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. BEVEZETES

1.1. Az oszteoszarkéma

Az oszteoszarkdma a csontvazrendszert érint6 rendkiviil agressziv tumor fajta. Foként
a fiatalabb korosztalyt érinti, a legtobb esetet a 10 és 30 év kozotti korcsoportban
diagnosztizaljak. Becslések szerint évente egymillié ember kozil 3-4 embernél fejlodik Ki. A
daganat az esetek tulnyomo részében a hosszu csontokban (pl.: combcsontban, a sipcsontban
és a felkar csontjaban jelentkezik, de lapos csontokban is eléfordulhat (pl.: allkapocscsont). A
primer daganat mellett attétek is kialakulhatnak, melyek t6bbsége a tiidében lokalizalodik. Mas
daganatok sugérkezelése hosszu tavon szintén oszteoszarkoma kialakulasahoz vezethet.

Az oszteoszarkdma kezelése egyarant magaba foglalja a sebészeti és a kemoterapias
eljarasokat. A sebészeti miitéti kezelés 6nmagaban gyakran sikertelen, az oszteoszarkéma
magas foka mikrometasztazis-képzési tulajdonsaga miatt. Ezért, azt dgynevezett preoperativ
vagy neoadjuvans kemoterapia szokta megelézni, melynek f6 célja a daganat méretének
csokkentése. Ennek az eljarasnak az a célja, hogy a miitét soran minél kisebb mértékii
kimetszéssel lehessen a teljes daganatot biztonsagosan eltavolitani.
metotrexat és a doxorubicin. Ezen kivil, a nemrégiben elfogadott liposzdmaba kapszulazott
szintetikus muramil-dipeptid analég, a mifamurtid is alkalmazhaté. Tovabba az
oszteoszarkdma a csont- és az azt koriilvevd lagyrészt érinté daganat tipusanak, az Ewing-
szarkémanak a kezelésére az aktinomicin D-t is szoktak alkalmazni.

A jelenleg ismert kezelésekkel szemben nagyfoku rezisztencia alakult ki az
oszteoszarkéma kezelésekor, ami a sikertelendl kezelt esetek 90 %-aért felelés. A rezisztencia
gyors kialakulasa, a visszaes6 betegek minddsszesen 20% -0s megmentési aranyaban is
tiikrozodik. Az oszteoszarkoma tehat egy rendkivil ellenallo, agressziv tumorfajta, kezelésében
egyértelmiien 0j perspektivak sziikségesek, a betegek talélési ratdjanak javitasahoz.

1. 2. ANAD™ szerkezete és funkcioi
1.2.1. A NAD" szerkezete és szintézise

A nikotinamid adenin dinukleotid (NAD™) az minden €16 sejtekben megtalalhato fontos
bioldgiai kofaktor molekula. Felépitését tekintve egy niktonsavamid pB-N-glikozidos kotéssel
kapcsolodik egy D-rib6zhoz; a D-riboz 5° szénatomjahoz pedig egy adenozin kapcsolodik egy
pirofoszfaton keresztul.

A NAD" harom kiilonb6z6 ttvonalon keresztlll szintetizalhat6: a Preiss-Handler

atvonalon (PHP), nikotinsavbdl; a de novo szintézis (DNP) soran triptofanbol; valamint a



mentési Utvonalon (SP) nikotinamidbo6l (NAM). A NAD*-szintézis utolso l1épését az NMNAT
enzimek katalizaljak, melyek ATP-bél és NMN-bél szintetizalnak NAD™-ot.

1. 2. 2. NAD™ szerepe az anyagcserében

A NAD" egy koenzim, amelynek szamos létfontossagl szerepe van az emberi test
anyagcseréjében. A legismertebb funkcioja az elektrontranszport. Elektronhordozéként szolgal
a glikolizis és a trikarbonsav (TCA) ciklusban, melyekbdl az elektronokat az
elektrontranszport-lancnak juttattja el. Ezaltal az eukariétdk hatékonyan képesek adenozin-
trifoszfatot (ATP) képezni. A NAD* foszforilezhet6 is, igy NADP* képzddik, amely hidrid -
akceptorként NADPH képzddéséhez vezet, €és az oxidativ stressz elleni védelemben, valamint
az anabolikus Gtvonalakban, példaul zsirsavszintézisben vesz részt.

A NAD" metabolikus kofaktor funkcioja mellett jelatviteli molekula szerepet is betolt.
A sejtek koros elvaltozasa a metabolikus utak alapvet6 atrendezédésével jar. A gyorsan 0sztodd
sejtek anyagcseréjének egyik 6 jellemzéje a fokozott glikolitikus aktivitds, meg abban az
esetben is, ha megfeleld mennyiségli oxigén all rendelkezésre. A NAD* ebben az esetben nem
csupan a sejtek energiaigényét, hanem a pentdz-foszfat Gtvonalon keresztil, a fokozott
sejtosztddds miatti megnovekedett nukleotid-igényt is kiszolgalja. Ezt nevezzik Warburg-
effektusnak.

