Feltételezhetd, hogy az NMNATI
hasonloan segiti a PARP1 mitkddését a DNS hibajavités inicidcidja soran is.

Tumorbiologiaban betdltott szerepét szamos kozlemény megerdsiti [76-78]. Az
utobbi évtizedekben a PARP1 enzim gatldsa egy tjszerli rakterapids lehetdségként jelent
meg. A Klinikumban alkalmazott PARP-inhibitorok (PARPI) hatdsossagat kimutattak
petefészek - és mellrak sejtekben amelyek BRCA1 vagy BRCA2 mutaciot hordoztak.
Ezek a fehérjék a homoldg rekombinacioval torténd DNS hibajavitasban vesznek részt.
Mutaciojukkal ez a funkcid sériil, ezért a baziskihasitasos hibajavitast is legatolva (PARP-
gatlas), az un. szintetikus letalitas Gtjan fokozottan érzékennyé tehetjiik ezeket a sejteket
[69, 79]. A PARP inhibitorok 6nmagukban alkalmazva, vagy DNS-karositd kezelésekkel
kombinalva a fentiek alapjan fokozhatjak a terapia hatasossagat. A PARP-inhibitorok
kemoszenzitizal0 hatdsat tapasztaltdk temozolomid DNS-alkilezd agenssel vagy a

topoizomerdz inhibitor topotekannal kombinélva [80, 81].

111.2.4.2. ANAD" szerepe a SIRT fiiggd deacetilicioban
A sirtuin enzimek szamos fiziol6gias és patoldgias folyamatban szabalyozé

szerepet toltenek be, beleértve az Oregedést, a neurodegeneracidt, az elhizast, a
kardiovaszkularis korképeket, a gyulladast és a rakot [82, 83]. A sirtuin enzimcsaladnak
7 tagja ismert az eml6s sejtekben (SIRT 1 - SIRT 7), amelyek mindegyike a 1. osztalyd
hiszton-deacetilazokhoz (HDAC) tartozik. Ezek szerkezetiikben, lokalizaciojukban és
funkciojukban is kilénbdznek egymastol [84].

A Sirtuinok enzimatikus aktivitdsuk soran egy acetilcsoportot tavolitanak el
célfehérjék lizin aminosavmaradékairol egy kétlépéses folyamatban: elészor a NAD™ -ot
nikotinamidra és ADP-rib6zra hasitjak, masodszor pedig a célfehérje acetilcsoportjat
tovabbitjak az ADP-ribdzra, igy egy kdztes molekula a peptidil-ADP-rib6z képzbdik. Ezt

kovetden O-acetil-ADP-ribdz szabadul fel [85] (Ezen folyamatok 6sszefoglalasa lathato
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a 3. abra C panelen). A sirtuin csalad egyes tagjai olyan acilezési reakciokat kozvetitenek,
mint a szukcinilezes, malonilezeés és zsirsav-acilezés [86], ezek sejtfunkcidi egyelére nem
teljesen tisztazottak [87]. A SIRT4 és a SIRT6 ADP-riboziltranszferazokként is
funkcionalnak [88, 89].

A p53 tumorszuppresszor fehérje a SIRT1 kolcsonhatod partnere, igy képesek
egymas miikodésének befolyasolasara [90]. Példaul a p53 stlyos DNS-karosodéas esetén
torténd aktivacioja szilkséges a SIRT1 aktivaciojahoz, mely deacetildz funkciojat ellatva
a p53 acetilaciot gatolja [91]. A SIRT1 altali p53 deacetilalcio gatolja az apoptozist,
ezaltal eldsegiti a sejtek talélését.

Mivel a SIRT1 Kkatalitikus aktivitasahoz szubsztratként NAD'-ot hasznal,
megfeleld6 mennyiségii NAD* hianyaban a SIRT1 nem képes ellatni a deacetilaz
funkciojat. Ezaltal az p53 acetilaciojanak mértéke megemelkedik [92]. A magas p53-
acetilacids szint a sejtciklus leallaséhoz és apoptézis indukcidjahoz vezethet. A p53
fehérje deacetilacidjanak elmaradasa esetén megfigyelhet6 a pro-apoptétikus gének, mint
pl. a PUMA, NOXA és a BAX indukcioja [93].

A Bcl-2 csaldd tagjai az apoptozist fokozO tumorszuppresszor gének koze
tartoznak, amelyek kulcsszerepet jatszanak az apoptotikus kaszkadban [94]. A PUMA a
mitokondridlis membranban helyezkedik el, és egy BH3 doménen Kkeresztil
kolcsonhatasba 1ép a Bcl-2-vel és a Bcl-xL-lel. Amikor az apoptotikus stimulusok
indukaljak a PUMA expressziojat, a PUMA kotédik a Bel-xL-hez, ezéltal felszabaditva
a Bax-ot [95]. A Bax transzlokal a mitokondrilis membranhoz, megkéti a citokrom c-t
és multimerizalja az Apaf-1-et [96].

A p53 a sejtciklus regulaciojaban is szerepet jatszik, a p21 (WAF1/ CIP1)
expresszidjanak szabalyozasaval. A p21 egy ciklinfiiggd kinaz inhibitor, a sejtproliferacio
fontos negativ szabalyoz6ja. Amennyiben az p53 fehérje acetilacidja megnd, a p21
ciklinfliggé kinaz inhitor mennyisége is emelkedik, ami ez altal a sejtciklus leallasat

idézheti eld [97].

111.3.1. Az NMNAT enzimek
Az NMNAT enzimek a NAD™ eldallitasaban vesznek részt, a mentési Gitvonalon

és a Preiss-Handler utvonalon keresztil.
A mentési Utvonal [3. abra] soran a nikotinamid foszforibosziltranszferaz
(NAMPT) a nikotindamidot (Nam) nikotinamid mononukleotidda (NMN) alakitja. Illetve
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a nikotinamid ribozidb6l (NR) nikotinamid ribozid kindzok a NMN-t képeznek [51].
Majd az NMNAT enzimek NAD'-ot hoznak létre azaltal, hogy az a NMN-re
adenililcsoportot hidrolizalnak az ATP-rél1 [52].

A Preiss-Handler Gtvonal [3.4bra] esetén a nikotinsavat (NA) a nikotinsav
foszforibozil transzferdz (NARPT) enzim, mig a nikotinsav ribozidot (NaR) az ribozid
kindz (NRK) enzim nikotinsav mononukleotiddd (NaMN) alakitjak &at, melyet az
NMNAT enzimek adenin dinukleotidda alakitanak (NaAD®). Végil pedig a NAD
szintetaz altal a NaAD NAD*-da alakul [53, 54].

Az NMNAT enzimeknek 3 izofom4ja ismert. Az NMNATL1 a sejtmagban, az
NMNAT?2 a citoplazmaban és a Golgi-testben, az NMNAT3 pedig a mitokondriumban
lokalizalodik [20]. Az NMNAT1 izoforma sejtmagi lokalizacidja és funkcidja miatt
0sszefliggesbe hozhato6 olyan sejtmagi enzimekkel, mint példaul a SIRT1, és a poli-ADP-
rib6z-polimeraz 1 (PARP1), melyek a nuklearis NAD*-készlet 6 fogyasztoi [14, 15]. Az
NMNAT1 homozigdta hianya az egerekben embrié korban elhaldst okoztak, mig a
heterozigota NMNAT1-hiany esetén normalis fejlédést figyeltek meg [98].

111.3.2. Az NMNAT enzimek szerepe az idegsejtekben
Az NMNATL1 enzimnek eddig leginkabb idegrendszerben betoltott szerepét

tanulmanyozték. Ismert, hogy az NMNAT-1 jelenléte véd a hipoxia okozta dendrit-
degeneracioval szemben [99] és jelentds szerepét mutattak ki az axonalis degeneracid
lassitasaban is [100-102]. Kimutattak, hogy az NMNAT1 overexpersszidja Waller-féle
NMNAT1 enzim altal okozott SARML1 (sterile Alpha and Toll Interleukin Receptor
Motif-containing protein 1) - gatlds all, ami a degeneraciot gatolja [103]. A Leber
velesziletett amaurosis (LCA) egy genetikai betegség, amely az NMNAT fehérjékkel
tarsul, ez a gyermekek oérokletes vaksaganak egyik leggyakoribb forméja. Az NMNAT1
(LCA9, OMIM 608553) gén heterozig6ta vagy homozig6ta mutécidi olyan autoszomalis
recessziv allapotot eredményeznek, amelyet a latasvesztés és a retina degeneraciojanak
stlyos korai kialakulasa és gyors lefolyasa jellemez [104]. Eddig megkozelitéleg 30 olyan
mutaciorol szarmoltak be, amelyek az NMNATL1 gént érintik. Ezek kozott missense,

nonsense és splicing mutéciok is vannak [105-108].
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Az NMNAT masik két izoformajanak is fontos szerepe van az idegrendszerben.
Az NMNAT2, az NMNAT1-hez hasonléan endogén axon-fenntartd szereppel
rendelkezik, vagyis megbrzi az axonok épségét a Waller-féle axon-degeneracio
blokkolasaval [109]. Egérmodellek alapjan valdszintsithetd, hogy csokkent endogén
Nmnat2-expresszid és funkcid szerepet jatszhat az Alzheimer-kér és a tauopathia
neurodegenerativ korképekben [110, 111].

Az NMNAT3 enzim neuropreotektiv szerepérdl szadmoltak be agysériilést
kovetden, az agy gyogyulasi folyamataiban [112]. Egy genomialis asszociacids vizsgalat
soran Osszefiiggést taldltak a késon megjelend Alzheimer koér és az NMNAT3 gén mogott,

az ilyen mintakban nagy gyakorisagban fordult el6 az rs952797 SNP [113].

111.3.3. NMNAT1 szerepe a daganatokban
Az NMNAT-1 tumorokban betoltott szerepérél kevés informacid all

rendelkezésre. T. Song és munkatarsai 0sszefliggést talaltak az NMNATL1 heterozigbta
delécidja és DNS-karosodassal szembeni fokozott érzékenység kozott tiidédaganat
sejtvonalban, doxorubicinnel torténd kezelést kovetden [21]. Ez a hatas valdsziniileg
részben a fehérje-fehérje kdlcsonhatasoknak részben pedig az enzim katalitikus aktivitasa
révén elballitott NAD'- nak tulajdonithatunk. Mint azt korabban emlitettik, a NAD*
szerepét is érinti. A lokadlis NAD® -koncentraci6 valtozasa az egyes
sejtkompartmentekben vélhetéen idOvel kiegyenlitddhet, viszont a nuklearis szinten
jelentkez6 varatlan NAD-igenyt varhatoan nehezen tudjak kompenzalni a sejtek egy akut
genotoxikus stressz esetén.

A NAD* szamos metabolikus Gton, koztik a glikolizisben kozvetit
redoxreakciokat [114]. A rakos sejtek egyedilallo anyagcserével rendelkeznek a gyors
szaporodds fenntartdsahoz. Az anaerob glikolizis elényben részesitése normal
oxigénkorilmények kozott a rakos anyagcsere egyedulallo tulajdonsaga, amit Warburg-
hatdsnak neveziink. A fokozott glikolizis tAmogatja a nukleotidok, aminosavak, lipidek

és folsav képzodését is, melyek a rakos sejtek osztodasanak épitdkovei [115].
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IV. CELKITUZESEK

A daganatos betegség kezelésekor, az esetek jelentds részében kemoterapiat is
alkalmaznak, viszont ez nem mindig kelléen hatdsos. Ezen kiviil a kemoterapia a
daganatos sejteken tdl az ép - kiilondsen a gyorsan novekvo és osztddo - sejtekre is hatast
gyakorol. Ezért kiemelkedéen fontos a tumor sejtek érzékenységének fokozasa, mely a
kezelés fokozottabb hatékonysagaval és a mellékhatdsok csokkentésének lehetdségét
rejtheti. Az NMNAT fehérjék a sejtek NAD-szintézisében részvevd enzimek, ezaltal
szamos biokémiai folyamatot befolyasolhatnak [20]. Viszont a tumorsejtben betdltott
szerepével kapcsolatban kevés informacioval rendelkezink. Ezért munkéank sorén célul
tlztik ki:

e NMNAT1-expresszié vizsgalata human tumor sejtvonalakban

e NMNAT1-génhidnyos (knock-out) oszteoszarkoma sejtvonal el6allitasa és
ellendrzése és jellemzése

e Cisplatin kezelés hatasainak 6sszehasonlitdsa vad tipusi és NMNAT1 KO

oszteoszarkdéma sejteken

Munkank elsé részének eredményei alatdmasztjdk az enzim fontos szerepét a
daganatsejtekben cisplatin kezelést kovetden. Valoszinusitettlik, hogy nem a cisplatin az
egyetlen olyan vegyiilet, mely fokozott citotoxicitast mutat NMNAT1 KO sejteken. Ezért

munkank masodik részében a kovetkezd célokat fogalmaztuk meg:
e Nagy ateresztOképességli szlirdvizsgalat NMNATI1 hianyaban fokozott
sejtpusztulast okozo6 gyogyszer hatbanyagok azonositasanak celjabol
e A szlirés soran azonositott vegytiletek hatdsanak megerdsitése

e Egy, a sziirés soran azonositott vegyllet hatdsanak jellemzése vad tipusi és

NMNAT1 KO oszteoszarkdéma sejteken
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

V.1. Sejtkultdra tenyésztése

A human eredetii U20S oszteoszarkoéma sejtek tenyésztéséhez magas glikoz tartalmu
(4500 mg/l) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, #12-604F, Lonza, Basel,
Switzerland) tapfolyadékot hasznéltunk, melyet 10% FBS-sel, 5 % L-glutaminnal és 5%
penicillin-sztreptomicin oldattal egészitettiink ki. A sejtek tenyésztése a standard
sejttenyésztési korilmények kozott zajlott: 37 °C-on, 5% CO, tartalom mellett,
sejttenyésztd inkubatorban. A kisérletekhez az irodalmi ajanlasoknak megfeleld 25 alatti
passzazsszdmu  kulturat hasznaltunk. A sejteket mycoplasma kontaminaciora

rendszeresen teszteltik.

V.2. NMNATI1 KO sejtek eléallitasa Crispr-cas9 technikaval

Az NMNAT1 KO U20S sejteket Crispr-Cas9 technikaval allitottuk elé. A
transzfekciohoz sziikséges reagenst és kivettat a Lonza gyart6tdl rendeltiink (Amaxa®
Cell Line Nucleofector® Kit V). A gyart6 altal javasolt protokollt alkalmaztuk a KO
sejtek létrehozasahoz. A sejteket ~70-80 %-o0s konfluencia szintig novekedtek, ezt
kovetden tripszin segitségével emésztettiik fel Oket, majd pedig antibiotikum-mentes
médiumban vettiik fel (DMEM, #12-604F). Mintanként 10° sejtet gydjtottiink, melyeket
centrifugaldst kovetden (100g, 10 perc) 100 ul transzfekcids reagensben vettiink fel.
Ezutan 2.5 ul NMNATL1 CrisPR - és 2.5 ul Homology-directed repair (HDR) plazmidot
adtunk a sejtekhez. A sejteket azonnal transzfekcids kiivettaba mértik at, és Amaxa
Nucleofector 1l (Lonza) készilékkel, a gyari protokoll szerinti, U20S sejtvonalnak
megfeleld programmal transzfektaltuk (X-001). A transzfektalt sejtek szuszpenzidjat 6
lyukti platbe pipettaztuk, mely elére melegitett, antibiotikum-mentes sejttenyésztd
médiumot tartalmazott (DMEM, #12-604F, Lonza). A sejtek 24 6ran keresztll inkubaltuk
altalanos sejttenyésztési korilmények kdzott, majd a tapfolyadékot (mely tartalmazta a
transzfekcios reagenseket), sejttenyésztd fiilkében vakuum segitségével eltavolitottuk,
majd PBS-el 1x mostuk, és elémelegitett, penicillin (PEN) és sztreptomicin (STREP)
mentes magas glukdz tartalmi (4500 mg/l) DMEM téapfolyadékra cseréltiik at, mely 10%
FBS-sel, 5 % L-glutamint tartalmazott. Ezt kdvette a puromicin szelekcio 3 hétig, mely
soran a médiumot lecseréltiik olyan antibiotikum mentes (PEN/STREP mentes)
médiumra, mely 2.5 pg/ml puromicin antibiotikumot tartalmazott. A transzfekcid
hatékonysaganak vizudlis megerdsitésére a transzfekcids rendszer részeként red
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fluorescent protein (RFP) szolgalt, melyet fluoreszcens mikroszkdp segitsegével
detektalhatunk. Igy a puromicin szelekcidt koveten, a sejteket szortoltuk RFP
fluoreszencia alapjan BD LSR Il Cell Sorter (Franklin Lakes, New Jersey, USA) aramlasi
citométer segitségével. Az igy kapott egysejt-klonokat felszaporitottuk. Az NMNAT1
expresszidjanak hianyat mRNS szinten qPCR technikaval, fehérje szinten pedig western
blot modszer segitségével bizonyitottuk.

V.3. Western blot

Az U20S sejteket 100 pl RIPA-lizis pufferben vettik fel, mely protéz inhibitor
koktélt (#M221, VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA; 1:100) és foszfataz-
inhibitort (PMSF, 1:100; # PMSF-RO, Merck, Darmstadt, Germany) tartalmazott (RIPA
puffer 6sszetétele: 50mM Tris-Hcl [pH 7.4], 1%- NP40, 0,5 % Na-dezoxycholate, 0,1 %-
0s SDS, 150 nM NaCl, 2 mM EDTA és 50 mM NaF). A sejtek feltarasat szonikalassal
veégeztik el. Ezt kovetden, a sejttormeléket centrifugalassal tavolitottuk el (16100 g, 10
perc, 4 °C). A fehérje-koncentraciot a feliliszobol hataroztuk meg Direct Detect
infravords spektrométer (EMD Millipore Corporation, Burlington, Massachusetts, USA)
segitségével. Ezt kovetden, a lizatumokat 5 x minta-pufferrel (0sszetétele: 50% glicerin,
10% SDS, 100 mM DTT, 0,31 M Tris-Hcl, 0,01 % brémfenolkék és steril H.0) és B-
Merkaptoetanollal (5%) egészitettiik ki, majd 95 °C-on inkubaltuk 10 percig.