A NAD" részt vesz a mono- és poli-ADP ribozilaci6 mechanizmusaban, a fehérjék
SIRT-fiiggd deacetilezésben, a ciklikus ADP-rib6z és a nikotinsav-adenin-dinukleotid-foszfat
(NAADP) elballitasaban. Ezen felill, a NAD™ fiiggd jelatviteli utvonalak részt vesznek szamos
nélkuldzhetetlen bioldgiai folyamatban, ugy, mint a transzkripcié -, a sejtciklus -, és a

sejtanyagcsere szabalyozasaban a DNS-hibajavitasaban, és a cirkadian ritmus fenntartasaban.

1.2.3. ANAD™ szerepe a PARilaci6 folyamataban

A PARP1 enzim katalitikus aktivitisa soran nagy mennyiségli NAD* -ot hasznal. Részt
vesz olyan fontos sejtfolyamatok szabalyozasaban, mint a DNS-replikacio, a génexpresszio, a
DNS-javitas, a sejtadhézid és a migracio. Legismertebb funkcidja a DNS-torések érzékelése és
a baziskihasitasos hibajavitas eldsegitése. A DNS-torést kovetéen az enzim aktivalodik, a két
Zn-ujj domén segitségével, nagy affinitassal k6tddik a DNS-hez. Ezutdn a NAD™-bol, mint
szubsztrat molekulabdl ADP-rib6z polimereket szintetizal, és specifikus célfehérjékhez
kapcsolja 6ket, beleértve a hisztonokat, a transzkripcios faktorokat és magat a PARP1-et. Ez a
fehérjemodositas kiemelkedGen fontos a DNS-javitd komplexek toborzésa, és més fontos sejtes
események szabalyozasanak szempontjabol, beleértve a transzkripcidt, az apoptézist és a

sejtciklus-szabalyozast. A poli-ADP-ribozilaci6 NAD™ felhasznalasa a DNS-karosodas
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mértékétdl fiigg. Tulzott mértékti DNS-karosodas a PARP talaktivalasa revén kimeritheti a
NAD-ot, ezaltal lassitva a glikolizis, az elektronszallitas és az ATP-képzddés sebességét.

A PARIlaciohoz sziikséges NAD™ elballitasaban az NMNATI enzim fontos szerepet
jatszik. A PARP1 (gy jut az aktivitasahoz sziikséges NAD*-hoz, hogy az altala szabalyozott
promoterekhez irdnyitja az NMNAT1-et. Ezen felul, a két fehérje kdlcsonhatasa fokozza a
PARP-1 enzimatikus aktivitdsat a NAD" termeléstdl fiiggetleniil. Feltételezhetd, hogy az
NMNATI hasonloan segiti a PARP1 miikodését a DNS hibajavitas iniciacidja sorén is.

Az utdbbi évtizedekben a PARP1 enzim gatlasa egy ujszertli rakterapias lehetoségként
jelent meg. A klinikumban alkalmazott PARP-inhibitorok (PARPI) hatasossagat kimutattak
petefészek - és mellrék sejtekben amelyek BRCAL - vagy BRCA2 mutaciot hordoztak. Ezek a
fehérjék a homolog rekombinécioval torténd DNS hibajavitasban vesznek részt. Mutaciojukkal
ez a funkcid sérul, ezért a baziskihasitasos hibajavitast is legatolva (PARP-gétlas), az un.
szintetikus letalitas utjan fokozottan érzékennyeé tehetjiik ezeket a sejteket. A PARP inhibitorok
onmagukban alkalmazva, vagy DNS-kérositd kezelésekkel kombinalva a fentiek alapjan
fokozhatjak a terdpia hatasossagat. A PARP-inhibitorok kemoszenzitizalé hatasat tapasztaltak

temozolomid DNS-alkilez6 agenssel vagy a topoizomeraz inhibitor topotekannal kombinélva.

1.2.4. NAD™ szerepe a SIRT-fiiggd deacetildciéban

A sirtuin enzimek szamos fizioldgias és patoldgias folyamatban szabalyozd szerepet
toltenek be, beleértve az Oregedést, a neurodegeneraciot, az elhizést, a kardiovaszkularis
korképeket, a gyulladast és a rakot. A sirtuin enzimcsaladnak 7 tagja ismert az emlGs sejtekben
(SIRT 1 - SIRT 7), amelyek mindegyike a Ill. osztaly( hiszton-deacetilazokhoz (HDAC)
tartozik. Ezek szerkezetlikben, lokalizaciojukban és funkcidjukban is killénbdznek egymastol.

A p53 tumorszuppresszor fehérje a SIRT1 kélcsonhat6 partnere, igy képesek egymas
miitkodésének befolyasolasara. Példaul a p53 sulyos DNS-karosodas esetén torténd aktivacioja
szlikséges a SIRT1 aktivacidjahoz, mely deacetilaz funkciojat ellatva a p53 acetilaciét gatolja.
A SIRTT1 altali p53 deacetilalci6 gatolja az apoptozist, ezaltal eldsegiti a sejtek talélését.

Mivel a SIRT1 katalitikus aktivitdsahoz szubsztratként NAD*-ot hasznal, megfelel
mennyiségli NAD™ hianyaban a SIRT1 nem képes ellatni a deacetilaz funkcidjat. Ezaltal az
acetilalt p53 acetilaciojanak mértéke megemelkedik. A magas p53-acetilacios szint a sejtciklus
ledllasahoz és apoptdzis indukcidjahoz vezethet. A p53 fehérje deacetilacidjanak elmaradasa

esetén megfigyelhetd a pro-apoptétikus gének, mint pl. a PUMA, NOXA és a BAX indukcioja.



1.3. NMNAT enzimek

Az NMNAT enzimek részt vesznek a NAD* eldallitdsaban, a mentési utvonalon és a
Preiss-Handler  Gtvonalon  keresztil. A mentési Gtvonal sordn a nikotinamid
foszforibosziltranszferaz (NAMPT) a nikotindamidot (Nam) nikotinamid mononukleotidda
(NMN) alakitja. Illetve a nikotinamid ribozidbdl (NR) nikotinamid ribozid kinazok a NMN-t
képeznek. Majd az NMNAT enzimek NAD™-ot hoznak létre azéltal, hogy az a NMN-re
adenililcsoportot hidrolizalnak az ATP-r6l.

Héarom kiilonb6z6 human NMNAT izoenzimet fedeztek fel, amelyek szoveti
eloszlasban és szubcellularis lokalizacioban is kiilonbéznek egymastél. Az NMNAT1 enzim a
sejtmagban, az NMNAT2 a sejtek citoplazmajaban és a Golgi-testekben, az NMNAT3
izoforma pedig a mitokondriumban lokalizalodik. Az NMNAT1 sejtmagi lokalizacioja, és a
NAD-szintézisben vald részvétele miatt 6sszefliggésbe hozhatd olyan sejtmagi enzimekkel,
mint a Sirtuinl (SIRT1), és a poli-(ADP-rib6z)-polimeraz 1 (PARP1). Ismert, hogy az
NMNATI1 expresszidja megemelkedik a sejteket érd genotoxikus stressz hatdsara, ezért
valészintisithetd, hogy az enzim fontos szerepet tolt be a karosodott sejtek tulélésében.

Az NMNATL1 enzimnek eddig leginkabb idegrendszerben betdltott szerepét
tanulmanyoztak. Ismert, hogy az NMNAT-1 jelenléte véd a hipoxia okozta dendrit-
degeneracioval szemben és jelentds szerepét mutattak ki az axonalis degeneracid lassitasaban
is. Tovabba kimutattak, hogy az NMNAT1 overexpersszidja Waller-féle degeneracio

Az NMNAT-1 tumorokban betdltott szerepérdl kevés informéacio all rendelkezésre. T.
Song és munkatarsai 6sszefuiggést talaltak az NMNATL1 heterozig6ta delécidja és DNS-
karosodassal szembeni fokozott érzékenység kozott tiidddaganat sejtvonalban, doxorubicinnel
torténd kezelést kovetden. Ez a hatés valosziniileg részben a fehérje-fehérje kolcsonhatasoknak
részben pedig az enzim katalitikus aktivitasa révén el6allitott NAD™- nak tulajdonithatunk. Mint
metabolikus, mind pedig jelatviteli szerepét is érinti. A lokalis NAD* -koncentracio valtozasa
az egyes sejtkompartmentekben idével kiegyenlitddhet, viszont a nukledris szinten jelentkezd
varatlan NAD*-igényt varhatéan nehezen tudjak kompenzalni a sejtek egy akut genotoxikus
stressz esetén. Jelenleg még kevés informacioval rendelkeziink az NMNAT1 tumorsejtben
betdltott szerepevel kapcsolatban. Eredményeink alapjan azonban az NMNAT1 gatlasa tobb
genotoxikus kemoterapeutikumra is érzékenyiti az oszteoszarkoma sejteket, ezert specifikus
NMNAT1 gatloszerek kifejlesztése egy 0 irdnyvonal lehet az oszteoszarkoma hatékony

kezelésének szempontjabol.