A mintakat a meghatérozott 0Osszfehérje-koncentracid alapjan 20 ug/pl
koncentracidban, maximum 20 ul/lyuk térfogatban vittiik fel a gélre (15 fésiis, 10 %-0s,
1,5 mm-es, hazilag ontott SDS-PAGE gél; A szeparald gél Osszetétele: H20, 30%
akrilamid, 0.8% bis-akrilamid, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4 %-0s SDS, 10% AMPER és
TEMED. A gyiijté gél dsszetétele: H20, 30% akrilamid, 0.8% bis-akrilamid, 0,5 M Tris-
HCI [pH 6,8], 0,4 %-0s SDS, 10% AMPER és TEMED).

Az elektroforézis 100 V-on tortént, SDS-Tris-glycin futattd pufferrel (6sszetétele,
1 literre vonatkoztatva, dH20-ban oldva: 144.1 g glicin, 30,3 g Tris-Hcl, 10g SDS [pH
8,3]), melyet dH20-val tizszeresre higitva hasznaltunk.

Ezt kovetéen, a fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltuk &t
transzferpuffer (5x transzferpuffer: [pH 8,3], 1 L dH20-ban oldva 15.5 g Tris-Hcl és
72,05 g glicin) melybdl 200 ml-t hasznalva, azt 200 ml metanollal (99.9%-o0s) és 600 ml
dH20-val kiegeszitve 5x higitottunk. A membranokat 1 6ran keresztiil blokkoltuk 5%-0s

tejporban (#70166, Merck) mely 1%-o0s Tween20-al kiegészitett 0,01% PBS-ben (1x
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TBS-T) oldottunk fel. Az elsédleges antitesteket a blokkold oldatba higitottuk, és 4 °C-

on, egész éjszakan keresztil inkubaltuk. A tormaperoxidazzal konjugalt mésodlagos

antitesteket szintén az el6zdekben emlitett mdédon készitett blokkolo oldatban hasznaltuk,

2 oran keresztiil, szoba homérsékleten. Az eredmények detektalasat kemilumineszcens

modszerrel veégeztik, ECL reagens segitségevel (Super Signal, West Pico Plus,
Luminol/Enhancer #1863098, Peroxidase Solution #1863099, ThetmoFisher Waltham,
Massachusetts, USA). A blotképek dokumentalasahoz Bio-Rad ChemiDoc Imager (Bio-

RAD, Hercules, California, USA) készuléket hasznaltunk. Az eredményeket ImageLab

6,0 szoftverrel értékeltik. A kisérleteinkhez hasznalt antitesteket az 1. szamu tablazat

tartalmazza.

1. tdblazat Antitestek western blothoz

?ézls(r)]:\ittj?t gazdafaj l;?;?;égus gyarto higitas

poli-(ADP-rib6z) | egér | N/A ﬁ?gﬁggma)eléé”“"“ (I0H | 4.509

NMNATL nydl | sc-271557 ?g‘;ﬁac;‘frzexas’ USA) 1:1000
pB-aktin eger Sc-47778 Santa Cruz 1:20000
BAX nyul ab32503 Abcam (Cambridge, UK) 1:1000
NOXA eger ab13654 Abcam 1:100

p21 egér 05-655 Sigma (St. Luois, MO,USA) | 1:1000
ﬁ;i;)(—hiszton egér igéS-APC- Iﬂi\figesn Af)Gaithersburg, 11000
ﬁ_‘;f&g? egér | 2570S ﬂﬂgs%“”g (Danvers, | 1.1000
egér IgG (HRP) |16 7076S Cell Signaling 1:3000
nyul IgG (HRP) | kecske | 7074S Cell Signaling 1:1500
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V.4. High Content Analysis (HCA)
V.4.1. yYH2AX detektalasa

A sejteket (2x10% 100 ul/lyuk) specialis optikai sajatossagokkal rendelkezd
mikroplate-be pipettaztuk (Cell Carrier-96 ultra, PerkinElmer, Waltham, MA, USA),
majd 24 6ran keresztiil novekedtek. Ezt kdvetden, a kisérleti paramétereknek megfelelden
kezeltiik a sejteket. A kezelési id6 letelte utan 3 % formaldehid/PBS oldattal 15 percig
fixaltuk a sejteket szobahémérsékleten. Ezutan 3x mostuk PBS-sel, és 15 percen keresztul
inkubaltuk blokkold oldattal (5% BSA PBS-ben), szobahémérsékleten. Az anti-foszfo-
H2AX antitestet a blokkold oldatba higitottuk, és 2 6Oran keresztil inkubdltuk. A
masodlagos antitesteket a blokkolo oldatba higitottuk és 1 6ran keresztll inkubaltuk. Ezt
kovetden a sejteket 2x mostuk PBS-sel, majd pedig 5 percig szobahén PBS-be higitott
4'.6-Diamidino-2-fenilindol-dihidrokloriddal (DAPI) festettiik sejtmagokat. Ezt kovetéen
a sejteket 3x mostuk PBS-sel, majd pedig 100 ul PBS-ben tartottuk a detektélasig.

A mikroszkopos felvételeket Opera Phenix High Content Analyzer (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) készilékkel készitettiik, 10x objektivvel (NA 0,3). A felvételek
kiértékelését a beépitett Harmony softverrel végeztiik, melynek soran harom kiilonb6zd
sejtmorfologiat tudtunk elkiloniteni: normal sejteket, amelyek nem tartalmaztak foszfo-
H2AX (y-H2AX) jelet; pottyozott sejtek, amik y-H2AX-gécokat tartalmaztak; és
fragmentalt sejteket, amelyek kondenzalt morfoldgiat mutattak, diffuz y-H2AX jellel. A
Harmony (PerkinElmer) szoftver segitségével automatizalt médon hataroztuk meg az
egyes csoportokba tartozo sejtek szamat és egymashoz viszonyitott aranyat.

V.4.2. Kaszpéz-aktivacio vizsgélata

A sejteket (2x10*mL, 100 pl/lyuk) 96 lyukt platebe (#6055302, Cell Carrier Ultra,
Perkin Elmer) pipettaztuk, majd 24 6ran keresztiil novesztettiik. A kovetkezd napon fel
oran keresztiil elékezeltiik a sejteket 50 uM z-DEVD-FMK kaszpaz-gatloval (#S57312,
Selleckchem), majd 5 uM cisplatinnal (Accord) (a kontroll sejtek esetén médiummal)
kezeltiik sejteket. A sejtek a kezelési 1dO letelte utan 50 pl végtérfogatban inkubaltuk
CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagenssel, 7 uM végkoncentracioban. A
plateket Opera Phenix High-Content Analyzatorba helyeztik, a késziilék kornyezeti
kontrollt (5% CO», 37 °C) képességet kihasznélva 11 6rén keresztul végeztiik a mérést,
oranként detektalva a fluoreszcens jel megjelenését, 502/530 nm-en. Az analizis

Harmony szoftverrel (PerkinElmer) késziilt.
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V.4.3. Sejtproliferacio merése
A sejteket (10°db /100 pl / lyuk) Cell Carrier ultra 96 ultramikroplatekbe plateltiik (Perki-

n Elmer) és 24 6ran at novesztettiik. Masnap ActD-t (1,25 nM; # S8964, Selleckchem)
adtunk hozza, és a sejteket 4 napon keresztil inkubaltuk. A PARP inhibitorokkal végzett
Kisérletek soran ActD kezelés el6tt 30 perccel az olaparibot (S1060, Selleckchem, 10 uM
végkoncentracioban) vagy PJ34-et (S7300, Selleckchem, 10 uM végkoncentracidban)
adtuk a sejtekhez. Négy nap elteltével a lemezeket egy Opera Phenix HCA (Perkin Elmer)
analizatorba helyeztilk, és a sejtek szamat faziskontraszt Uzemmodban készult
mikroszkopos felvételek alapjan hataroztuk meg a Harmony szoftver (Perkin Elmer)

segitségével.

2. tablazat A High Content Analysis sorén hasznalt festékek és antitestek

. . | katalégus _ higitas
Termek gazdafaj szam gyarto /koncentracio
. ] 4418- . _
anti-foszfo-H2AX egeér APC-100 Trevigen 1:1000
anti-rabbit, Alexa Fluor | oqe | A1108 Invitrogen 1:2000

488
CellEvent™ Caspase-
3/7 Green Detection

DAPI - #013606 Molecular Probes | 0.5 pg/ml

- C10423, Thermo Fischer 7 UM

V.5. Eletképesség vizsgalata

Az életképesség vizsgalatara Calcein AM életképességi esszét hasznaltunk. A calcein
vagy mas néven fluorescein egy fluoreszcens festék, melynek gerjesztési hullamhossza
495 nm mig emisszios hulldmhossza 515 nm. A bioldgiai rendszerekben a calcein
acetoximetil szarmazékat hasznaljuk, ami a sejtek belsejébe bejut, az €16 sejtekben
miikodd intracellularis észteraz enzimek hidrolizaljak az acetoximetil-csoportot, ami
fluorescens jelet ad. Mivel a halott sejtekben az észterazok nem aktivak, igy csak az €16
sejtek esetén detektalhatd a gerjesztést kovetden zold fluoreszcens jel. A sejteket 96-
lyuka sejttenyésztd edényben novesztettiik (2x10%ml sejt, 100 pl/lyuk), 24 Orén
keresztiil. A kdvetkezd nap a kisérleti paramétereknek megfelelden kezeltiik a sejteket. A
kezelési id6 letelte utan, a sejtek feliiluszojat eltavolitottuk, majd 50 pl Calcein-AM
(#17783, Merck) oldattal festettiik, 1 uM végkoncentracioban, 1 éran keresztiil, 37 °C-
on. A sejtekbdl felszabaduld fluorescens jelet (EX/EM: 485 nm/530 nm) Tecan Spark
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20M (Tecan, Méannedorf, Switzerland) multimode reader-el mértiik Az életképességet a
kezeltlen kontroll szazalékaban fejeztiik ki.

V.6. Klonogén aktivitas mérése

Az U20S sejteket 6 lyukl platekbe mértiik ((#92006, TPP), 1 x 10° db sejt/ml). 24 éra
elteltével a sejtek 10 puM PJ34 (P4365, Merck) vagy 10 uM Olaparib (S1060,
Selleckchem) elékezelést kaptak 30 percig, ezt kdvetden pedig 5 pg/mL ciszplatinnal
(Accord) kezeltlik. A sejteket 6 napig inkubaltuk, majd a telepeket manuélisan szamoltuk,

20%-o0s etanolban oldott 0,5 %-os kristalyibolyaval torténd festést kovetoen.

V.7. LDH-felszabadulas mérése

Az sejtek felullszojaba kiszabadult laktdt dehidrogenaz LDH mennyiségének
meghatarozasahoz LDH-assay kit-et hasznaltunk (#786-210, GBiosiences, St. Louis,
MO, USA). A sejteket 96-1yuka sejttenyésztd platekben ndvesztettiik (2x10%/ml sejt, 100
ul/lyuk), 24 éran keresztiil. A kovetkez6 napon a sejteket 5 pg/mL ciszplatinnal (Accord),
vagy 40 nM ActD-vel kezeltik, 50 uM DEVD-fmk (kaszpaz-gatldszer) vagy 1 uM Necl
(nekroptdzis-gatldszer) eldkezelést (30 perc) kovetden 24 6raig. A pozitiv kontrollokat a
kithez mellékelt LDH lizispuffer segitségével készitettik el, melyet 1:10 aranyban
mértiink a sejteken 1évo feliiluszohoz. A platet centrifugaltuk (800 g-n 5 percig
szobahOn), majd a feliiluszot legyljtottiik egy tlires 96 lyukua platbe. Vaknak médiumot
hasznaltunk. Az LDH puffert desztillalt vizzel 1:20 ardnyban higitottuk. Az igy elkészitett
assay puffert 1:1 ardnyban adtuk a mintakhoz. 20 percig inkubaltuk sotétben, majd Tecan

Spark 10M mikroplatereader segitségével 490 nm-en detektaltuk az abszorbanciat.

V.8. Teljes sejtes NAD-szint mérése

NAD"-tartalom meghatarozasa NAD-assay kittel tortént (NAD/NADH Quantitation Kit.
#MAKO37-1KT, Merck). A sejteket 6 lyuku TPP sejttenyészté platekbe (TPP,
cat#920006) tltettiik ki és 24 6ran at ndvesztettiik. Masnap a sejteket 5 pg/mL ciszplatinnal
(Accord), vagy 40 nM ActD-vel kezeltik 24 éran keresztul, mig a bazalis NAD-tartalom
meghtatarozashoz a sejteket kezelés nélkiil, 24 oras tenyésztést kovetéen NAD extrakcios
pufferben vettik fel. A sejtlizatumbdl a feltluszot 13000 g-n, 4°C-on 10 percig tartd
centrifugalassal nyertuk ki. A feliluszobol a fehérjekoncentraciot Direct Detect
spektrométerrel (EMD Millipore Corporation) hataroztuk meg. A standardeket a kithez

mellékelt NAD-standardbél higitottuk ki. A vak minta a NAD extrakcios puffer volt. A
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NAD-cycling enzimet 1:50 ardnyban higitottuk NAD-cycling pufferrel. A mintékat és a
higitott NAD-cycling enzimet, 1:1 aranyban, 96 lyukd, half-area platebe (Costar,
ref#3697) mertlik 6ssze. A mintakhoz 1:10 aranyban NAD-developer oldatot adtunk. Ezt
kovetden, 37 °C-on 2 Gran at inkubaltuk plate-shakeren a mintakat, folyamatos keveres
(300 RPM) mellett. A fluoreszcenciat 450 nm-en, Tecan Spark 10M mikroplatereaderrel

mértlik. A fluoreszencia intenzitasokat fehérje-tartalomra normalizaltuk.

V.9. Teljes sejtes ATP-szint mérése
A sejteket 6 lyuku platekbe pipettaztuk ((#92006, TPP). Mashap a sejteket kezeltiik

(50 uM DEVD-FMK, 1 uM Necrostatinl, 5 pg/mL ciszplatin vagy 40nM ActD). A
kezelési id6 lejartat kovetden a sejteket PBS-el mostuk, majd ATP-assay pufferben vettik
fel. 1x10° db sejt/minta sejtszamot hasznaltunk. Ezt kovetden, 5 percig 4°C-on, 13 000g
—n centrifugaltuk a sejteket, majd a feltilisz6t Uj eppendorf csovekbe mértik at. Az assay
Osszedllitasaig jégen taroltuk a mintakat.

Az ATP-tartalom meghatarozdsa ATP-assay kittel tortént, a gyarté utasitasai alapjan
(#110M6101, Merck). A meéréshez 96-lyuki mikroplateket hasznaltunk. A reakcidhoz
szlikséges vak az ATP-assay puffer volt, melyb6l 50 uL/lyuk mennyiséget hasznaltunk.
A standardsor elkészitéshez a 10mM —os standard oldatot higitottuk gy, hogy 0.2-1
nmol/lyuk koncentracioban legyen 50 pL/lyuk mennyiségben plateben. A pufferoldattal
higitott mintakat is 50 pL/lyuk mennyiségben mértiik a platbe. Az ATP reakcidé mix-bol
50 pL-t adtunk a vakhoz, standardekhez és a mintadkhoz is. 30 percig sotétben inkubaltuk
a platet. A fluorescencia mérést Ex/Em= 535/587 nm —en plate readerrel végeztik el
(Tecan Spark 20M, Tecan). ATP tartalmat fehérje-mennyiségre normalizaltuk.

V.10. Sejtanyagcsere vizsgalata Seahorse metabolikus analizatorral
U20S WT és NMNAT1 KO sejteket (1x10° db sejt/lyuk) DMEM-ben plateltiik XF96

cell culture mikroplatbe (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, California, USA) és
egy éjszakan keresztiul névekedtek 5% CO; es 37°C-on.

A sziikséges probak rehidréalasat dH.O-val végeztik egy éjszakan at, majd ezt Seahorse
Bioscience XF96 calibrant oldatra (pH 7.4) (Part No: 100-840-000) cseréltiik. A
szenzorokat a kalibracios oldatban 2 éran keresztil 37 °C-on inkubaltuk CO2 hianyban.
A mérést Seahorse XF96 Analyzer (Agilent Technologies) késziilékkel végeztiik el.

XF Cell Mito Stress analizist a gyart0 utasitasai szerint végeztik [116], a kovetkezo

modositasokkal: A mitochondrialis inhibitorok végsé koncetracidja a kovetkezdkre
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modositottuk: 2 uM oligomicin, 0.5 UM FCCP, és 1 uM antimicin-A. A mérést kdvetden,
mintainkat 10% TCA-val fixaltuk, majd lyukanként meghataroztuk a fehérje tartalmat,
szulforodamin B (SRB) esszé segitsegével [117]. Eredményeinket fehérje tartalomra

normalizaltuk.

V.11. RNS izolélas sejtkultirabol
Az RNS izolélasa TRIzol reagenssel tortént (Tri-RNA reagent, ##FATRR001, Amplicon,

Odense, Denmark) a gyarté utasitasi alapjan.

V.12. Valés idejii kvantitativ PCR (RT-QPCR)

A mérés a LightCycler 480 thermocycler (Roche, Basel, Switzerland) készllekkel tortént,
SYBR Green oldattal (SyberGreen, #4472908, Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) a gyartd altal meghatarozott protokoll szerint. A mintékat
triplikatumban, 10 ul mennyiségben vittik fel a plate-re, és az adatokat normalizaltuk a
haztartasi gének matematikai atlagahoz (36B4 és cyclophilin). Az primerek szekvencijat

a 3. tablazat tartalmazza.