1. CELKITUZESEK

A daganatos betegség kezelésekor, az esetek jelentds részében kemoterapiat is alkalmaznak,
viszont ez nem mindig kell6en hatasos. Ezen kiviil, a kemoterapia a daganatos sejteken tul az
ép - kiilondsen a gyorsan novekvo és 0sztodo - sejtekre is hatast gyakorol. Ezért kiemelked6en
fontos a tumorsejtek érzékenységének fokozasa, mely a kezelés fokozottabb hatékonysagaval
¢és a mellékhatasok csokkentésének lehetdségét rejtheti. Az NMNAT fehérjék a sejtek NAD-
szintézisében részvevé enzimek, ezaltal szamos biokémiai folyamatot befolyasolhatnak.
Viszont a tumorsejtben betoltdtt szerepével kapcsolatban kevés informacioval rendelkezink.
Ezért munkank soran célul tiztik ki:

e NMNATL1-expresszi6 vizsgéalata human tumor sejtvonalakban

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

o Ciszplatin kezelés hatasainak 0©sszehasonlitdsa vad tipusu és NMNAT1 KO
oszteoszarkéma sejteken

Munkank els6 részének eredményei alatimasztjak az enzim fontos szerepét a daganatsejtekben
ciszplatin kezelést kovetéen. Valoszintsitettiik, hogy nem a ciszplatin az egyetlen olyan
vegydlet, mely fokozott citotoxicitast mutat NMNAT1 KO sejteken. Ezért munkank masodik

részében a kovetkezo célokat fogalmaztuk meg:

o Nagy ateresztoképességli szlirdvizsgalat NMNATI hianydban fokozott sejtpusztulast
okozé gydgyszer hatéanyagok azonositasanak céljabol

e A szlirés soran azonositott vegyiiletek hatdsanak megerdsitése

e Egy, a szlirés soran azonositott vegyilet hatasanak jellemzése vad tipust és NMNAT1
KO oszteoszarkdéma sejteken



1. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. Sejtkultdra tenyészteése

A human eredeti U20S oszteoszarkéma sejtek tenyésztéséhez magas glikoz tartalmd
(4500 mg/l) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) tapfolyadékot hasznaltunk, 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 sejttenyészté inkubatorban. A Kisérletekhez az irodalmi ajanlasoknak
megfeleld 25 alatti passzdzsszamu kultarat hasznaltunk. A sejteket mycoplasma

kontamin&ciora rendszeresen teszteltik.

I11.2. NMNAT1 KO sejtek eldallitasa Crispr-cas9 technikaval

Az NMNAT1 KO U20S sejteket Crispr-Cas9 technikaval allitottuk el6. A
transzfekciohoz sziikséges reagenst és kivettat a Lonza gyartotol rendeltiink. A gyarto altal
javasolt protokollt alkalmaztuk a KO sejtek létrehozasahoz. A sejtek ~70-80 %-o0s konfluencia
szintig novekedtek, ezt kdvetden tripszin segitségével emésztettiik fel dket, majd pedig
antibiotikum-mentes médiumba vettilk fel. Mintanként 10° sejtet gydjtottiink, melyeket
centrifugalast kdvetden (100xg, 10 perc) 100 pl transzfekcios reagensben vettiink fel. Ezt
kovetéen 2.5 ul NMNATI CrisPR plazmidot és 2.5 pl Homology-directed repair (HDR)
plazmidot adtunk a sejtekhez. A sejteket azonnal transzfekcids kivettaba mértiik at, és Amaxa
Nucleofector II késziilékkel, a protokollban az U20S sejtvonalnak megfelelé programmal
transzfektaltuk (X-001). A transzfektalt sejtek szuszpenzidjat ezt kovetéen 6 lyuka plate-be
pipettaztuk, mely elére melegitett, antibiotikum-mentes sejttenyészté médiumot tartalmazott.
A sejtek 24 oran keresztul inkubaltuk altalanos sejttenyésztési kortlmények kozott, majd a
tapfolyadékot (mely tartalmazta a transzfekcids reagenseket), sejttenyésztd flilkében vakuum
segitségéevel eltavolitottuk, majd PBS-el 1x mostuk, és elémelegitett, Penicillin (PEN) és
Sztreptomicin (STREP) mentes magas glikoz tartalmu (4500 mg/l) DMEM téapfolyadékra
cseréltik at, mely 10% FBS-sel, 5% L-glutamint tartalmazott.). A transzfekcid
hatékonysaganak vizualis meger6sitésére a transzfekcios rendszer részeként red fluorescent
protein (RFP) szolgalt, melyet fluorescens mikroszkép segitségevel detektalhatunk a
transzfekciot kovetd napon Ezt kovette a puromicin szelekcid 3 hétig, mely soran a médiumot
lecseréltik olyan antibiotikum mentes (PEN/STREP mentes) médiumra, mely 2.5 pg/ml
puromicin antibiotikumot tartalmazott. Ezt kdvetden a sejteket szortoltuk RFP fluoreszencia
alapjan BD LSR Il Cell Sorter (Franklin Lakes, New Jersey, USA) &aramlasi citomeéter
segitségével. Az igy kapott egysejt-klonokat felszaporitottuk. Az NMNATL1 expresszidjanak
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hianyat mRNS szinten qPCR technikaval, fehérje szinten pedig western blot mddszer

segitsegével bizonyitottuk.