3. tAblazat Kvantitaiv PCR-hez hasznalt primerek szekvencidi

Primers Fw Rw

hNMNAT1 | AAAGGCCTGGAAGGAAGAGG CCCATAGTTGGCCACGATTT
hNMNAT2 | CATATTTCCTGGTGGCATCT CTGGTCCTGCCTATGTGGTT
hNMNAT3 | GCGCACATCCAGGAAATAGT TGGCACTGATCTCATTCTGC
hBAX CTGCAGAGGATGATTGCCG TGCCACTCGGAAAAAGACCT
hNOXA CTGGAAGTCGAGTGTGCTACTC TGAAGGAGTCCCCTCATGCAAG
h45S ACCCACCCTCGGTGSGA CAAGGCACGCCTCTCAGAT
h18S_45S CTCACCACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG
hTIGAR ATGAGGACAAAGCAGACCATGC GCTTTGCCTTCTACAACCCC
hPUMA GAGCAGGGCAGGAAGTAACAA GGCAGACCCCATGCCAAAT
hp21 AGTCAGTTCCTTGTGGAGCC CATTAGCGCATCACAGTCGC
h36B4 CCATTGAAATCCTGAGTGATGTG | GTCGAACACCTGCTGGATGAC
hcyclophilin | GTCTCCTTTGAGCTGTTTGCAGAC | CTTGCCACCAGTGCCATTATG
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V.13. Eletképesség mérése nagy ateresztéképességii sziiréssel
A sziiréshez egy 774 db vegyiiletetet tartalmaz6 FDA (US Food and Drug

Administration) altal jovahagyott molekulakdnyvtarat hasznaltunk: Screen-Well® FDA
approved Drug Library (BML-2843-0100, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA).
Minden plate négy kezeletlen lyukat (CTL) tartalmazott.

A sejteket (2 x 10* db sejt /100 pL / lyuk) 96-lyuku sejttenyésztd platekbe mértiik és 24
Ordn at novesztettik. A konyvtar vegyiileteit Tecan Freedom EVO folyadékkezel6
robottal vittiik a platekre, 10 uM végkoncentracidban. A sejteket 24 6ran at inkubaltuk a
molekulakényvtar vegylleteivel. A sejtek életképességét Calcein-AM (# 17783, Merck)
oldat hozziadasaval (50 pul/lyuk, 1 uM végkoncentracid) hatdroztuk meg, meg a V.5.
fejezetben leirtaknak megfelelden. Az életképességet a kezeletlen kontroll szazalékaban

fejeztiik ki, majd szazalékos citotoxicitasban fejeztik ki.

V.14. Citotoxikus talalatok validalasa
A szirés soran hatdsosként azonositott vegyiiletek citotoxicitasat életképességi Calcein-

AM esszével vizsgaltuk, melyhez egy széles tartomanyl koncentracié-sorozatot
készitettiink (1,22 nM - 40000 nM koz6tt). Ehhez a sejteket (2 x 10* db sejt / lyuk, 100
ul/lyuk) 96 lyuku platekben tenyészettik 24 oran at. A vegyiileteket kiilonb6z6
vallalatoktdl vasaroltuk meg (4. tablazatban dsszefoglalva). A sejtek életképességének
meghatarozasara a fent leirtak szerint (lasd V.5. fejezet) tortént. A kapott életképességi

adatokbdl citotoxicitast szamoltunk.

4. tablazat A kezelésekhez haszndlt vegytuletek

Vegyulet katalégusszam | Gyartd

Z-DEVD-fmk S7312 Selleckchem

Necrostatin 1 480065 Calbiochem (Billerica, MA, USA)
Actinomycin D S8964 Selleckchem
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Daunorubicin D8809 Sigma (St. Luois, MO,USA)

Bortezomib HY-10227/CS- | MedChemExpress (New Jersey, NJ,
1039 USA)

Digoxin D6003 Sigma

Doxorubicin g);;(/lol Teva (Debrecen, Hungary)

giyocniong | V65| siama

Teniposide 1787 Selleckchem

Idarubicin S1228 Selleckchem

Epirubicin S1223 Selleckchem

RNAse R4875 Sigma

Propidium iodide P4864 Sigma

PJ-34 S7300 Selleckchem

Olaparib S1060 Selleckchem

V.15. Sejtciklus-analizis aramléasi citometridval
1. A sejtciklus szinkronizalasa

A sejtciklus szinkronizalasa szérum-éheztetéssel tortént. A sejteket T25 sejttenyésztd
flaskaban (# 90026, TPP, Trasadingen, Svajc) novesztettiik 1 napig, és amikor elérték a
kb. 60% -os konfluenciat, egyszer PBS-sel mostuk, és 24 6ran at a szérummentes
tapfolyadékban tartottuk dket. A sejteket PBS-sel torténd mosast kdvetden, tripszineztiik
és Falcon-csovekbe helyeztuk.

2. A mintak elokészitése

A sejteket 300 x g sebességgel 5 percig centrifugaltuk, majd a feltliszét eldobtuk, és a
sejteket 3 ml PBS-ben szuszpendaltuk. A sejteket ismét 300 x g-vel centrifugaltuk 5
percig. A felllUszot eldobtuk, és a sejteket 400 pl PBS-ben szuszpendaltuk. Ezutan lassan
3 ml 70% -os jéghideg etanolt adunk a sejtekhez, és a mintakat jégre helyeztiik 30 percre.
Az inkubdécids 1d6 utan a sejteket 5 percig centrifugéltuk 300 x g sebességgel. A feliiluszot
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eldobtuk, és a sejteket 3 ml PBS-sel mostuk. Ezt kovetéen a feliiltiszot eldobtuk, és a
sejteket 500 pl PBS-sel szuszpendaltuk, majd 50 pl RN&z-A oldatot (Sigma) és 5 pl
propidium-jodidot (PI) (Sigma) mértiink a sejtekhez. A mintakat az elemzés el6tt
szobahOmérsékleten 1 6ran at sotétben inkubaltuk.
RNA&z-A oldat: 50 mg RNéaz A-t (Sigma, R4875) feloldunk 50 ml PBS-ben
és 0,1% Tween-20 és 5 mM EDTA-ban. Az oldatot 95 °C-os vizfiirddbe
tessziik 30 percre. Ezt kdvetéen az oldat jégen 1 oran at hiilt. Az oldat
csapadekat 0,2 um-es sziirdvel eltavolitottuk.
Propidium-jodid (PI) oldat: A PI torzsoldatot (Sigma, P4864) dH20-ban,
a koncentracio 1 mg / ml végkoncentraciora higitottuk.

3. Sejtciklus elemzés aramlasi citometriaval
Az elemzést a Novocyte 3000 (Acea Biosciences, Santa Clara, CA, USA) aramlasi

citométerrel vegeztik.

V.16. Statisztikai analizis

A Kkisérleteket legaldabb haromszor elvégeztilk, a harom Kkisérlet szdmitott atlagat
abrazoltuk = SEM. A statisztikai elemzéshez a GraphPad Prism 9-et (La Jolla, Kalifornia)
hasznaltuk. Az adatok normal eloszlasat D'Agostino-Pearson teszttel hataroztuk meg.
Valamennyi adat normal eloszlast mutatott, és kétutas ANOVA teszt segitségével
elemeztiik, amelyeket Sidak, Tukey vagy Dunett poszt-hoc tesztek kovettek. A poszt-hoc
teszt aktudlis tipusat minden &branal kilon jeldltik.
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VI. EREDMENYEK

VI1.1. Tumorsejtek NMNAT1-expressziojanak vizsgalata és NMNAT1
génhianyos sejtvonal elallitasa.
VI1.1.1. NMNAT1-expresszi6 vizsgalata human tumor sejtvonalakban

Az NMNAT enzimek a NAD* szintézisében vesznek részt, a mentési és a Preiss-
Handler Gtvonalon keresztil [3. &bra] [51]. A NAD™ legismertebb feladata az
elektronszallitas, de szubsztratként tobb fontos jelatviteli folyamathoz nélkildzhetetlen,
ilyen példaul a PARIlacio folyamata és a SIRT enzimek altal katalizalt deacetilacio. Ezen
folyamatok szerepet jatszanak a sejtek tulélésében, a transzkripcio, apoptdzis és a
sejtciklus szabalyozasaban [71].

Az irodalomban kevés informéacio érhet6 el tumor sejtvonalak NMNAT1 mRNS
expresszids szintjérél. Ezért tizenegy kiilonbozé human tumor sejtvonalban vizsgaltuk
meg az NMNAT1 mRNS-expressziojat (4. Abra). A sejtvonalak eredete megtalalhat6 a
4. tdblazatban. Az transzkiptum az dsszes sejtvonalban kimutathatd volt, és kiilonbdzd
szinten expresszalddott. Az atlagos expresszidos szinthez képest az A431 sejtek
szignifikansan magasabb NMNAT1 mRNS expressziot mutattak, mig az A549, Capan2,
MCF7 és HepG2 sejtvonalakban szignifikdnsan alacsonyabb expressziét tapasztaltunk.
A tovabbi vizsgalatainkhoz egy atlagos NMNAT1 mRNS expresszio szintet mutato
sejtvonalat - az oszteoszarkoma eredetii U20S-t — valasztottuk.

5. tablazat: sejtvonalak eredete

0.008= Sejtvonal | Sejtvonal eredete
0 * A431 epidermalis karcinoma
g 0.006+ U20S oszteoszarkdéma
o A549 alveolaris bazalis hamsejtek
% 0.0044 III SAOS?2 oszteoszarkdma
= — HELa méhnyakrak
‘zt 0,002 o -_ A2780 petefészek karcinoma
; ' . o, CAPAN2 | hasnyalmirigy adenocarcinoma
T ) JURKAT | leukémiés T-sejtes limfoblaszt
0.000 § 8 % 5 ;I: § S o i I o THP1 human leukémia monocita sejtvonal
XS <QEITEES Y [MCF | epithelias sejtek mellrakbol
® 6 = T HEPG2 m4j daganat

4. &bra. A nikotinamid mononukleotid adenilil-transzferdz — 1 (NMNATI) bazdlis
MRNS expresszidja kiilonbozd sejtvonalokon. A grafikon a tesztelt sejtvonalak NMNAT1
haztartasi génekhez képest mutatott relativ expresszios szintjét mutatja, alapvonalként az
atlagos expresszios szintet alkalmaztuk (= SEM). A csillagokkal jeldlt oszlopok
szignifikansan eltérnek az atlagtol (Student — Newman — Keuls teszt; * p <0,05, (n = 3))
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V1.1.2. Genotoxikus stressz hatasa az NMNAT1 expresszidjara
Az oszteoszarkdma terapiaban is hasznalt DNS-t karositd kemoterapias szerekkel,

ciszplatinnal (cisz-diamminediklor-platina (1)) és doxorubicinnel kezeltlik 24 6raig az
U20S sejteket. A kezelés hatasara az oszteoszarkoma sejtekben szignifikdnsan nott az
NMNATI mRNS expresszioja (5. abra). Ez alapjan valdsziniisithetd, hogy az enzimnek
fontos szerepe lehet a DNS-karosodast kovetden, a sejtek tulélésében. Tovabbi
vizsgélatainkat ciszplatinnal végeztuk.
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5. dbra: NMNAT1 mRNS expresszidjanak valtozasa doxorubicin - és ciszplatin -
kezelés hatasara. Az NMNATL1 gén indukciojat 24 éras doxorubicin (2 g / ml) vagy
Ciszplatin (6,25 g/ ml) kezelést kovetéen hataroztuk meg. A csillagokkal jel6lt oszlopok
szignifikdnsan eltérnek a kontrolltél (Dunnett-teszt; * p <0,05, az &brazolt adatok
harom kisérlet atlagat mutatjdk, (x SEM)). A Kkisérletek Dr. Raduly Arnold
kozremiikodésevel készultek el.
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V1.1.3. NMNAT1-génhidnyos sejtvonal el6allitasa és ellenérzése
Az NMNAT1-nek specifikus farmakologiai gatloszere nem ismert, ezért

szerepének vizsgalatahoz az NMNAT1 gént CRISPR-Cas9 technoldgiaval inaktivaltuk.
Az ecljarast kovetbéen a puromicin-rezisztens sejteket szelektaltuk, és az NMNAT1
knockout (KO) sejtekbdl aramlasi citometriaval torténd szortolassal egysejt-klonokat
nyertiink (1B6, 1D10, 2E10, 2C4 elnevezésii klonok). Az NMNATI1 KO sejtek
NMNAT1-expresszidjat mRNS és fehérje szinten is megvizsgaltuk. Egyik NMNAT1 KO
klon esetében sem volt tapasztaltunk jelentés NMNAT1 mRNS expressziot (6A. abra).
Tovabbi kisérleteinkhez az 1B6 klont hasznaltuk. Western blot modszer segitségével
bizonyitottuk, hogy az NMNATI fehérje nem mutathat6 ki az 1B6 elnevezésti klonbol
szarmazo sejtvonalban (6B. és 6C Abra).
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6. abra: Az NMNAT 1 KO sejtvonal ellenérzése

Az NMNAT1 knockout (KO) sejtvonalakat CRISPR-Cas9 technologiaval allitottuk elé.
A puromicin-rezisztens sejteket szelektaltuk és egysejt-klonokat novesztettiink (1B6,
1D10, 2E10, 2C4). Az NMNAT1 mRNS szintjét minden klonban RT-QPCR-mddszerrel
mértiuk. Az eredményeket a vad tipusd U20S sejtvonal (WT) NMNAT1-
expresszidjanak szazalékaban fejezzlk ki. A csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan
eltérnek a kontrolltél (Dunnett-teszt; * p <0,05) (A). Az 1B6 kldnt valasztottuk a
tovabbi vizsgalatokhoz (késébbiekben az egyszeriiség kedvéért NMINATI KO vagy KO
sejtvonalkent jel6ljik). Az NMNAT1 fehérjét vad tipusu (WT) és az NMNAT1 KO (KO)
sejtvonalban Western blot (B) alkalmazasaval detektaltuk. A blotok kvantitativ
kiértékelést 3 fliggetlen kisérlet alapjan végeztik (C) (T-préba ***p<0,001). Az
abrazolt adatok harom kisérlet atlagat mutatjak + SEM. Az aramlasi citometriasl
szortolas Dr. Tarapcsak Szabolcs segitségevel készult el. A QPCR és western blot
Kisérletek Dr. Raduly Arnold kézremiikodésével késziiltek el.
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VI1.1.4. Az NMNAT1 KO sejtek jellemzése
VI.1.4.1. Eletképesség és koloniaképzé aktivitds vizsgilata

Mivel irodalmi adatok jelenleg nem elérhetéek az NMNATI1 hidnyanak fenotipusos
kovetkezményeivel kapcsolatban, a tovabbiakban 6sszehasonlitottuk a két sejtvonal
néhany alapvetd fizioldgias sajatossagat (életképesség, proliferacio, NAD* - és ATP-
tartalom, metabolikus Utvonalak aktivitisa, kemoszenzitivitas). Vizsgalataink alapjan, a
vad tipust és az NMNAT1 KO sejtvonalak életképességében nincs kiilonbség (7A. Abra).
Ezzel szemben, a koloniaképzd aktivitas csokkent az NMNATI1 enzim hidnyaban (7B

abra).
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7. dbra: Az NMNATI KO sejtek életképességének és koloniaképzd aktivitisanak
vizsgalata. Az életképességet Calcein AM esszé segitségével vizsgaltuk (A).
Eredményeinket a vad tipust sejtek életképességének szazalékaban &brazoltuk. A
koloniaképzé aktivitast a plateléstdl szamitott a 6. napon értékeltiik, a Kristaly-ibolyaval
festett telepek szamanak manualis meghatéarozasaval (B). (Student's t teszt; * p <0,05, n.s
.. nem szignifikans). Az dbrazolt adatok harom kisérlet atlagat mutatjak + SEM.
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VI1.1.4.2. NAD- és ATP-tartalom mérése
Az emléssejtekben altalaban két 6 szubcellularis NAD'-készlet van, a sejtmagi -

és citoplazmatikus NAD™ készlet, valamint a mitokondridlis NAD" készlet. A sejtmagi és
a citoplazmatikus NAD" készletet azért tekinhetjlik egy egységnek, mert a NAD" szdméra
nuklearis membran szabadon atjarhaté [20, 62]. Mivel a belsé mitokondrialis membran a
NAD" szdméra atjarhatatlan, a mitokondrialis NAD*-nak vagy a NAD* importalasabol
vagy NAD'-prekurzorokbdl kell szarmaznia a citoszolbél. Ez vagy transzportereken
keresztil zajlik, vagy kozvetett csere Utjan, a malat-aszpartat transzferen (MAS) keresztil
torténik, ahol a NAD" a mitokondriumbdél NADH-ért cserébe keriil a mitokondriumba
[121-123].

Az NMNAT enzimek két Gtvonalon keresztill is részt vesznek a NAD™ szintézisében, a
mentési és a Preiss-Handler Gtvonalon keresztil [3. bra] [51]. A teljes sejtes NAD*-szint
mérését elvégezve elmondhat6, hogy az NMNAT1 KO sejtek NAD" -tartalma vad tipust
sejtvonal (WT) képest koriilbelll az egyharmadara csokkent (8A. Abra) az NMNAT1 gén
inaktivalasanak hatasara. Ez azt jelezheti, hogy az NMNAT1 enzim meghatarozo szerepet
jatszik az U20S sejtek NAD*-szintézisében és annak fenntartasaban. Erdekes, hogy az
alacsonyabb NAD*-szintek az NMNAT1 KO sejtekben nem csokkentették szignifikansan
az ATP-szintet (8B abra).