I11.3. Western blot

Az U20S sejteket 100 ul RIPA-lizis pufferben vettlk fel, mely protdz inhibitor koktélt
(#M221, VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA; 1:100) és foszfataz-inhibitort
(PMSF, 1:100; # PMSF-RO, Merck, Darmstadt, Germany) tartalmazott (RIPA puffer
Osszetétele: 50mM Tris-Hcl [pH 7.4], 1%- NP40, 0,5 % Na-dezoxycholate, 0,1 %-o0s SDS, 150
nM NaCl, 2 mM EDTA és 50 mM NaF). A sejtek feltarasat szonikalassal végeztik el. Ezt
kovetden a sejttérmeléket centrifugalassal tavolitottuk el (16100 xg, 10 perc, 4 °C). A fehérje-
koncentraciét a fellilisz6bol hatdroztuk meg, Direct Detect infravoros spektrométer
segitségevel. Ezt kovetben, a lizatumokat 5 x minta-(0sszetétele: 50% glicerin, 10% SDS, 100
mM DTT, 0,31 M Tris-HCI, 0,01 % bromfenolkék és steril H20) és p-Merkaptoetanollal (5%)
egészitettik ki, majd 95 °C-on inkubaltuk 10 percig. A mintakat a meghatarozott 6sszfehérje-
koncentraci6 alapjan 20 pg/ul koncentracioban, maximum 20 pl/lyuk térfogatban vittiik fel a
gélre (15 fésiis, 10%-0s, 1,5 mm-es, hazilag ontétt SDS-PAGE gél) (A szeparald gél
Osszetetele: 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 osszetétele: 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 futattdé 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 kovetOen, a fehérjéket nitrocelluloz
membranra transzferaltuk at transzferpuffer (5x transzferpuffer: [pH 8.3], 1 L dH20-ban oldva
15.5 g Tris-HCI és 72,05 g glicin) melyb6l 200 ml-t hasznéalva, azt 200 ml metanollal (99.9%-
0s) és 600 ml dH20-val kiegészitve 5x higitottunk. A membranokat 1 éran keresztll blokkoltuk
5%-0s tejporban mely 1 %-o0s Tween20-al kiegészitett 0.01% PBS-ben (1x TBS-T) oldottunk
fel. Az elsddleges antitesteket a blokkolo oldatba higitottuk, és 4 °C-on egész éjszakan keresztl
inkubaltuk. A tormaperoxiddzzal konjugalt masodlagos antitesteket szintén az eldzdekben
emlitett modon készitett blokkold oldatban hasznaltuk, 2 6ran keresztiil, szoba hémérsékleten.
Az eredmények detektalasat kemilumineszcens mddszerrel végeztik, ECL reagens
segitségével. A blotképek dokumentalasahoz Bio-Rad ChemiDoc Imager készuléket

hasznaltunk. Az eredmények kiértékeléséhez ImageLab 6.0 szoftvert hasznaltuk.



I11.4. High Content Analysis (HCA)
I11.4.1. yYH2AX detektalasa

A sejteket (2x10% 100 pl/lyuk) specialis optikai sajatossagokkal rendelkezé
mikroplatebe pipettaztuk, majd 24 oran keresztil ndvekedtek. Ezt kovetden a kisérleti
paramétereknek megfeleléen kezeltiik a sejteket. A kezelési 1d6 letelte utdn 3 %
formaldehid/PBS oldattal 15 percig fixaltuk a sejteket szobahdmérsékleten. Ezutan 3x mostuk
PBS-sel, és 15 perceken keresztll inkubdltuk blokkolé oldattal (5% BSA PBS-ben),
szobahémérsékleten. Az anti-foszfo-H2AX antitestet a blokkol6 oldatba higitottuk, és 2 éran
keresztul inkubaltuk. A masodlagos antitesteket a blokkold oldatba higitottuk és 1 dran
keresztiil inkubaltuk. Ezt kvetden a sejteket 2x mostuk PBS-sel, majd pedig 5 percig szobahdn
PBS-be higitott 4',6-Diamidino-2-fenilindol-dihidrokloriddal (DAPI) festettiik sejtmagokat.
Ezt kdvetden a sejteket 3x mostuk PBS-el, majd pedig 100 pl PBS-t mértiink a lyukakba. A
mikroszkopos felvételeket Opera Phenix High Content Analyzer készilékkel készitettiik, 10x
objektivvel (NA 0.3). A felvetelek kiértékelését a beépitett Harmony szoftverrel végeztilk,
melynek soran harom kiilonb6zd sejtmorfologiat tudtunk elkiiloniteni: normal sejteket,
amelyek nem tartalmaztak foszfo-H2AX (y-H2AX) jelet, pottydzott sejtek, amik y-H2AX
gocokat tartalmaztak, és fragmentalt sejteket amelyek kondenzélt morfoldgiat mutattak, difflz
v-H2AX jellel. A Harmony Analyzer szoftver segitségével automatizalt médon hataroztuk meg