B

GZ,‘ 4- i 3+ ns
‘o I~ 1l
L
&
3
2 =, -
g S
8 2 =
£ =
) < 1
O 4
= 1 1
©
R
e
<o 0

I I
WT NMNAT1 KO WT NMNAT1 KO

8. abra: Az NMNATL1 KO sejtek NAD - és ATP tartalmanak meghatarozasa. A
sejtek NAD™ - (A) és ATP-szintjét (B) sejtlizatumokbol hataroztuk meg és
fehérjetartalomra normalizaltuk. A csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan
kilonboznek (Student's t teszt; ** p <0,01, n.s.: nem szignifikans. Az abrazolt
adatok 3 kiserlet atlagat mutatjak £ SEM.
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VI1.1.4.3. Az NMNAT1 szerepének vizsgalata a sejtek energia-metabolizmusaban
A NAD* kdzponti szereppel rendelkezik a sejtek energiametabolizmusaban, mivel

elektronhordozoként részt vesz a glikolizisben, oxidativ foszforilaciéban eés a
trikarbonsav (TCA) ciklusban, mely sorén az elektronokat az elektrontraszport lancnak
juttattja el. Ezaltal az eukariotak képesek hatékonyan ATP-t képezni. A NAD* foszforilalt
formformaja a NADP*, amely hidrogén-akceptorként (NADPH), részt vesz az oxidativ
stressz  elleni védelemben, valamint az anabolikus uUtvonalakban, példaul
zsirsavszintézisben [57].

A metabolikus Gtvonalak vizsgélata soran azt tapasztaltuk, hogy az NMNAT1 hianya
nem befolyasolta a sejtlégzést, amit a valtozatlan mértékii oxigénfogyasztas (OCR:
oxygen consumption rate, 9A abra) jelez. Viszont a glikolitikus aktivitas (ECAR: ecar
extracellular acidification rate), szignifikansan magasabbnak bizonyult NMNAT1

hidnyéaban a vad tipusu sejtvonalhoz képest (9B abra).
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9. abra: Az NMNAT1 KO sejtek metabolikzs vizsgalata Az oxigénfogyasztasi sebességet
(OCR) / oxidativ foszforilaciot (A) és extracellularis savasodasi sebességet (ECAR) /
glikolitikus aktivitast (B) Seahorse metabolikus analizatorral hataroztuk meg. A
csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan kilonbdznek (Student's t teszt; ** p <0,01, n.s
.. nem szignifikans). Az abrazolt adatok 3 kiserlet atlagat mutatjak £ SEM.
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V1.2. Az NMNAT1 szerepenek vizsgélata cisplatinnal kezelt oszteoszarkoma
sejteken

V1.2.1. Eletképesség vizsgalata
Az NMNAT1 enzim az U20S sejtek NAD'-szintjének kialakitdsaban és

fenntartdsaban fontos szerepet tolt be, a NAD™ pedig szubsztratként szamos jelatviteli
folyamat részvevdje (pl. PARIiacio és SIRT fliggd deacetilacio), igy feltételezhetden az
enzim hianya a tumorsejtek érzékenységére is hatassal lehet. Erre utal az a
megfigyelésiink is, mely szerint a fehérje expressziojanak emelkedése tapasztalhatd,
doxorubicin vagy cisplatin kezelés hatdsara (5. &bra). T. Song és munkatarsai is
Osszefuggeést taldltak az NMNATL hianya és DNS-kéarosodassal szembeni fokozott
érzékenyseég kozott tiidédaganat sejtvonalban, doxorubicinnel torténd kezelést kovetden
[21].

A KO sejtek kemoszenzitivitasanak vizsgalata céljabol egy cisplatin koncentracio sor
(0-40 pg/ml) segitségével hasonlitottuk Ossze a két sejtvonal cisplatinnal szembeni
érzékenysegét. Megallapitottuk, hogy az NMNAT1 hidnya fokozott sejtpusztulast

eredményezett a vad tipusu sejtekhez képest. (10. abra).
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10. abra A vad tipusu és NMNAT1 KO U20S sejtvonalak kemoszenzitivitdsanak
Osszehasonlité vizsgalata. A vad tipusa (WT) és a knockout (NMNAT1 KO) sejtek
kemoszenzitivitasat Calcein AM életképességi vizsgalattal hasonlitottuk ssze, 24 6raval
a ciszplatin koncentraciosorral (040 ug/ml) torténd kezelést kovetéen. Az eredményeket
a kezeletlen sejtek életképességének szazalékaban fejeztiik ki. A kettoskeresztekkel jelolt
adatpontok szignifikansan kulonbdznek vad tipusi és NMNAT1 KO sejtek azonos
koncentracidval tortént kezelései esetén (Bonferroni teszt; ## p<0,01 ### p <0,001). Az
abréazolt adatok 3 kisérlet atlagat mutatjak + SEM.
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V1.2.2. DNS-kéarosodas vizsgalata
A ciszplatin egy DNS-keresztkoté szer, amely kozvetett moédon DNS-tOrések

kialakulasat okozza. A kettds DNS-szalszakadasok (DSB) kimutatasara leggyakrabban a
H2AX hiszton-varians foszforilacidjanak detektalasat hasznaljak. A H2AX
foszforilacigjat (y-H2AX) immuncitokémiaval detektaltuk (11. abra). A cisplatinnal
kezelt sejtekben a H2AX jelent6s mértékben foszforilalodik, ami tiikrozi a DNS-javitd
mechanizmusok aktivalodasat, példaul a nukleotidok excizidjanak helyreallitasat vagy a
nem homolég végek csatlakozasat. A HCA analizissel harom kiilonboz6 sejtmorfologiat
hataroztunk meg: a ,,normal” sejtek nem tartalmaztak y-H2AX jelet, a ,,pottyos”™ sejtek y-
H2AX-go6cokat tartalmaztak, mig a ,,fragmentalt” sejtek siirii- diffuz y-H2AX-festédést
mutattak. Korabbi irodalmi adatokkal [124] &sszhangban a ciszplatin H2AX-
foszforilaciot (y-H2AX képzddést) okozott vad tipusu sejtekben, viszont az NMNAT1-
hianyos sejtekben lényegesen nagyobb mennyiségii a y-H2AX volt detektalhatd cisplatin
kezelést kdvetden (vagyis ,,fragmentalt” sejtek aranya szignifikdnsan magasabb volt a

vad tipusu tarsaikhoz képest). (11. abra).
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11. 4bra A ciszplatin altal kivaltott DNS-karosodas és magmorfoldgia vizsgalata

A ciszplatin altal kivaltott DNS karosodas mertékeét a sejtekben megjelend y-H2AX
megjelenésének és eloszlasanak meghatarozasaval értékeltik immunfluoreszcens festést
kovetéen. A high-content analizis harom kilonbozé sejtmorfologiat detektdlt, a
,normdl”, |, pottyos” és , fragmentadlt” sejtek. Az errdl késziilt reprezentativ képeket
mutatjuk be az abra jobb oldalan. Mintanként a teljes sejtpopulaciot a fenti kategoriakba
soroltuk és azok szazalékos megoszlasat abrazoltuk az dabran jelolt kezelési idéknek
megfeleloen. A csillagokkal jelolt oszlopok szignifikansan eltérnek a kontrolltol (Student
— Newman — Keuls modszer; * p <0,05). A kettds keresztekkel jeldlt oszlopok
szignifikansan kilonboznek a vad tipusu és NMNAT KO sejtvonal azonos kezelései esetén
(Student — Newman—Keuls médszer; # p <0,05). High-content analizis beallitasai és a
képek elkészitése Dr. Regdon Zsolt segitségével késziltek el.
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V1.2.3. Sejthalél-atvonalak vizsgélata
Az DNS-kérosodas vizsgalata soran, kulondsen az NMNAT1 KO vonalban nagy

apoptotikus sejthalalra utal. Ezért munkankat az apoptozisra jellemzé kaszpaz-3 aktivitas
detektalasaval folytattuk, melyet sejtpermedblilis, fluorogén kaszpédz-3/7 szubsztrattal
vegeztlk. Cisplatin kezelés mellett kaszpaz gatldszerrel (z - DEVD - FMK-val) kezeltiik
el6 a sejteket. (12A abra). A ciszplatinnal vagy ciszplatinnal és z-DEVD-FMK
kombinaciojaval torténd kezelést kovetden, 12 és 22 ora kozott oranként készitettiink
felvételeket, melyeken a kaszpaz aktivacio esetén mérhetd fluorescens jel statisztikai
kiértékelését végeztik el (12B abra). Az NMNAT1 KO sejtekben jelentés mértékii
kaszpaz-aktivaciot tapasztaltunk, mely gatolhato volt a kaszpaz-inhibitor alkalmazasaval.
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12. dbra Apoptotikus sejthaldl vizsgalata
A kaszpéz-3 aktivitasat fluoreszcens kaszpaz-3 szubsztrat segitségével hataroztuk
meg Perkin Elmer Opera Phenix HCA készulékkel. A sejteket digitalis
faziskontraszttal tettiik lathatova, melyhez piros szinii megjelenitést valasztottunk (A
panel). A kaszpaz-aktivitast a zold szin jelzi. A bemutatott felvételek 24 déraval a
cisplatin kezelés utan késziiltek (A panel), a grafikon a ciszplatin-kezelést kovetien
12 és 22 dra kozott oranként keszitett felvételek kiértékelése alapjan készilt (B panel).
A kaszpaz-pozitiv sejtek szamat az 0ssz-sejtszam szazalékdban adtuk meg. A
csillagokkal jel6lt adatpontok szignifikdnsan kilénboznek a kontrolltdl (Student —
Newman — Keuls modszer; * p <0,05, **<0,01, ***<0,001). A kettis keresztekkel
jelolt oszlopok szignifikansan kilonbdznek a vad tipust és NMNAT KO sejtvonal
azonos kezelései esetén. Student — Newman — Keuls modszer; # p <0,05, ##<0,01,
###<0,001). Az abran harom kisérlet atlagat abrazoltuk = SEM.
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A nekrotikus jellegii sejthalal-mddozatok lezajlasa sordn a membréan permeabilitisa
fokozadik, mely fokozott laktat-dehidrogenaz (LDH) felszabaduldshoz vezet. Ez a sejtek
feliiluszojabol mérhetd. Vizsgalatunk soran megfigyeltik, hogy a ciszplatinnal kezelt
NMNATI KO sejtekben szignifikansan megasabb LDH felszabadulas volt mérhetd, mint
a vad tipust sejtekben (13. abra). A nekrosztatin 1 (NEC1) nekroptozis-gatloszer
meggatolta az LDH felszabadulast, ami nekroptotikus sejthalélra utal [124].
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13. abra Az LDH felszabaduldsa ciszplatin kezelést kévetoen

A ciszplatin-kezelés utan 24 6raval meghataroztuk feliliszobol a laktat-dehidrogenéaz
(LDH) felszabadulaséat és a pozitiv kontroll szazalékaban (lizalt sejtek) fejeztik ki. A
sejtekbol az LDH felszabadulésat ciszplatinnal vagy a nekrosztatin (NEC1) nekroptozis
inhibitorral valo eldkezelést kovetoen hataroztuk meg. A csillagokkal jelolt oszlopok
Jjelentdsen eltérnek a kontrolltol (Dunnett-teszt; ***p<0,001). A kettdskeresztekkel jelolt
oszlopok szignifikansan kulonboznek a vad tipusi és NMNAT KO sejtvonal azonos
kezelései esetén (Dunnett-teszt; ### p <0,001)
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V1.2.4. Ciszplatin-kezelés hatdsa az NMNAT1 KO sejtek NAD* - és ATP szintjére
Az sejtanyagcsere megvaltozasa a rakos megbetegedések jellegzetes kisérd jelensége.

Raadasul a rakellenes szerek, beleértve a ciszplatint, metabolikus zavarokat okoznak
[125, 126]. Figyelembe véve, hogy a NAD" egy kdzponti energia metabolit, és az
NMNATL1 kiltése a sejt NAD'-készletének jelents csokkenését eredményezte,
feltételeztik, hogy a csokkent NAD*-tartalom hatassal lehet a U20S sejtek
anyagcseréjére. Szignifikansan alacsonyabb bazalis NAD*-szintet mértiink az NMNAT1
KO sejtekben, mely tovabb csokkent a ciszplatin-kezelés hatasara (14A. abra). Ciszplatin
kezelés hatdsdra az NMNAT1 KO sejtek ATP-szintjében szintén dramai valtozast
figyeltlink meg, mig a vad tipusu sejtekben nem tapasztaltunk véaltozast (14B. abra). A
kaszpaz inhibitor és a nekroptozis inhibitor is jelentésen gatolta az ATP-veszteséget (14B.
abra), tehat az ATP-szint csokkenése részben a karosodott energiatermelés és az aktiv

sejthalalformak lezajlasdhoz szukséges fokozott ATP-felhasznalas miatt kdvetkezik be.
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14. &bra: NAD™* -és ATP szintek valtozdsa NMNAT1 KO sejtekben ciszplatin kezelést
kovetben. A 24 ords cisplatin (5 pug / ml) kezelést kovetéen meghatdaroztuk a NAD™-
szintet a WT és NMNAT1 KO sejtek lizadtumaibdl és normalizaltuk a fehérjetartalomra
(A). A kettéskeresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a vad tipusii és
NMNAT1 KO sejtvonal azonos kezelései esetén (Bonferroni teszt; ### p <0,001) (A). A
sejtes ATP-t 24 oraval a ciszplatin-kezelés utan vizsgaltuk (B abra). A sejteket
ciszplatinnal kezeltik 6nmagaban vagy apoptozis (z-DEVD-FMK, 50 uM) vagy
nekroptozis (NECI1, 1 uM) inhibitorokkal kombinalva. Az inhibitorokat 30 perccel a
ciszplatin-kezelés eldtt alkalmaztuk. A csillagokkal jelolt oszlopok jelentbsen eltérnek a
kontrolltdl (Dunnett-teszt; ** p <0,01, *** p <0,001). 4 kettds keresztekkel jelolt
oszlopok szignifikansan kilonboznek a vad tipust és NMNAT1 KO sejtvonal azonos
kezelései esetén (Dunnett-teszt; ## p <0,01, ### p <0,001).
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V1.2.5. Metabolikus utvonalak vizsgalata
A sejtek energiatermeld utvonalainak a jellemzése soran a sejtlégzés mérésére az

oxigénfogyasztas sebességét (OCR, 15A. abra), a glikolizis mértékének
meghatarozasara pedig az extracellularis savasodasi sebesseget (ECAR) vizsgaltuk meg
(15B. abra). A két sejtvonal kozotti bazalis 1égzésben nem volt megfigyelhetd jelentds
kilénbseg (15A &bra). Az elvégzett mitokondrialis stressz teszt (a részletekért lasd az
Anyagok és mddszerek részt) szintén hasonlé értékeket mutatott mindkét sejtvonalban
(15A abra). A ciszplatin kezelés azonban az NMNAT1 KO sejtekben teljesen
megszuntette a mitokondrialis 1égzési tartalék-kapacitast (15A abra, FCCP adagolasat
kovetd szakasz). A bazalis glikolitikus aktivitas szignifikansan magasabbnak bizonyult
az NMNAT1 KO sejtvonalban (15B. Abra). A glikolitikus stressztesztekben kezelés
nélkul és ciszplatin kezeléssel sem tapasztaltunk szignifikans kilénbségeket a két
sejtvonal kozétt (15B. Abra). Ez a megallapitas azt sugallja, hogy a ciszplatin az
NMNAT1-statustdl fliggetlendl, a glikolitikus aktivitast tobbnyire nem befolyésolja. A
sejtszintli anyagcserét a két f0 energiatermeld folyamat aktivitdsdnak hanyadosa, az
OCR / ECAR aréany jellemzi. A ciszplatin kezelést kovetden az OCR / ECAR arany
csokkent az NMNAT1 KO sejtekben, ami azt jelzi, hogy a sejtek a glikolizisre

tdmaszkodnak, sem mint a légzési energiatermelésre az anyagcseréjik soran.
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15. &bra: Az oxidativ foszforilacio és a glikolitikus aktivitas vizsgalata

Az oxigénfogyasztasi sebességet (OCR) / az oxidativ foszforilaciot (A) és az
extracellularis savasodasi sebességet (ECAR) / a glikolitikus aktivitast (B) a Seahorse
metabolikus analizatorral hataroztuk meg, és az értékeket a WT sejtek kiindulasi
értékének szazalékaban fejeztlk ki. Mind az OCR / oxidativ foszforilaciét, mind az ECAR
/ glikolitikus aktivitast specifikus stressztesztekben figyeltik meg 13 o6raval a ciszplatin
kezelés utan. A mitokondridlis stressztesztek az oligomicint (2 uM), az FCCP-t (0,5 uM)
és az antimycin A-t (1 uM) tartalmaztak. Az ECAR vizsgdlata sordan gliikozt (10 mM),
oligomycint (2 uM) és 2-dezoxi-gliikozt (50 mM) alkalmaztunk. A csillagokkal jelolt
adatpontok szignifikdnsan eltérnek a kontrolltél (Student — Newman — Keuls médszer; *
p <0,05). A kettoskeresztekkel jelolt adatpontok jelentdsen kiilonboznek a vad tipusu és
NMNAT1 KO sejtek esetében grafikon ugyanazon fazisaban (Student Newman Keuls
mddszer; # p <0,05). A két metabolikus Ut aranyat a kiindulasi OCR és ECAR értékek
alapjan hataroztuk meg 13 oraval a ciszplatin-kezelés utan. A csillagokkal jel6lt oszlopok
szignifikansan eltérnek a kontrolltél (Student Newman Keuls moédszer; * p <0,05). A
kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a vad tipusu és NMNAT
KO sejtvonal azonos kezelései esetén (Student Newman Keuls modszer; # p <0,05). Az
abrazolt adatok 3 kisérlet atlagat mutatjak = SEM.
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V1.2.6. A PARIl&cio szerepe az NMNAT1 KO sejtek fokozott érzékenységében
A ciszplatin altal kivaltott DNS-karosodas aktivalja a PARPl-et [127], mely

hozzajarulhat a ciszplatin &ltal okozott DNS-keresztkotesek és DNS-léziok
helyredllitasahoz és a sejtek tuléléséhez. Ezért feltételeztiik, hogy az NMNAT1-
hidnyabdl kovetkezd csokkent nuklearis NAD*-szint veszélyeztetheti a PARP1 azon
képességét, hogy DNS karosodds hatdséra aktivalodjon és a DNS-karosodasok
kijavitasanak eldsegitésével megakadalyozza a sejthalalt.

A PARP aktivitasat a keletkez0 PAR polimerek mennyiségének detektalasaval
kovethettik nyomon. Megallapitottuk, hogy a ciszplatin poli-(ADP-rib6z) (PAR)
képzddéshez vezetett a WT sejtekben, mig az NMNAT1 KO sejtekben ez nem volt
kimutathatd (16A, B abra). Ezen kiviil, a ciszplatin kezelés a koloniaképz6 aktivitast a
vad tipust sejtekben csak enyhén csokkentette, ezzel szemben az NMNAT1 KO
sejtekben szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd. A ciszplatin és a PARP inhibitor
(olaparib) kombinalt kezelése szignifikdnsan alacsonyabb proliferaciot eredményezett a
vad tipusu sejtekben, mint a ciszplatinnal kezelt sejtek esetében, de az NMNAT1 KO
sejtekben tovabbi csdkkenést nem lehetett kimutatni (16C. abra). Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a ciszplatin altal kivaltott DNS-karosodas nem képes aktivalni a PARP1-
t az NMNATL1 KO sejtekben, és a PARP1 szubsztratjanak hianya korlatozza a sejtek

azon képességét, hogy hatékonyan helyrehozzak a DNS-sériilését.

43



A Ciszplatin kezelés (6rak)

MW 6 052 6 10150 05 2 6 10 15
kDa) v mmmmmm " PAR
170 — -
130 — —~
100 —
75 —
A y Aktin
43 _------------
1 I J
! ’ mwT
B WT C KO 0 NMNAT1 KO
= mWT - | *k ¥ |
< 2007 O NMNAT1KO & 150 T
n » ' * % % !
“S \© I 1
N 1501 = ns Hith
c > 1004 = i
8 £
1004 ©
m \ -
— )]
g 504 g
(14 o
< 0 < o
B 0 05 2 6 10 15 CTL OLA Ciszp Ciszp+OLA

Ciszplatin kezelés (6rak)

16. abra: A PARIlaci6 szerepe az NMNAT1 KO sejtek ciszplatin altal okozott
érzékenységben A PAR polimer képzddésének szintiét Western blot modszerrel
detektaltuk vad tipusu (WT) és NMNATI KO (KO) sejtekben, a megadott idopontokban
(0,5 6ra, 2 0Ora, 6 6ra, 10 6ra és 15 ora) a ciszplatin kezelést kovetéen (5 ug / ml) (A). A
mintak fehérjeszintjének normalizalasara béte-aktint hasznaltunk. A relativ denzitast (a
béta-aktinra normalizdlva és a kezeletlen WT kontrollhoz viszonyitva) a B. panelen
mutatjuk be. 4 kettdskeresztekkel jeldlt oszlopok szignifikdnsan kilénbdznek a vad tipusu
és NMNAT KO sejtvonal azonos kezelései esetén (Bonferroni teszt; #P <0,05). A PARP-
1 - NMNATL1 kélcsonhatas lehetséges szerepét ugy hataroztuk meg a kolonia képzé
aktivitdsban, hogy a 6. napon kristaly-ibolyaval festett kolonidkat megszamoltuk. A
sejteket médiummal (CTL), ciszplatinnal (5 ug / ml) vagy ciszplatin és olaparib (10 uM)
(Ciszp + OLA) kombinaciojaval kezeltik, és az egyes kolonidkat minden mintaban
megszamoltuk. Az eredmenyeket a kontroll mintikban 1évé telepek szamdnak
szazalékaban fejezziik ki. A csillaggal jel6lt oszlopok szignifikdnsan kulonboznek a
megfeleld kontrolltol (Bonferroni teszt; *** P <0,001 A kettoskeresztekkel jel6lt oszlopok
szignifikansan kilonboznek a vad tipusu és NMNAT KO sejtvonal azonos kezelései esetén
(Bonferroni teszt; #P <0,05). A grafikonok harom kisérlet atlagat mutatjak £ SEM.
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VI1.3. NMNAT-1 KO sejteken fokozott sejtpusztulast okozd gydgyszerhatéanyagok
azonositasa

V1.3.1 Nagy ateresztéképességii sziirdvizsgalat

Korabbi eredményeink alatdmasztjidk az NMNAT1 fontos szerepét a
oszteoszarkdma sejtekben ciszplatin kezelést kdvetden. Korabbi vizsgalataink alapjan
egyéb tumorellenes szerek esetében is fokozottabb érzekenységet okozott az NMNAT1
enzim hidnya. Uj projektiinkben célul tiiztik ki tovabbi potencialis gyogyszerjeldltek
felkutatasat, melyek az NMNAT1 enzim hianyaban fokozottan citotoxikusak a
daganatsejtekre.

Ehhez egy nagy ateresztOképességii szlirést végeztiink (HTS- High Throughput
Screening) parhuzamosan a vad tipusi és NMNAT1 knockout sejteken, Tecan Freedom
EVO robot hasznalataval, egy olyan vegyuletkdnyvtarral, amely 775 db FDA (Food and
Drug Administration) altal jovahagyott gyogyszert tartalmazott. A sziirés soran a vad
tipusu (WT) és NMNAT-1 KO (KO) oszteoszarkdma sejtvonalakat egységesen 10 M
végkoncentracidban kezeltiik a molekulakonyvtarban 1évé vegyliletekkel. 24 o6ras
kezelést alkalmaztunk, és ezt kovetden meghatiroztuk mind a két sejtvonalban
citotoxitcitast Calcein AM esszével. Azokat a vegyuleteket tekintettiik hatdsosnak, ahol
az ertékelés sordn az NMNAT1 KO sejtvonalon legalabb 25% -kal magasabb toxicitast
tapasztaltunk a vad tipusu sejtekhez képest. A kritériumoknak kilenc vegyiilet felelt meg:
bortezomib, aktinomycin-D, digoxin, tenipozid és 6t antraciklin (idarubicin,

daunorubicin, doxorubicin, mitoxantron, epirubicin) (17. abra).
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17. &bra. Vegyiiletek azonositisa nagy dteresztéképességii sziiréssel. FDA altal
jévahagyott gydgyszerhatoanyagokbol allé molekulakdnyvtar plateket (1-10. plate)
szurtiink nagy dteresztoképességii  sziiréssel. A
egységesen 10 pM-os volt. A molekulakonyvtar vegyiileteit Tecan folyadékkezeld
robot segitségével adagoltuk a sejtekhez, majd pedig 24 oraval a kezelést kovetéen
CalceinAM vizsgéltuk a vad tipust sejtek és az NMNAT1 KO sejtek
életképességében fellépd kiilonbséget. A plate atlagénak citotoxicitasat vettik 0%-
nak. Ehhez viszonyitottuk a sziirés soran alkalmazott szereket citotoxicitasat.
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VI1.3.2. A sziirés soran azonositott vegyiiletek hatasanak megerositése
Talalataink meger6sitését mind vad tipust, mind NMNAT1-KO U20S sejteken

elvégeztiik. A szilirés soran azonositott vegyiiletek (lasd 4. tablazat) citotoxicitasat a
kezelést kovetden 24 oraval, Calcein-AM eéletképességi esszével vizsgaltuk, melyhez egy
széles tartomanyu koncentracio-sorozatot készitettiink (1,22 nM - 40000 nM kdzétt),
alkalmazva a sz{irés soran hasznalt 10 pM (10 000 nM) koncentraciot is (18. abra). Kilenc
vegyiilet koziil 8 esetben igazolhatd volt az NMNAT1 KO fenotipus érzékenyitd hatasa.
Minden azonositott antraciklin hatasa igazolhato volt (18A-E abra). Az aktinomicin D
(18F ébra), a bortezomib (18G éabra) és a tenipozid (18H abra) szintén jelentds ndvekedést
okozott a KO sejtvonal citotoxicitasdban a WT sejtekhez képest. A digoxin esetén is
mindkét sejtvonalban koncentréacié-fiiggd citotoxicitast tapasztaltunk, de a toxicitas a KO
sejtvonalon ebben az esetben nem volt szignifikdnsan magasabb a vad tipusu sejtekhez
képest (18l abra).

A legmarkansabb kiilonbség az aktinomicin D esetében volt megfigyelhetd, mivel
az NMNATI hianya ~ 40 nM koncentraciotol kezdve jelentds szenzibilizald hatést valtott
ki. Az aktinomicin D (Act D) a Streptomyces nemzetségbdl izolalt polipeptid
antibiotikum. Az aktinomicin D interkalalddik DNS guanin és citozin gazdag régidhoz,
ezzel megakadalyozza az RNS-polimerazok miikodését, ezaltal gatolja a transzkripciot
[128]. Az aktinomicin D volt az az elsé antibiotikum, amelyet tumorok kezelésére
hasznaltak. Alkalmazzak toébbek kozott pl. Wilms-daganatban, rabdomioszarkémaban,
Ewing-szarkbmaban és az NPM1-mutalt akut myeloid leukémiaban [128-130]. Az
aktinomicin D apopt6zist indukal [131]. Nagy ddzisban alkalmazva (>1 pg/ml) blokkolja
az 0sszes RNS -fajta transzkripcidjat, mig az alacsony doézisok (< 100 ng/ml) a
riboszémalis RNS -szintézis gatlasat okozzak [132, 133]. Tumordlé mechanizmusanak
molekularis hattere még csak részben feltart, NMNAT1 enzimmel kapcsolatos
interakciokrol pedig jelenleg nincs irodalmi adat. Ezért tovabbi vizsgalatainkhoz az

aktinomycin D-t valasztottuk.
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18. Abra. A sziirés sordn azonositott vegyiiletek validdlasa. CalceinAM életkepességi
assay-el végeztiik el a sziirés soran azonositott szerek megerdsito vizsgalatat. Egy széles
tartomany( koncentracio-sorozattal (1,22 nM - 40000 nM) kezeltiik a sejteket 24 éran
keresztul, majd Calcein AM életképessegi esszet végeztink. A csillaggal jeldlt
adatpontok szignifikansan kilénb6znek a vad tipusi és NMNAT1 KO sejtvonal azonos
kezelései esetén (Sidak’s teszt; ** P <0,01, *** P <0,001, n.s .: nem szignifikans). Az
abrakon 3 kisérlet atlagat mutatjuk be + SEM.
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V1.4. Az NMNAT1 szerepenek vizsgélata aktinomicin D-vel kezelt
oszteoszarkoma sejteken

V1.4.1. Az aktinomicin D altal kivaltott sejthalal jellemzése
Ismert, hogy az aktinomicin D hasnyalmirigy sejtvonalon [131] és

oszteoszarkoma sejtvonalon (MG63 sejtvonal) [134] apoptozist indukal. Viszont azzal
kapcsolatban nincs informéciénk, hogy az aktinomycin D indukal-e nekroptdzist és hogy
az NMNATL1 enzim milyen modon befolyésolja, az aktinomicin D Altal kivaltott
sejthalalt.

Ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan véltozik az aktinomycin D-vel kezelt sejtek
életképessége az apoptdzis vagy nekroptdzis specifikus gatlasa mellett (19. dbra). Az
aktinomicin D kezelést (40 nM) vad tipusi és NMNAT1 KO sejteken alkalmaztuk, vagy
6nmagaban, vagy kaszpaz-3 inhibitorral (DEVD-fmk) vagy nekroptozis inhibitorral
(Necl) kombinélva. Vizsgalatunk azt mutatta, hogy a DEVD-fmk jelent6sen novelheti az
Aktinomicin D-vel kezelt vad tipust és NMNAT1 KO sejtek életképességét, mig a Necl
elokezelés nem okozott valtozast az ¢letképességben, a csak aktinomicin D-vel

kezeltekhez viszonyitva.
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19. dbra. Az aktinomycin D altal kivaltott sejthalél vizsgalata

Az aktinomicin D altal okozott sejthalal lehetséges mechanizmusat életképességi
vizsgalattal azonositottuk az apoptotikus (DEVD-fmk) és necroptotikus (Necl)
utvonalak gatloival. A kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a
csak aktinomicin D-vel kezelt mintaktdl (Dunett's multiple comparisons ## P <0,01, ###
P <0,001).
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A sejtek apoptotikus pusztulasanak tovabbi vizsgalatat high content analizissel
vegeztlk egy kinetikus esszé segitségével, a kaszpaz-3 inhibitor DEVD-fmk jelenlétében
(20. abra). Az aktinomicin D kezelés mindkét sejtvonalban a kaszpaz-3 aktivitasanak
jelentds emelkedését okozta, amelyet a kaszpaz-3 inhibitor hatékonyan gatolni tudott. Az
NMNAT1 KO sejtvonalban a kaszpaz-3 aktivacio méar korabban kimutathato volt, és a
kaszpéz-pozitiv sejtek aranya tébb mint kétszer annyi volt, mint a vad tipust sejtekben
mérhet6 kaszpaz-3 pozitivitds aranya. A kaszpaz-pozitiv sejtek reprezentativ képei 24
oras kezelést kovetden a 20 abran lathatoak.

A nekrotikus sejtpusztulas lehetséges jelenlétét a feltiliszok laktat-dehidrogenaz
(LDH) szintjének mérésével vizsgaltuk 24 ordval az Aktinomicin D kezelés utan (20C
abra). Az WT sejtek esetében nem volt kimutathato szignifikans LDH felszabadulas. Mig
a KO sejtvonal esetében jelentds LDH felszabadulast mértiink. Ugyanakkor a KO sejtek
LDH felszabadulasa masodlagos nekrozisnak tekinthetd, mivel a DEVD-fmk kaszpaz-3
inhibitor képes volt teljesen blokkolni.
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20. abra Az aktinomycin D altal kivaltott sejthalal jellemzése Az apoptotikus
sejtpusztulas kovetése fluoreszcens kaszpaz szubsztrat alkalmazasaval tortént (Cellevent
- z0ld). Kinetikus vizsgalatban a kaszpaz aktivitast az aktinomicin-kezelést kovets 9-24
Ora kozott vizsgéltuk, DEVD-fmk kaszpaz inhibitor alkalmazésaval. A kaszpéz-pozitiv
sejtek Ossz-sejtszamhoz viszonyitott szazalékos aranyat abrazoltuk (A). A csillagokkal
jelolt gorbék adatpontjai szignifikansan eltérnek az azonos sejtvonal kontroll mintitol
(Dunett's multiple comparisons; *** P <0,001). A kettos keresztekkel jelolt gorbék
adatpontjai szignifikansan eltérnek az aktinomicin D-vel kezelt, ugyanabbdl a
sejtvonalbdl szarmazé mintaktol (Dunett's multiple comparisons; ### P <0,001). A
flurescens festéssel készillt képek kaszpaz pozitiv sejteket mutatjak 24 6ras aktinomicin D
kezelést kovetéen (B). A laktat-dehidrogenaz (LDH) felszabadulaséat aktinomicin-kezelés
és DEVD-fmk kaszpéaz inhibitor, valamint Necl nekroptozis inhibitor alkalmazaséaval (30
perccel az aktinomicin D kezelés eldtt adtuk a sejtekhez), 24 oraval az aktinomycin D
kezelést kovetoen hataroztuk meg. A csillagokkal jelolt oszlopok szignifikansan
kilénboznek az azonos sejtvonal kontroll mintaitol (Dunett's multiple comparisons; ***
P <0,001). A kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonbéznek a vad tipusu
és NMNAT KO sejtvonal azonos kezelései esetén (Dunett's multiple comparisons; # P
<0,05). Az abrazolt adatok 3 kisérlet atlagat mutatjak = SEM.
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V1.4.2. A sejtek NAD* - és az ATP —szintjének vizsgalata Aktinomicin D kezelést
kovetden
Az NMNAT enzimek a NAD™ szintézisében két Utvonalon keresztll is részt

vesznek (mentési és a Preiss-Handler Gtvonalon) [51]. Igy az enzim hianya és az
aktinomicin D kezelés hatasara megfigyelt szignifikdnsan magasabb citotoxicitas az
NMNATI KO sejtvonalban, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a KO sejtek NAD™ és
ATP tartalmanak esetleges valtozasat érdemes megvizsgalni. Mint mar korabban
bemutattam, (14. abra) a bazalis NAD* szintek az NMNAT1 KO sejtekben
szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a vad tipusd U20S sejtekben. Az
aktinomicin D szignifikans csokkenést okozott a NAD™ szintben, mindkét sejtvonal
esetében (21A. abra). A KO sejtvonalban a NAD*-szintet a kezelt vad tipusi mintak
korulbelll 1/5-ére valtoztatta (21A. abra). A cellularis ATP egy univerzalis metabolit,
amely szinte minden energiafliggd folyamathoz sziikséges. Mivel az ATP termelése a
NAD-t0l fiigg, ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy az aktinomicin D kezelés utén
megvaltozik-e a sejtek ATP-szintje is (21B. abra). A korabbi eredményeink alapjan
bazalis ATP szintek nem kulonbdznek szignifikansan a WT és a KO sejtekben (14B
abra). Az aktinomicin D kezelés az ATP szint szignifikans csokkenését okozta a vad
tipusu sejtekben. Viszont az NMNAT-1 KO sejtekben a vad tipusu, kezelt mintdkhoz

képest is jelentésen csokkent az ATP -szint .
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21. &bra. A NAD" - és ATP szintek vizsgalata

A teljes NAD*-szintet a vad tipusi és NMNAT1 KO sejtek lizatumaibdl hataroztuk meg
24 Oraval az ActD kezelés utan (A). A csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan
kilonboznek a kontrolltol (Sidak tesztje; *** p <0,001). 4 kettés keresztekkel jelolt
oszlopok szignifikansan kulonbdznek a vad tipusi és NMNAT KO sejtvonal azonos
kezelései esetén (Sidak teszt; ## p <0,01, ### p <0,001). Az ATP-tartalmat 24 6raval az
ActD kezelés utan vizsgaltuk (B). A csillagokkal jelolt oszlopok szignifikansan
killénbdznek a kontrolltél (Dunnett-teszt; *** p <0,001, ### p <0,001). Mindkét vizsgalat
esetében a kapott értékeket feherje-tartalomra normaltuk és a vad tipusu kontroll
szazalékaban fejeztiik ki. Az Abrazolt adatok 3 kisérlet atlagat mutatjak + SEM.
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V1.4.3. Az aktinomicin D DNS kérosodéast és PARP aktivaciot valt Ki
Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az aktinomicin D DNS-kérosodast okoz [135]. A

DNS-karosodas egyik specifikus markere a H2AX foszforilacio (YH2AX), ami fehérje
szinten western blottal detektalhat6. A vad tipusu U20S sejtekben nem volt kimutathato
jelentés DNS-ké&rosodas (22A, B abra). A KO sejtekben azonban az ActD kezelés utan 6
oraval magas szintii DNS karosodast tapasztaltunk (22A, B abra).
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22. &bra. Az aktinomicin D altal kivaltott DNS karosodas vizsgalata.