az egyes csoportokba tartozé sejtek szdmat és egymashoz viszonyitott aranyat.

111.4.2. Kaszpaz aktivacio vizsgalata

A sejteket (2x10%mL, 100 pl/lyuk) 96 lyuku platebe pipettaztuk, majd 24 éran keresztil
novesztettilk. A kdvetkezd napon fél oran keresztiil elokezeltiik a sejteket 50 uM z-DEVD-
FMK kaszpaz-géatloval, majd 5 uM ciszplatinnal (a kontroll sejtek esetén médiummal) kezeltiik
sejteket. A sejtek a kezelési id6 letelte utan 50 pl végtérfogatban inkubaltuk CellEvent™
Caspase-3/7 Green Detection Reagenssel, 7 uM végkoncentracioban. A plate-eket Opera
Phenix High-Content Analyzatorba helyeztilk, a készulék kdrnyezeti kontrollt (5% CO, 37°C)
képességét kihasznalva 11 6ran keresztul végeztiik a mérést, éranként detektalva a fluoreszcens

jel megjelenését, 502/530 nm-en. Az analizis Harmony szoftverrel készilt.

111.4.3. Sejtproliferacié mérése
A sejteket (10%db /100 pl / Iyuk) Cell Carrier ultra 96 mikroplatekbe pipettaztuk és 24
oran at ndvesztettik. Masnap ActD-t (1,25 nM) adtunk hozz4, és a sejteket 4 napon keresztill

inkubaltuk. A PARP inhibitorokkal végzett kisérletek soran ActD kezelés el6tt 30 perceel az
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olaparibot (10 uM végkoncentracioban) vagy PJ34-et (10 uM végkoncentracioban) adtuk a
sejtekhez. Négy nap elteltével a lemezeket Opera Phenix HCA analizatorba helyeztik, és a
sejteket faziskontrasztos mikroszkopos felvételek alapjan keszitett képek segitségével

szamoltuk meg a Harmony szoftver segitségével.

111.5. Eletképesség vizsgalata

Az életképesség vizsgalatara Calcein AM életképességi esszét hasznéltunk. A sejteket
96-lyuku sejttenyésztd edényben ndvesztettiik (2x10%/ml sejt, 100 ul/lyuk), 24 6ran keresztiil.
A kisérleti paramétereknek megfelelden kezeltiik a sejteket. A kezelési ido letelte utan, a sejtek
feluliszéjat eltavolitottuk, majd 50 pul Calcein-AM  oldattal festettik, 1 uM
végkoncentracidban, 1 6ran keresztil, 37 °C-on. A sejtekbdl felszabaduld fluorescens jelet
(EX/EM: 485 nm/530 nm) Tecan Spark multimode reader-el mértik Az életképességet a

kezeltlen kontroll szazalékaban fejeztik ki.

111.6. Klonogén aktivitas mérése

Az U20S sejteket 6 lyuku platekbe mértiik, (1 x 10° db sejt/ml). 24 6ra elteltével a sejtek
10 uM PJ34 vagy 10 uM Olaparib elokezelést kaptak 30 percig, ezt kdvetden pedig 5 ug/mL
ciszplatinnal kezeltlik. A sejteket 6 napig inkubaltuk, majd a telepeket manuéalisan szamoltuk,

20%-o0s etanolban oldott 0,5 %-os kristalyibolyaval torténé festést kovetden.