Western-blot segitségével detektaltuk a H2AX hiszton foszforilacidjat 6 oraval az
aktinomicin D kezelés utan WT és NMNAT1 KO sejtekben (A). A H2AX relativ
denzitasat a béta-aktin - mennyiségre normalizalva mutatjuk be a B abran. A
csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan kiilonbéznek a kontrolltdl (Sidak tesztje;
*** p <0,001). 4 kettés keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a

vad tipusu és NMNAT KO sejtvonal azonos kezelései esetén (Sidak tesztje; # p
<0,05).
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A megnovekedett DNS-karosodas a DNS-helyreallitds karosodasara utalhat. A
DNS kérosodas aktivaljaa NAD"-fiiggé PARP1 enzimet, amely az irodalmi adatok
alapjan kolcsonhatasba Iéphet az NMNAT1-el a PARP1-fiiggé promotereken [75].
Ezért megvizsgaltuk, hogy milyen médon valtozik a DNS karosodas hatasara a
PARP1 enzim &ltal szintetizalt poli-ADP-rib6z (PAR) polimer mennyisége az
NMNAT1 génhianyos sejteken. A PARIlaciot western blot alkalmazasaval
detektaltuk, anti-PAR antitest (10H) alkalmazasaval (23A, B abra). A vad tipusu
sejtekben 6 Ordval az ActD-kezelés utdn fokozott PARP-aktivalodas volt
kKimutathaté (23A, B &bra), mig a KO-sejteknél a PARP-aktivacio jelent6sen
csokkent, valosziniileg az alacsony NAD" -tartalom miatt.
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23. &bra Az aktinomicin D altal kivaltott PARP aktivacio vizsgalata

Az aktinomicin D altal indukalt PARilaciot western-blot segitségével detektaltuk 6
oraval az aktinomicinnel végzett kezelést kovetéen WT és NMNATI KO sejtekben
(A). A PAR polimerek relativ denzitasat mutatjuk be, normalizalva a béta-aktin
szintre a B abran. A csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan kulonbdznek a
kontrolltdl (Sidak tesztje; * p <0,05) A kettds keresztekkel jelolt oszlopok
szignifikansan kilonboznek a vad tipust és NMNAT KO sejtvonal azonos kezelései

esetén (Sidak tesztje; ## p <0,01). A diagram 3 fliggetlen blot denzitasanak atlagat
mutatja £ SEM. (B, D).
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V1.4.4. A p53 fehérje acetilacidjanak vizsgalata
Az alacsony NAD"-szintr6l az irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy gétolja a nukleéris

NAD'-fliggd enzimek, példaul a PARP1 vagy a SIRT1 aktivitasat [136, 137]. Mivel a
SIRT1 egy NAD'-fiiggé deacetilaz enzim, aktivitasanak csdkkenése varhatéan a
célfehérjéinek acetilez6désének emelkedését okozza (pl. p53-as fehérje) [138]. A p53
Lys382-es fehérje oldallancon torténé acetilezését Western-blot segitségével
detektaltuk (24A abra). A kezeletlen mintakban acetilezést nem lehetett kimutatni, és a
rovid (2 dras) ActD kezelés nem volt hatdssal az acetilalt p53 szintjére. 20 6ra ActD-
kezelés utan azonban mind a WT, mind a KO sejtekben fokozott acetilaciot

detektaltunk, ami szignifikansan magasabb szintet mutatott a KO sejtekben (24B. abra).
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24. abra A p53 fehérje acetilaciojanak vizsgalata Western blottal.

Ketté vagy 20 oras aktinomicin D kezelést kévetden megvizsgaltuk az acetildalt p53
fehérje mennyiségét. Az acetil-p53 szintjét a béta-aktin szintjére normalizaltuk. 3
flggetlen blot denzitometriajanak atlagat mutatjuk be a B abran + SEM. A csillaggal
jeldlt oszlopok szignifikansan eltérnek a kontrolltdl (Sidak tesztje; *** p <0,001). A
kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a vad tipusu és NMINAT
KO sejtvonal azonos kezelései esetén (Sidak teszt; ## p <0,01).
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V1.4.5. p53-dependens pro-apoptotikus gének indukciéjanak vizsgalata
A p53 emelkedett acetilezése a p53-fliiggd pro-apoptotikus gének fokozott expresszidjat

idézheti el6, ilyen példaul NOXA vagy BAX [139]. Ezen geének mRNS expressziojat
gPCR modszerrel vizsgaltuk 15 oraval az ActD kezelést kovetéen (25A, B abra). A
NOXA gén expresszidja mindkét sejtvonalban emelkedett (25A. abra), viszont
szignifikansan magasabb szintet ért el az NMNAT1 KO sejtek esetében. Ezzel szemben,
a BAX gén expresszidja csak az NMNAT1 KO sejtvonal esetében mutatott szignifikans

emelkedést aktinomycin D kezelés hatasara (25B. abra).
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25. abra. Pro-apoptotikus gének indukcidja Aktinomicin D kezelést kovetien.

A pro-apoptotikus NOXA (A) és a BAX (B) gének expresszios szintjét valos idejii
kvantitativ PCR modszerrel hataroztuk meg, 15 éraval az aktinomicin D kezelés utan. A
csillagokkal jeldlt oszlopok szignifikédnsan kildnbdznek a kontrolltol (Sidak tesztje; * p <
0,05; *** p <0,001). A kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonbozoek a
megfeleld kezelések esetén a vad tipusi és NMNAT1 KO sejtvonalak kozott (Sidak teszt;
### p <0,001).
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A NOXA vagy BAX fehérje expressziosos szintjét Western blottal (26A, B, C abra)
detektaltuk. Mind az NOXA (26A, B abra), mind a BAX (26A, C &bra) fehérje szinten
is szignifikdnsan magasabb indukciot mutattak az NMNAT1 KO sejtekben, mint a WT

sejtek esetén .
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26. dbra. NOXA és BAX fehérjék indukcidjanak vizsgalata A NOXA és BAX gének
expresszios szintjéet western blot mddszerrel fehérje szinten is meghataroztuk,
reprezentativ blottok az A abran kerllnek bemutatasra. A B és C abrakon 3-3 fuiggetlen
blot denzitometridjanak atlaga kerult bemutatasra =+ SEM, NOXA (B) BAX (C) A feherje-
expressziokat mindkét esetben a béta-aktin szintre normalizaltuk. A csillagokkal jel6lt
oszlopok szignifikansan kiilonboznek a kontrolltol (Sidak teszt; *** p <0,001). A kettos
keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonbozéek a megfelelo kezelések esetén a
vad tipusu és NMNAT1 KO sejtvonalak kozott. (Sidak teszt; # p < 0,05, ### p <0,001).
A kisérletek Csikos Csaba kozremiikodésével késziiltek.
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V1.4.6. Az NMNAT1 hidnya gatolja a sejtek proliferacidjat
V1.4.6.1. Sejtproliferacio és sejtciklus vizsgélata
Mivel Az NMNAT1 KO sejtekben alacsonyabb NAD®-tartalom mérhetd, az

enzim hidnya a kezelés mellett csokkenti a sejtek életképessegét, illetve korabbi
kisérleteink alapjan az NMNATI KO sejtek csokkent koloniaképzé aktivitassal
rendelkeznek (7B abra). Ezeért szerettiik volna megvizsgalni az aktcinomycin D kezelés
proliferaciora és sejtciklusra gyakorolt hatasat. Korabbi irodalmi adatok is alatamasztjak,
hogy az aktinomicin D gatolja az MG63 human oszteoszarkoma sejtek proliferacios
képessegét [134]. A mi vizsgalati modellinkben a sejtek proliferaciojat HCA-val
hataroztuk meg. A vizsgalathoz digitalis fazis-kontraszt felvételeket készitettlink az ActD
kezelés el6tt és négy nappal a kezelést kovetden, melyeken a képanalizis szoftver
(Harmony) segitségével meghatéroztuk az aktudlis sejtszamokat (27. abra). A négy napos
idOszak alatt a kezeletlen WT- és KO-sejtek szama megkozelit6leg hétszeresére nott a
platelt sejtszamhoz képest, és a két sejtvonal kdzott nem volt szignifikans kulonbség. Az
ActD kezelés lelassitotta a sejtproliferaciot mind a WT, mind a KO sejtekben, de a KO
sejtekben dramai mértékben csokkent a proliferacié vad tipust tarsaikhoz képest a
kezelés hatasara (27A abra).

A kiilonbozd sejtciklus  fazisokban mérhetd sejtpopulacidkat 4aramlasi
citometridval hataroztuk meg (27B,C,D. &bra). Kezelés nélkul nem tal&ltunk szignifikans
kilonbséget a két sejtvonal kozott, viszont ActD kezelés utdn az NMNAT1 KO
sejtvonalban S és G2/M fazisok populacidinak aranya jelentésen csokkent. Tehat, a sejtek
a KO sejtvonal esetében nagyobb aranyban tartézkodtak G1 fazisban, mint a WT vonal
esetében. A WT sejtekben nem volt kimutathat6 szignifikans valtozas a kezelést kovetden

(27B,C,D éabra).
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27. abra. Az aktinomycin D hatasa a sejtek proliferaciojara és sejtciklusra.

A sejtek proliferacidjanak mértékét HCA analizissel vizsgaltuk meg. Az aktinomycin D
kezelés elott és 4 nappal a kezelés utin késziilt fazis-kontraszt képek alapjan
meghataroztuk a sejtszamot.(A abra). A sejtciklust aramlasi citometrids mddszerrel,
propidium-jodid (PI) festéssel hataroztuk meg, a mérés primer, sejtpopuléaciok aranyat
szemlélteto gorbéit mutatjuk be a B és C abran. A sejtciklus egyes fazisainak kvantitativ
kiértékelése lathato a D abran, melyen minden populaciot a kezeletlen kontroll sejtekhez
viszonyitottunk. A csillagokkal jel6lt oszlopok szignifikansan eltérnek a kontroll mintaktol
(Tukey-teszt; * P <0,05, *** P <0,001). A kettés keresztekkel jelolt oszlopok
szignifikansan kiilonbéznek a vad tipusu és KO sejtvonalak esetén a megfeleld
kezeléseknél (Tukey-teszt; ### P <0,001). Az abrazolt adatok 3 kisérlet atlaga + SEM.
Dr. Demény Maté segitsegével tortént az &ramlési citometria analizis beallitasa.
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V1.4.6.2. A SIRT1 enzim géatlasdnak hatasa a sejtproliferacidra
Az p53 fokozott acetilacidja a proapoptotikus gének indukcioja mellett a

sejtproliferaciora is hatassal van, a p21 gén indukcioja révén [140]. Az ActD indukalta a
p21 MRNS- (28A. abra) és a fehérje expressziot (28B és C abra,) az NMNAT1 KO

sejtekben, ezzel szemben, a WT sejtekben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast.
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28. &bra. Az alacsony nuklearis NAD* hatésa a sejtproliferaciora |

A p21 expresszi0s szintjét valos idejii kvantitativ PCR médszerrel hataroztuk meg (4). A
minték 15 éraval az aktinomicin D-vel vegzett kezelés utan készliltek. A csillaggal jel6lt
oszlopok szignifikansan eltérnek a kontrolltol (Sidak teszt; *** P <0,001). A kettos
keresztekkel jeldlt oszlopok szignifikAnsan kilénbdznek a vad tipusi és NMNAT1 KO
sejtvonalak kézott a megfeleld kezelések esetén (Sidak teszt;, ### P <0,001). A p21 gén
expresszios szintjét fehérje szinten western blot mddszerrel is meghataroztuk (B és C
abrak). Egy reprezentativ blotot mutatunk a B dbran. A p21 relativ denzitasa lathaté a C
abran, normalizalva a béta-aktin szintjére. 3 fiiggetlen blot denzitasanak atlaga lathato
a C abran. A kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a vad tipusu
sejtek és az NMNATI KO sejtek kozott a megfelelo kezelések esetén (Sidak teszt;, # P
<0,05). 4 kisérletek Csikos Csaba kozremiikodésével késziiltek.
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V1.4.6.3. A PARP1 enzim gatldsanak hatésa a sejtproliferaciora
Mivel irodalmai adatok alapjan a PARP1 gétlasa lassitja a sejtproliferaciot [141],

megvizsgaltuk az ActD kezelés altal kivaltott PARP-aktivacio sejtproliferaciora
gyakorolt hatdsat (29A, B &bra). A PARP-inhibitorokkal (Olaparib és PJ34) tortent
elokezelés mindkét vonalon csokkentette a proliferaciot. Kombinalt kezelésként
alakalmazva az ActD-t a PARP inhibitorokkal, azt tapasztaltuk, hogy a sejtek
proliferacidja jelentdsen csokkent a vad tipust sejtekben, az NMNAT1 KO sejtek esetén
viszont nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a csak aktinomycin D-vel kezelt
mintakhoz képest. Ezek az adatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy az NMNAT1 KO
sejtek esetében a csokkent bazalis NAD-szint nem zavarja a PARP bazalis aktivitasat (igy
az specifikus gatloszerrel gatolhatd). ActD kezelés esetében azonban a gatolt sejtmagi
NAD"-szintézis miatt az aktualisan elérhetd NAD-készlet nem elegséges a DNS
karosodas hatasara bekovetkez6 PARPI1-aktivaciohoz az NMNAT1 KO sejtekben.
Emiatt korlatozott a sejtek DNS-hibajavitasa, amely szintén hozzajarul a sejtek csokkent

proliferacios képességéhez.
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29. abra. Az alacsony nuklearis NAD* hatasa a sejtproliferaciéra 11

A vad tipust és NMNAT1 KO sejtek proliferaciojat HCA modszerrel hataroztuk meg (A).
Az elbkezelések PJ34 (PJ) és Olaparib (Ola) PARP inhibitorokkal torténtek. A sejtek
szamat a platelés idopontjaban (0. nap) és az 5. napon (4 nappal az aktinomicin D kezelés
utan) hataroztuk meg. A felvételek analizisét a B abra mutatja. A csillagokkal jel6lt
oszlopok szignifikansan kiulonboznek az 5. nap kontroll mintaitdl (Sidak teszt; *** p
<0,001). A kettos keresztekkel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek a vad tipusu és
NMNATI KO sejtek kozott a megfelelo kezelések esetén (Sidak tesztje; ### P <0,001,
n.s.: nem szignifikans). A4 ,,+” jeloléssel ellatott oszlopok szignfikansan kiilonboznek a
csak ActD kezelés és az elokezelés+ActD kezelés esetén (Bonferroni teszt; +++ P <0,001,
n.s.: nem szignifikans). Az abrazolt adatok 3 kisérlet atlaga + SEM.
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V1.4.7. Az NMNAT1 KO fenotipus és az actionomycin D - kezelés hatasa az RNS-
tartalomra
Azt mér kordbban kimutattdk, hogy az NMNAT1 enzim és az ActD egyarant

befolyasoljak az RNS szintézisét [21, 142]. Az RNS homeosztazisanak vizsgalatahoz a
kisérleteink sordn megmértiik az 6sszes RNS mennyiséget (30A. abra), valamint a 45S
(30B. abra) és 18S (30C. &bra) riboszomalis RNS-ek expresszidjat. Megéllapitottuk, hogy
az NMNAT1 KO sejtek haromszor nagyobb 6ssz-RNS-szinttel rendelkeznek,
0sszehasonlitva vad tipusu sejtekkel (30A. abra). Az ActD kezelés szignifikansan
csOkkentette az 6ssz-RNS szintet az NMNAT1 KO sejtekben, mig a WT sejtekre nem
volt hatdssal (30A &bra). Az NMNATL hidnya novelte a 18S riboszomalis RNS pro-
formajanak (45S) expresszigjat (30B. abra). A 45S RNS expresszidjat mindkét
sejtvonalban teljesen blokkolta az ActD kezelés (30B. abra). Erdekes modon a két vonal
kdzott nem volt kKimutathat6 kiilonbség az érett 18S rRNS mennyisegében (30C abra). Az
ActD kezelés megemelte a vad tipusi sejtekben az érett 18S rRNS szintetjét, de az
NMNAT1 KO sejtek esetén nem okozott szignifikans valtozast (30C abra).
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30. &bra Az RNS-tartalom valtozdsa az NMNATL1 hidnydban Aktinomicin D kezelést
kovetéden.

A relativ RNS-tartalmat a sejtszamoléssal és a mintak teljes RNS-tartalmanak mérésével
hataroztuk meg 24 oras ActD kezelés utan. A csillaggal jel6lt oszlopok szignifikansan
eltérnek a kontrolltdl (Sidak teszt; ** P <0,01). 4 kettds keresztekkel jelolt osziopok
szignifikansan kilonbdznek a vad tipust és NMNAT1 KO sejtvonal azonos kezelései
esetén (Sidak teszt; ### P <0,001). A 45S és 18S riboszomalis RNS mennyiségét valos
idejii kvantitativ PCR modszerrel hataroztuk meg (B és C). A csillaggal jel6lt oszlopok
szignifikansan eltérnek a kontrolltol (Sidak tesztje; *** P <0,001). 4 kettis keresztekkel
jelolt oszlopok szignifikansan kilénbdznek a vad tipust és NMNAT1 KO sejtvonal azonos
kezelései esetén (Sidak teszt; ## P <0,01). Az abréazolt adatok 3 kiserlet atlagat mutatjak
+ SEM.
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VII. MEGBESZELES

Az oszteoszarkbma a csontvazrendszer elsddleges rosszindulati daganata. A
daganatok tobbségben a hosszi csoves csontokban lokalizalédnak [22], de
eléfordulhatnak lapos csontokban is, pl az allkapocs csontjaban [23]. Gyakran térsul
mellé attét, ami legtobb esetben a tiidében alakul ki [24]. Az oszteoszarkoma rendkiviil
agressziv lefolyast betegség. Kezelése mutéti amputacioval és kemoterapiaval torténik.
A kemoterapia soran hasznalt szereket (metotrexat, ciszplatin, doxorubicin (adriamicin)
és ifoszfamid), altalaban kombinacioban alkalmaznak [46]. A betegek sikertelen
gyogyulasanak 6 oka a kezelésekkel szembeni nagyfokd rezisztencia kialakulasa [47,
48]. A gyakori rezisztencia pedig a visszaesé betegek minddsszesen 20% -0s tulélési
aranyaban tiikr6z6dik [32]. Az oszteoszarkoma tehat egy rendkivil ellenallo, agressziv
tumorfajta, melynek kezelésében egyértelmiien 0j perspektivakra van sziikség a betegek
talélési ratajanak javitdsahoz.

Az oszteoszarkdma kezelésében hasznalt szerek a sejtek DNS-ére fejtik ki a
hatasukat, viszont a sejtekben miikodd hibajavitdsi mechnaizmusok sok esetben
helyreallitjdk a kemoterépids szer altal okozott DNS-kéarosodast, ami a kemoterapia
hatastalansagahoz vezet. Igy a daganat kezelésének egy Uj perspektivéjat jelentheti, a
tumorsejtek DNS-karosodast kovet6 hibajavitasi mechanizmusok befolyasolasa. Ennek
soran a rakos megbetegedésekben a kemoterapias szerek altal eldidézett DNS karosodast
kovetd helyreéllitasban defektust idéznek eld, kiilonb6zd hibajavitasi mechanizmusok
gatlasaval. A legismertebb példa a BRCA-negativ petefészekrdk PARP-inhibitorokkal
vald kezelése [143].

A PARP-inhibitorokkal kapcsolatos igéretes eredmények felhivjak a figyelmet a
PARilacio6 folyamatahoz nélkiildzhetetlen szubsztrat, a NAD" jelentéségére. Ezen kiviil,
egy masik jelentés NAD'-dependens enzimcsalad, a nuklearis SIRT enzimek, szintén
befolyassal birnak a sejtek tulélésére, ezaltal ezek a fehérjék is potencialis kemoterapias
célpontok lehetnek.

Az NMNAT enzimek mind a mentési és mind a Preiss-Handler utvonalon
keresztiil a NAD" elballitasaban vesznek részt [51]. Az NMNAT-1 tumorokban betoltott
szerepérdl kevés informacio all rendelkezésre. Specifikus NMNAT1-inhibitorok jelenleg
nem ismertek, igy ezen enzim gatlasanak kdvetkezmeénye a tumorterapiaban ismeretlen.

Irodalmi adatok alapjan viszont valdsziniisithetd, hogy szerepe lehet a tumorsejtek
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tulélésében, mert azt talaltak, hogy kiilonb6zé kemoterdpias agensek hatasara az
egyébként viszonylag alacsony expresszids szintje megemelkedik [21].

irodalmi adatok. Ezért, elsoként az NMNAT1 fehérje expresszids szintjét vizsgaltuk meg
tobb kiilonbozo szoveti eredetii humén tumor sejtvonalban. Minden vizsgalt sejtvonalban
kimutathaté volt az NMNATL1 expresszidja, de kilonbségeket tapasztaltunk annak
mértékében. Mivel a fehérje szerepének tanulményozéasara farmakologiai lehetdségiink
nincs, ezért egy olyan atlagos szinten NMNAT1-et expresszalo sejtvonalat szerettiink
volna talalni, amely viszonylag kénnyen transzdukalhat6. Az U20S oszteoszarkoma
sejtek tobbi vizsgalt sejtvonalhoz képest atlagos NMNAT1 mRNS szintet mutattak (4.
abra). Munkank els6 részében szerettiik volna feltarni az NMNAT1 oszteoszarkomaban
betdltott szerepét. Az ismert, hogy az NMNAT1 gén hidnya embriondlis letalitdshoz vezet
[98], viszont a gén sejtvonalakban torténd inaktivalasanak hatasaival kapcsolatosan
nincsenek irodalmi adatok. Eredményeink azt mutatjak, hogy az U20S sejtek képesek
voltak toleralni az NMNAT1 gén inaktivalasat anélkil, hogy csokkent életképességet
vagy markans morfologiai elvaltozasokat mutattak volna. Az NMNAT1 KO sejtek
legjelentdsebb metabolikus valtozasa a csOkkent NAD'-szint volt, amely nem
veszélyeztette a sejtek energia termelését nyugalmi allapotban, amint azt a valtozatlan
ATP -tartalom is tiikrozott (8B abra). Az NMNAT1 KO és a vad tipusu sejtek csokkent
proliferacios képességet (klonogenitds) mutattak (7B abra) €s mérsékelten
megndvekedett a glikolitikus aktivitdsuk (8B abra). A sejtek NADT'-készletének
kétharmados csokkenése az NMNAT1 KO sejtekben kiemeli az NMNAT1 dominans
szerepét az U20S sejtek NAD* szintézisben. Korabbi vizsgalataink soran emelkedett
NMNAT2 expresszidt tapasztaltunk NMNAT1 KO U20S sejteken, ez azonban nem
helyettesitheti teljes méertékben az NMNAT1 szerepét. A nuklearis és a citoplazmatikus
terek kozott NAD*-készletekek kozotti csere ugyan lehetséges [127]. Azonban, a jelenség
dinamikajanak U20S sejtekben torténd feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A kutatdsunk soran az egyik legfébb kérdés az volt, hogy oszteoszarkéma-
terapiaban hasznalt kemoterapias szerek befolyasoljak-e az NMNAT1 expressziojat és ha
igen, akkor hogyan befolyasolja a gén inaktivalasa a kemoterapias szerek hatasat. Az
NMNATTI gén ciszplatin és doxorubicin altal torténd indukcidja (5. dbra) arra utal, hogy
a NAD"-fugg6 folyamatok is részt vehetnek a sejtek talélési folyamatiban, az ezekre a

kemoterapeutikumokra adott valaszként. [120]. Ez Song és mtsai [21] eredményeivel
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korrelal, miszerint doxorubicin kezelés hatdsdra az NMNAT1 expresszidja emelkedik. A
ciszplatin szobahémérsékleten szilard, szine fehér, sotét sarga vagy sargas-narancsszinii
is lehet. Dimetil-primanidban és N, N-dimetil-formamidban oldddik a legjobban, azonban
terapias célra vizes oldatat hasznaljak [118]. A ciszplatin tumor6lé hatasmechanizmusa
abban rejlik, hogy elsé 1épésként kovalens kotést képez a DNS-sel, a guanin
adduktumnak nevezik. Ezt kdvetden a ciszplatin reagal egy masodik guanin bazissal,
keresztkotést képez a DNS-en. Keresztkotesek kialakulhatnak egy szalon belll vagy két
DNS-szal kozott is Az vizsgélataink soran azt tapasztaltuk, hogy az NMNAT1 KO sejtek
fokozott érzékenységet mutattak a ciszplatinnal szemben, amit a vad tipusu sejtekhez
képest csokkent életképesség és megndvekedett sejtpusztulas jelez. Az NMNAT1 KO
sejtek ciszplatinnal indukalt sejthalala mind az apoptozis, mind a nekroptozis jellemzéit
mutatta (12. és 13. &bra).

Valoszintsithetd, hogy az NMNATI1 célzott gatlasa mas tipusu daganatok
esetében is elony0s lehet. Ezen allitast megerdsitik a KmPlot adatbazis RNAsec adatai s,
melyek azt mutatjdk, hogy az alacsony NMNAT1-expresszid korreldl a szarkéma,
hepatocellularis karcindma, holyagkarcindma, emldrak, nyeldcsé adenokarcindma, vese
papillaris karcinbma, hasnyalmirigy ductalis adenokarcinobma és méh corpus
endometrium karcindma betegek jobb tulélésével [144]. Tovabbi vizsgalatot igényel
annak megvalaszolasa, hogy az NMNAT1 gatlasa terapias elonyokkel jar-e mas tumorok
esetén.

Az NNNATI1 KO sejtekben mérhet6 alacsony NAD'-szint kdvetkezményeként a
csokkent PARIlacios képesség és ezen sejtekben mért alacsonyabb életképesség erésen
alatamasztia az NMNATL1 fontos szerepét a kemoszenzitizaciés folyamatban.
Feltételezziik, hogy a nukledris NAD*-szintek tal alacsonyak lehetnek ahhoz, hogy
tdmogassédk a PARP1 fokozott aktivitisst NMNAT1 KO sejtekben. A ciszplatin altal
okozott DNS karosodast és PARIlacidt okozott vad tipusu sejtekben. Azonban, a PAR-
képzBdés hianyzott az NMNATI KO sejtekben, ami feltételezhetden az alacsony NAD*
mennyiség kdvetkezménye. Ezen kivil, a hatékony PARP-inhibitor az olaparib fokozta a
ciszplatin proliferacio-gatlo hatasat a vad tipusu sejtekben. A PARP-1 anti-klonogen
hatasban betoltott szerepét alatdmasztjak a publikalatlan adataink a PARP-1 és PARP-2
csendesitett oszteoszarkoma sejtekkel végzett kisérletekbdl. Ezek az eredmények arra

engednek kovetkeztetni, hogy a PARPI aktivacio talélési tényezOként hat a DNS
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helyreallitdsan keresztul, mely 6sszhangban van jelenlegi ismereteinkkel a PARIl&cid
szerepérol a ciszplatin altal kivaltott DNS-k&rosodasok helyredllitdsdban [145]. APARP1
nem tud hozzajarulni a sejtek talélésehez NMNATL1 KO sejtekben, mivel a csokkent
NAD* mennyiség a PARilacio folyamatahoz nem elegendd. igy az NMNAT] inaktivélas
kemoszenzitizal6 hatdsénak kulcsfontossagu kdvetkezménye a PARIlacio csokkenése, és
ennek kovetkeztében a DNS hibajavitasanak romlasa. Feltételezhet6, hogy az NMNAT1
és a PARP1 kozvetlenul kolcsonhatasba lép a DNS-karosodas helyén, hasonldan az
NMNAT1 és a PARP1 kdzotti kdzvetlen kdlcsonhatashoz a PARP1-fliggd promotereken
[75]. Ez az interakci6 magéban foglalhatja az NMNAT1 PAR polimerekhez vald
kotédését is [146]. A PARP1 (és ezéltal az NMNATL) lehetséges szerepét az
oszteoszarkéma sejtek kemoszenzitizacidjdban korabbi preklinikai vizsgalatok is
alatamasztjdk. Ezek a tanulmanyok a PARP1 expresszié és az oszteoszarkoma sejt
talélése kozotti osszefuiggésrdl szamoltak be. A PARP1 gén kilitéssel vagy PARP1-
gatlassal emelkedett az oszteoszarkdma sejtekben fokozott sejtpusztulést tapasztaltak
[147-149]. A folyamatban 1évé és befejezett klinikai vizsgalatok (pl. ClinicalTrials.gov
ID: NCT01583543, NCT01858168 NCT02044120) szintén az olaparib és mas PARP -
géatlok osteosarcomara kifejetett hatasait vizsgaljak.

Adataink azt sugalljadk, hogy az NMNAT1l KO sejtekben megfigyelt
kemoszenzitizacid nagy része a PARiléacio kozvetett gatlasanak koszonhetd. Az azonban
tovabbi kisérletek targya lehet, hogy az NMNATL inhibitorok hatasa (amelyek még nem
allnak rendelkezésre) mennyiben kilénbdzhet a méar klinikumban alkalmazott PARPI
vegyliletektdl, a terapids spektrum, a hatékonysag, a toleralhatosadg €s a mellékhatasok
tekintetében, kiillonb6zd tipusti daganatok esetén. Feltételezziik, hogy a PARPi ¢és az
NMNATTI inhibitorok hatasa nagy valosziniiséggel kiilonbozni fog egy vagy tobb ilyen
szempontbol.

Feltételezheté, hogy az NMNATI-hidnyos oszteoszarkdma  sejtek
anyagcseréjében megfigyelt zavarok is szerepet jatszhatnak a sejtek kémiai
érzékenységében, tekintettel a NAD* kdzponti szerepére az energia anyagcserében. Az
NMNAT1 KO sejtekben enyhe eltolddast lehetett észlelni a glikolizis felé kezelés nélkiil
is, de az energiatermelés kiegyensulyozott volt, amint azt a normal ATP-szint jelez. Ezzel
szemben, a mitokondrialis stresszteszt sulyosan karosodott legzési tartaléekkapacitast
allapitott meg. A metabolikus szabalyozas fontossagat a tumorok viselkedésében és a

kemoszenzitivitasban tobb tanulmany is vizsgalta. Példaul integrélt transzkriptomikai és
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metabolomikai adatkészletek alapjan megvaltozott glikolizissel kapcsolatos mMRNS-eket
és metabolitokat azonositottak oszteoszarkoma mintakban [150]. Ezenkiviil a kiilonb6z6
mikroRNS -ek pozitivan (pl. MiRNA543) [151] vagy negativan (példaul miRNA186)
[152] szabalyozzak mind az oszteoszarkéma proliferaciojat, mind a glikolizist. Tovabba
ugy tinik, hogy a glikolizis korreldl a kemoszenzitivitassal (példaul a ciszplatin -
érzékenységgel [153] vagy az oszteoszarkoma sejtek életképességével [154, 155].
Osszefoglalva, az NMNAT1 enzim az oszteoszarkdma kezelésének egy
lehetséges célpontja. Az NMNATL1 gatlassal egyitt a kemoterapia részeként hasznalt
DNS-karosito szerek valoszintileg fokozott toxicitast okozhatnak. A szinergia mogott allo
legfontosabb mechanizmusok kozé tartozik a PARilacié fiiggd DNS hibajavitasi

folyamatok és a metabolikus folyamatok megvaltozasa. Ezen eredményeink 6sszegzését

a 31. abran lathatjuk.

DNS karosodas
NAD* Gjrahasznosulas 1
PARP1 aktivacil |y

PARP1 aktivitas 1

DNS karosodas

PROLIFERACIO
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31. &bra: Ciszplatin altal okozott sejtpusztulas mechanizmusa az NMNAT1 KO sejtekben.

Feltételeztik, hogy nem a ciszplatin az egyetlen olyan szer, mely fokozottan
citotoxikus az NMNAT1-génhidnyos sejtekre. Ezért munkank maésodik részében egy
nagy ateresztoképességli citotoxicitasi szlirést végeztiink, annak céljabol, hogy olyan
vegyuleteket azonositsunk, melyek az NMNAT1 hianyaban fokozottan citotoxikusak az
oszteoszarkdéma sejtekre. Kisérleteinkhez egy, a Food and Drug Administration (FDA)
altal jovahagyott, 774 db gydgyszer-hatdanyagot tartalmazé molekulakonyvtart
hasznaltunk. Kilenc vegytletet azonositottunk, amelyek fokozott toxicitast mutattak az
NMNAT1 enzim hianyos U20S oszteoszarkdéma sejtekben, 6sszehasonlitva vad tipusu
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sejtvonallal (17. abra). A digoxin kivételével az 0sszes tobbi talalat megerdsithetd volt a
tovabbi kisérleteinkben (18. &bra). Figyelemre mélto, hogy minden validalt talalat ismert
kemoterapias szer. Koziilik 6t (daunorubicin, doxorubicin, idarubicin, epirubicin és
mitoxantrone) antraciklinek, és a tenopozidhoz hasonl6an gatoljak a topizomeraz Il -t.
Erdekes talalat volt a bortezomib proteaszoma inhibitor, amelyet hematoldgiai
rosszindulat( daganatok (pl. Myeloma multiplex, kdpenysejtes limfoma és plazmasejt -
leukémia) kezelésére hasznalnak [156, 157]. A proteaszéma inhibitorok célba vehetik a
tumorsejtek szaporodasaval, sejtpusztulasaval és angiogenezisével kapcsolatos
folyamatokat olyan fehérjék expresszidjanak modulélasaval, mint a p53, a Bcl-2, a Bax
és az NFkB utvonal komponensei [158]. Az NMNAT1 és a bortezomib kdzotti kdlcsonds
kapcsolat jellegének feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel. Az aktinomicin D (ActD,
mas néven daktinomicin) markans, koncentraciofiiggd, a vad tipusu sejtekhez képest
jelentésen magasabb toxicitast mutatott az NMNAT1 KO sejtekben, még alacsony
koncentraciok esetén is. A fentiek alapjan az aktinomycin D-t vélasztottuk a tovabbi
kisérleteinkhez, hogy feltarhassuk az NMNAT1 KO oszteoszarkoma sejtek aktinomicin
D-vel szembeni fokozott érzékenysége mogott alld mechanizmusokat.