111.7. LDH-felszabadulas mérése

Az sejtek felliluszdjaba kiszabadult laktat dehidrogendz (LDH) mennyiségének
meghatarozasahoz LDH-assay kit-et hasznaltunk. A sejteket 96-lyuku sejttenyészto platekben
novesztettilk (2x10%ml sejt, 100 pl/lyuk), 24 6ran keresztiil. A kovetkezd napon a sejteket 5
ug/mL ciszplatinnal, vagy 40 nM ActD-vel kezeltik, 50 uyM DEVD-fmk (kaszpéz-gatldszer)
vagy 1 uM Necl (nekroptdzis-gatldszer) el6kezelést (30 perc) kdvetben 24 oraig. A pozitiv
kontrollokat a kithez mellékelt LDH lizispuffer segitsegével készitettik el, melyet 1:10
aranyban mértiink a sejteken 1év6 feliiliszohoz. A platet centrifugaltuk (800 xg, 5 perc), majd
a fellluszot legytijtottiik egy tires 96 lyuka platebe. Vaknak médiumot hasznéltunk. Az LDH
puffert desztillalt vizzel 1:20 aranyban higitottuk. Az igy elkészitett assay puffert 1:1 aranyban
adtuk a mintdkhoz. 20 percig inkubaltuk sotétben, majd Tecan Spark multimode reader

segitségével 490 nm-en detektaltuk az abszorbanciat.
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111.8. Teljes sejtes NAD-szint mérese

NAD'-tartalom meghatarozasa NAD'-assay Kittel tortént. A sejteket 6 lyukd
sejttenyésztd platekbe iiltettiik ki és 24 oran at novesztettik. Masnap a sejteket 5 pg/mL
ciszplatinnal, vagy 40 nM ActD-vel kezeltiik 24 éran keresztiil, mig a bazalis NAD*-tartalom
meghatarozashoz a sejteket kezelés nélkiil, 24 Oras tenyésztést kovetden NAD™ extrakcios
pufferben vettlk fel. A sejtlizatumbol a feliluszét 13000 xg-n, 4°C-on 10 percig tart6
centrifugalassal nyertiik ki. A felilliszobol a fehérjekoncentréciot Direct Detect spektrométerrel
hataroztuk meg. A standardeket a kithez mellékelt NAD*-standardbél higitottuk ki. A vak minta
a NAD" extrakcios puffer volt. A NAD*-cycling enzimet 1:50 aranyban higitottuk NAD"-
cycling pufferrel. A mintakat és a higitott NAD*-cycling enzimet, 1:1 aranyban, 96 lyuku, half-
area platebe mértiik 6ssze. A mintakhoz 1:10 aranyban NAD*-developer oldatot adtunk. Ezt
kovetden, 37 °C-on 2 oOran at inkubaltuk plate-shakeren a mintakat, folyamatos keverés (300
RPM) mellett. A fluoreszcenciat 450 nm-en, Tecan Spark multimode reader mértik. A

fluoreszencia intenzitisokat fehérje-tartalomra normalizaltuk.

I11.9. Teljes sejtes ATP-szint mérése

A sejteket 6 lyuku platekbe pipettaztuk. Masnap a sejteket kezeltiik a megfelel6
kezelésekkel (50 uM DEVD-FMK, 1 uM Necrostatinl, 5 pg/mL ciszplatin vagy 40nM ActD).
A kezelési id6 lejartat kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, majd ATP-assay pufferben vettik
fel. 1x10° db sejt/minta sejtszdmot hasznaltunk. Ezt kévetden 5 percig 4°C at 13,000 xg —n
centrifugéltuk a sejteket, majd a fellluszét 0 eppendorf csovekbe mértik at. Az assay
Osszeallitasaig jégen taroltuk a mintakat.
Az ATP-tartalom meghatarozasa ATP-assay Kittel tortént, a gyartd utasitasai alapjan
(#110M6101, Merck, Darmstadt, Germany). A méréshez 96-lyuku mikroplateket hasznaltunk.
A reakciohoz sziikséges vak az ATP-assay puffer volt, melyb6l 50 pL/lyuk mennyiséget
hasznaltunk. A standard sor elkészitéshez a 10mM -os standard oldatot higitottuk ugy,
hogy 0.2 — 1 nmol/lyuk koncentracidban legyen 50 ul/lyuk mennyiségben plateben. A
pufferoldattal higitott mintakat is 50 pL/lyuk mennyiségben mértiik a platbe. Az ATP reakcio
mix-b6él 50 uL-t adtunk a vakhoz, standardekhez és a mintdkhoz is. 30 percig sotétben
inkubéltuk a platet. A fluoreszcencia mérést Ex/Em= 535/587 nm —en plate readerrel végeztik

el. ATP tartalmat fehérje mennyiségre normalizaltuk.