Az aktinomicin D (ActD) egy polipeptid [159], amely bakteriosztatikus [160],
HIV-szuppressziv [161] és daganatellenes [162] hatassal rendelkezik. Az ActD stabil
komplexeket képez kettds szalu DNS-sel [142], ami gatolja az RNS szintézist [163]. Az
ActD -t daganatellenes antibiotikumként hasznaljak kiilonb6zd rosszindulati daganatok
esetén, koztik Ewing -szarkdma (csont- és lagyrész -szarkdma) kezelésére [164]. Még
nem teljesen feltart, hogy az ActD milyen sejthalal uton fejti ki tumorolé hatasat. A
fellelhet6 irodalmi adatok szerint az ActD apoptotikus sejthalalt okoz oszteoszarkoéma
sejtekben [134], de kaszpaz-fuggetlen, nem apoptotikus mechanizmusokat mas
sejttipusokban is leirtak (pl. Neuroblasztoma sejtvonalakban) [162].

A kaszpaz-gatldval és a receptor-interacting protein kinaz 1 (RIP-1) enzimet géatlé
nekroptozis-gatloval (nekrostatin-1) kapott adataink azt sugalljak, hogy az apoptdzis
utvonala dominal az ActD-vel kezelt U20S oszteoszarkoma sejtek esetén (19., 20A, B
abra), mig a nekroptdzis jelentdsége elhanyagolhaté (19. abra). A kaszpaz aktivalas
mellett az ActD LDH felszabadulasat okozott az NMNAT1 KO sejtekben az. Mivel a
kaszpaz inhibitor gatolta az LDH felszabadulasat, ezért ez masodlagos nekrozisnak
tekinthetd (20C 4bra)
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Az NMNAT1-hianyos U20S sejtek bazalis NAD*-szintje 60 % -kal alacsonyabb
volt, mint a vad tipust sejtekben, és az ActD kezelés tovabbi NAD*-cstkkenést okozott
(21A. éabra). Ezért feltételeztiik, hogy két f6 nuklearis NAD*-fiiggd folyamat, a PARP
enzimek altali PARIlacid, es SIRT1-fliggd deacetilacio allhat az NMNAT1 KO tumor
sejtek fokozott érzékenységének hatterében az ActD-vel Kkezelt oszteoszarkoma
sejtekben.

Munkank els6 részében (VI1.2. fejezet) beszamoltunk arrdl, hogy a ciszplatinnal
kezelt NMNAT1 KO sejtekben a PARP1 muikodése gatolt, ami fokozott DNS karosodast
eredmeényezett. Az ActD esetében is DNS karosodast és PARP aktivacidt tapasztaltunk a
vad tipusu sejtekben. Az NMNAT1-hidnyos sejtekben stlyosabb DNS karosodast és
korlatozott PARP-aktivacidt tudtunk kimutatni (22-23. abra). Hasonldan a ciszplatinnal
vegzett megfigyeléseinkhez, a PARP-inhibitorokkal tortént el6kezelés esetén a sejtek
proliferacidja jelentésen csokkent mind a vad tipusu és mind az NMNAT1 KO sejtekben
(29. abra), viszont az ActD kezelés hatdsara csak a vad tipust sejtekben tapasztaltunk
tovabbi proliferacio-csokkenést a PARP-inhibitorok alkalmazésakor (29. abra). Ez a
megallapitas alatdmasztja azt a feltételezéslinket, miszerint az NMNAT1 KO fenotipus
részben a a NAD*-fiiggd PARilacid gatlasan keresztiil érzékenyiti a sejteket.

A 1. tipusu hiszton-deacetilaz enzim, a SIRT1 szintén egy NAD*-fiiggd nuklearis
enzim [165]. Szerepet jatszik a DNS karosodasira adott valaszban [166]. A nuklearis
SIRT-ek segitik a sejtek talélését kiillonbozo stressz koriilmények kozott, ami jelzi
potencidlis szerepliket a kemoszenzitizacioban.

Feltételezéslink szerint, az ActD kezelés esetén az NMNAT1-hianyos sejtekben
a SIRT1 mikodése gatlodhat, mivel a SIRT1 aktivitds nagyon érzékeny a NAD*
koncentracio csokkentésére, igy az altala deacetilalt fehérjék acetilezett formaban
maradhatnak. A p53 egy transzkripcios faktor, a SIRT1 egyik 6 célfehérjéje, melynek
[167]. Az NMNAT1-génhidnyos sejtekben az p53 fokozott acetilaciojat tapasztaltuk 20
oraval az ActD kezelés utan, mely szignifikansan magasabb volt az NMNAT1 KO
sejtekben a vad tipusu sejtekhez képest (24. abra). Ez az eredmény dsszhangban van a
mas irodalmi adatokkal, melyekben magasabb p53-acetilaciot és apoptozist irtak le a
SIRT1 gatlasakor [168]. A p53 fokozott acetilacioja a p53-fiiggd pro-apoptdtikus gének
(NOXA és BAX) expressziojanak fokozddasahoz vezetett, a szakirodalmi adatokkal [97]
0sszhangban az NMNAT1 KO-sejtekben (25-26. abra).
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A p53 aktivalasa a sejtciklus ledllasat is eredményezi a p21 indukciodja révén [97].
A p21 emelkedését csak az ActD-vel kezelt NMNAT1 KO sejtekben tapasztaltuk (28.
abra). Az emelkedett p21 expresszio mellett az ActD-vel kezelt NMNAT1 KO sejtek
alacsonyabb proliferaciojat is megfigyeltik (27A. abra). Ezen kiviil, a sejtciklus elemzés
soran jelentés csokkenést mutattunk ki mind az S, mind a G2/M fazisban az NMNAT1
hianyos sejtekben (27B, C, D abra), ami 6sszhangban van azzal a megéllapitassal, hogy
az Aktinomicin D sejtciklus ledllast okoz a G1 fazisban [169]. Eredményeink azt
mutatjak, hogy mind a SIRT1, mind a PARPI egyidejii gatlasa NAD™ -csokkentéssel
indukalja a p21 expressziot és eldsegiti a G1-megallast ActD-kezelés utan. Ebbol arra
kovetkeztethetlink, hogy az NMNAT1 genetikai inaktivalasa negativan befolyésolja a

Az NMNAT1-et és az ActD-t egy tovabbi mechanizmus is 6sszekapcsolja a p53
aktivacidjaval, ez az rRNS-ek termel6désének szabalyozasa. A p53 képes kapcsolodni az
MDM2 onkoproteinhez, amely kozvetiti a p53 ubikvitincidt és a proteaszéma-fiiggd
lebomlast [170]. Ez a mechanizmus alacsonyan tartja a nukleéaris p53 szintjét.
Riboszomalis RNS hianyaban az MDMZ2 kolcsdnhatasba Iép a riboszomalis fehérjékkel,
ezéltal gatlodik a p53-MDM2 kélcsonhatas, igy csokken a p53 lebontasa. Az ActD egy
riboszoma biogenezis inhibitor, mivel gatolja az RNS szintézist [142]. Az NMNAT1
irodalmi adatok alapjan részt vehet az rRNS szintézis szabalyozasaban, mivel a gén
csendesitésének hatasara rRNS-szintézis fokozodasat tapasztaltak [21]. Eredményeink
alatdmasztjak mindkét megallapitast (30. abra). Az NMNAT1 KO sejtekben a teljes RNS
szint haromszoros emelkedését észleltik (30A. 4&bra). Eredményeink alapjan
valdsziniisithetd, hogy azokban a sejtekben, amelyekben magas a bazalis riboszomalis
biogenezis szintje (pl. NMNAT1 KO oszteoszarkoma sejtek, 30A. abra), az rRNS
szintézis blokkolasa (pl. ActD kezeléssel) tobb riboszomas fehérjét hagy kotetlenil,
melyek képesek kapcsolddni az MDM2-hez. Ennek eredményeképpen nagy mennyiségii
p53 szabadul fel, ami apoptotikus sejthalalt valt ki. Ez kiegészité mechanizmusként
szolgalhat az NMNAT1 KO sejtekben megfigyelt fokozott apoptozishoz. Az érett 18S
RNS csokkent mennyisége az ActD-vel kezelt NMNAT1 KO sejtekben a PARP
gatlasabdl is eredhet, mivel a PARP1 szerepet jatszik az RNS biogeneziseben és
metabolizmusaban [171, 172]. Mig a PARP1 gatlasa a y-besugarzas kovetéen mérsékli a
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p2l és MDM2 p53-figgd indukcidjat és a Gl-leallds géatlasat [173, 174]. Az
eredményeink 0sszegzését a 32. dbran mutatom be.
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32. abra: Az aktinomicin D altal okozott sejtpusztulas mechanizmusa az NMNAT1 KO
sejtekben .

Kutatdsaink soran az NMNAT1 enzimet az ActD -vel kezelt oszteoszarkdma

r1r12 .2

enzimek NAD*-dal val6 taplalasat: a) PARP1 altali hatékony DNS hibajavitast b) és
SIRT1 enzim p53-fliggd sejthalal gatlasat. Ismert, hogy a PARP1 [17, 175], vagy a
SIRT1 [176] géatlasa 6nmagaban vagy kemoterapiaval kombinalva hatékony a daganatok
kezelésében vagy a tumor atterjedéseének gatlasaban. Genotoxikus stressz esetén, a
lassabb NAD*-Ujratermelés korlatozza mind a PARP1-, mind a SIRT1-fiiggé jelatviteli
utvonalakat, 6tvozve a két ut gatlasanak terapids eldnyeit. Eredményeink azt sugalljak,
hogy az NMNATL1 géatlasa kombindlva az ActD-vel torténd kezeléssel 10j terapias
modszert jelenthet az oszteoszarkoma kezelésére. Amint az izoforma-specifikus
NMNAT1-inhibitorok elérhetévé valnak, 01j irdnyvonalat jelenthetnek az oszteoszarkoma
vagy akar mas tipusu rakok kezelésében. A tumorsejtek érzékenységének fokozasaval a
kemoterapias kezelés nagyobb hatékonysaga érhetd el, mely mellett vélhetéen
csOkkenhet a citosztatikumok alkalmazasanak ideje és/vagy dozisa, mely hozzajarulhat a
tumorban szenvedd betegek jobb altalanos 4allapotdhoz ¢és a mellékhatdsok

csokkentéséhez.
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VIII. KONKLUZIOK

Az NMNAT1 knockout oszteoszarkoma sejtek fokozottan érzékenyek a ciszplatin

kezelésre

Sikeresen létrehoztunk U20S oszteoszarkdma sejtekbdl egy NMNAT1 KO sejtvonalat.

Az NMNAT1 KO sejtekben csokkent a NAD™-szint és a klonogén aktivitas.

Csokkent DNS hibajavitas jellemz6 az NMNAT1 KO sejtekre

A ciszplatin mind a nekrotikus, mind az apoptotikus sejthalal Gtvonalat indukalta.
Ciszplatin kezelés hatdsara csokkent a NAD* - és az ATP-tartalom az NMNAT1 KO
sejtvonalban.

Az NMNAT1 KO sejtekben gatolt a PARilacio folyamata.

NMNAT1 KO tumor sejtek érzékenyebbek a ciszplatin kezelésre.

Az NMNAT1 tulélési faktor az aktinomicin D-indukalt oszteoszarkéma sejtvonalban

Nagy ateresztOképességli sziirés (HTS) soran, az FDA altal jovahagyott
molekulakdnyvtarbdl 8 olyan vegylletet azonositottunk, melyek legalabb 25%-kal
nagyobb citotoxicitast okoztak az NMNAT1 KO sejtvonalon, mint a vad tipusu
U20S sejteken.

Az Aktinomicin D apoptotikus Gtvonal beinditasaval okoz sejtpusztulast.

Az aktinomicin D az NMNAT1 KO oszteoszarkéma sejtvonalban fokozottabb
citotoxicitast okozott a vad tipust oszteszarkoma sejtekkel szemben.

Az aktinomycin D kezelés NMNATI1 KO sejteken erdteljesebb DNS karosodast
eredményezett.

p53 fehérje fokozott acetilalodasat és a BAX és a NOXA pro-apoptétikus gének
fokozott expresszigjat figyeltiik meg kezelést kovetden az NMNATI KO
sejtvonalban.

Az aktinomicin D a proliferacio - és a sejtciklus gatlasat okozta az NMNAT1 KO
sejtvonalban

Az aktinomicin D kezelés NMNAT1 KO sejtekben az rRNS szintézis gatlasaval az
MDM2-p53 apoptatikus sejthalal dtvonalat aktivalja.
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IX. OSSZEFOGLALAS

A kemoterapia a daganatos betegek jelentds részénél nem éri el a kelld hatasossagot,
jelentds mellékhatasai miatt kiemelkedden fontos a tumor sejtek kezeléssel szembeni
érzékenységének fokozasa. Az NMNAT enzimek a sejtek NAD*-szintézisében vesznek
részt, ezéltal szdmos biokémiai folyamatot befolyasolhatnak [20]. Viszont kevés
informéacidval rendelkeziink a tumorsejtben betoltott szerepével kapcsolatban. Ezért
munkank soran létrehoztunk egy NMNAT1-génhianyos (knock-out) oszteoszarkoma
sejtvonalat, melyet részletesen jellemeztiink. Az NMNAT1 KO sejtvonalban csokkent
NAD™ szint mellett lassabb proliferacio volt megfigyelhetd. Egy oszteoszarkoméban is
hasznalt kemoterdpias készitménnyel, a ciszplatinnal valé Kkezelés hatdsat
0sszehasonlitottuk a vad tipust és NMNAT1 KO oszteoszarkoma sejteken. Az NMNAT1
KO sejtekben tovabb csokkent csokkent a NAD* mennyisége. A kezelés sordn mind a
nekrotikus, mind az apoptdtikus sejthalal dtvonalat indukalédott, a kontroll sejtekben
megjelend PARIlacio folyamata a KO mintakban elmaradt és csokkent a DNS hibajavitas
mértéke. Osszeségében eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az NMNAT1 KO tumor
sejtek érzékenyebbek a ciszplatin altali kezelésre.

Munkank masodik részében egy nagy ateresztoképességii sziirovizsgalatot végeztiink
el, annak céljabol, hogy tovabbi, az NMNATL1 hianyaban fokozott sejtpusztulast okozo
gyogyszer-hatdéanyagokat azonosithassunk. A hatasos vegyuletek kozil az aktinomicin
D-t vélasztottuk tovabbi vizsgalatainkhoz. Az aktinomycin D az apoptotikus Gtvonal
beinditasaval okozott sejtpusztuldst, az NMNAT1 KO sejtvonalban fokozottabb
citotoxicitast és DNS karosodast okozott. A kezelés hatdsara a p53 fehérje fokzott
acetilalodasat, valamint a BAX és a NOXA pro-apoptotikus gének fokozott expressziojat
figyeltuk meg. Emellett gatolt proliferaciot, a sejtciklust és az rRNS szintézist
tapasztaltunk az NMNAT1 KO oszteoszarkéma sejtvonalban.

Ereményeink alapjan elmondhatd, hogy az NMNATL1 expresszidjanak vagy
aktivitasanak gatlasa a jovOben hatékony célpont lehet a daganatok érzékenységének
fokozasaban. llletve a jelenleg is hasznalt citosztatikumok kombinalt kezelés soran
nagyobb hatékonysag elérésével vélhetden csokkenhet az alkalmazas ideje és/vagy
ddzisa, mely hozzajarulhat a betegek jobb altalanos allapotahoz és a mellékhatasok

csokkentéséhez.
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X. SUMMARY

Chemotherapy is not effective enough for a significant proportion of cancers and
the side effects could be extremely harmful for the patients. That’s why it is of high
importance to increase the sensitivity of tumour cells. NMNAT enzymes are involved in
the synthesis of NAD* and may therefore influence a number of biochemical processes
[20]. However, we have limited information about their role in tumour cells. Therefore,
an NMNAT1 gene-deficient (knock-out) oszteoszarkoma cell line was generated. During
the characterization of the cell line, we detected decreased NAD" levels and proliferation
of the NMNAT1 KO cell line. We compared the effect of cisplatin on wild-type and
NMNAT1 KO oszteoszarkoma cells. Cisplatin induced necrotic and apoptotic cell death
pathways. We observed reduced DNA repair in NMNAT1 KO cells. NAD" - and ATP
content was decreased in the KO cells, while, a higly blocked PARYylation process could
be detected. Our results show that NMNAT1 KO tumor cells are more sensitive to
treatment with cisplatin.

In the second part of our work, a high-throughput screening assay was performed,
to identify drug candidates that also cause increased cell death in the absence of
NMNAT1. The effects of the hit compound was further characterised in wild-type and
NMNAT1 KO oszteoszarkoma cells. This compound was actinomycin D, which caused
apoptotic cell death in the osteosarcoma cells. Actinomycin D caused enhanced
cytotoxicity and DNA damage in the NMNAT1 KO cell line. Increased acetylation of
p53 protein, and increased expression of the pro-apoptotic genes BAX and NOXA were
observed after the treatment. Inhibition of proliferation, cell cycle and rRNA synthesis
were also observed in the NMNAT1 KO oszteoszarkoma cell line.

In conclusion, our findings suggest that inhibition of NMNATL1 expression or
activity, may be an effective target for tumor therapy. Furtherly, in the case of currently
used cytostatic agents, it is expected that the duration of the treatment and/or dose could
be reduced in a therapy, combined with the inhibition of NMNAT1, to achieve greater
efficacy, which may contribute to better overall patient outcome and reduction of side

effects.
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