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

cell culture mikroplatbe és egy éjszakan keresztll ndvekedtek 5% CO, és 37°C-on.
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A sziikséges probak rehidralasat dH.O-val végeztik egy éjszakén at, majd ezt Seahorse
Bioscience XF96 calibrant oldatra (pH 7.4) cseréltiik. A szenzorokat a kalibracios oldatban 2
oran keresztul 37 °C-on inkubéltuk CO2 hidnyban. XF Cell Mito Stress analizist a gyart6
utasitasai szerint végeztiik, a kdvetkezdé moddositasokkal: A mitochondridlis inhibitorok végsé
koncetracidja a kovetkezbkre modositottuk: 2 uM oligomicin, 0.5 uM FCCP, és 1 uM
antimicin-A. A mérést kovetéen, mintainkat 10% TCA-val fixaltuk, majd lyukanként
meghataroztuk a fehérje tartalmat, szulforodamin B (SRB) esszé segitségéevel. Eredményeinket
fehérje tartalomra normalizaltuk.
I11.11. Szulforodamin B (SRB) esszé

A sejteket 10%-os triklor-ecetsavval fixaltuk egy éjszakan at 4 °C-on, majd desztillalt
vizzel mostuk és 0,4%-os SRB festékkel festettilk, majd 10 percig szobahOmérsékleten
inkubaltuk. Ezutan a sejteket 1%-0s ecetsavval mostuk, és a megkotott SRB festéket 10 mmol/l

pufferolatlan Tris-szel oldottuk. Az optikai siiriiséget 540 nm-en meértiik microplate reader-rel.

111.12. RNS izolalas sejtkulturabdl
Az RNS izolaldsa TRIzol reagenssel tortént (Tri-RNA reagent, ##FATRR001, Amplicon,

Odense, Denmark) a gyarto utasitasi alapjan.

I11.13. Valos idejii kvantitativ PCR (RT-QPCR)

A mérés a LightCycler 480 thermocycler (Roche, Basel, Switzerland) késziilékkel
tortént, SYBR Green oldattal (SyberGreen, #4472908, Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) a gyart6 altal meghatarozott protokoll szerint. A mintakat triplikatumban, 10
uL mennyiségben vittik fel a plate-re, és az adatokat normalizaltuk a haztartasi genek

matematikai atlagahoz (36B4 és cyclophilin).

I11.14. Eletképesség mérése nagy ateresztoképességii sziiréssel

A szliréshez egy 774 db vegyiiletetet tartalmaz6 FDA (US Food and Drug
Administration) altal jévahagyott molekulakdnyvtarat hasznaltunk: Screen-Well® FDA
approved Drug Library. Minden plate négy kezeletlen lyukat (CTL) tartalmazott.
A sejteket (2 x 10* db sejt /100 pL / Iyuk) 96-lyuki sejttenyésztd platekbe mértiik és 24 oran 4t
novesztettik. A konyvtar vegylleteit Tecan Freedom EVO folyadékkezel6 robottal vittiik a
platekre, 10 uM végkoncentracioban. A sejteket 24 oran at inkubaltuk a molekulakonyvtar
vegylleteivel. A sejtek életképessegét Calcein-AM oldat hozzaadasaval (50 ul/lyuk, 1 uM
végkoncentracid) hataroztuk meg. A sejteket 1 oOran at inkubaltuk 37 ° C-on, majd a
fluoreszcens jelet (Ex / Em = 485/530 nm-en ), Tecan Spark 20M plate-readerrel mértik. Az
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életképesseget a kezeletlen kontroll szazalékaban fejeztik ki, majd szazalékos citotoxicitasban

fejeztuk ki.

111.15. Citotoxikus talalatok validalasa

A szlirés soran hatasosként azonositott vegyiiletek citotoxicitasat életképességi Calcein-
AM esszevel vizsgaltuk, melyhez egy széles tartomanyu koncentracio-sorozatot készitettlink
(1,22 nM - 40000 nM koz6tt). Ehhez a sejteket (2 x 10% db sejt / lyuk, 100 pl/lyuk) 96 lyuku
platekben tenyészettik, és 24 orén at. A sejtek életképessegének meghatarozasara a fent leirtak

szerint tortént. A kapott életképességi adatokbol citotoxicitast szamoltunk.
111.16. Sejtciklus-analizis aramlasi citometriaval

1. Asejtciklus szinkronizalasa
A sejtciklus szinkronizalésa szérum-éheztetéssel tortént. A sejteket T25 sejttenyészté flasakban
novesztettiik 1 napig, és amikor elértek a kb. 60% -os konfluenciat, a sejteket egyszer PBS-sel
mostuk, és 24 oran 4t a szérummentes tapfolyadékban tartottuk dket. PBS-sel torténd mosast
kovetden, tripszineztiik és Falcon-csovekbe helyeztik.
2. A mintak elokészitése
A sejteket 300 x g sebességgel 5 percig centrifugaltuk, majd a felliluszét eldobtuk, és a sejteket
3 ml PBS-ben szuszpendaltuk. A sejteket ismét 300 x g-vel centrifugaltuk 5 percig. A felliluszét
eldobtuk, és a sejteket 400 pl PBS-ben szuszpendaltuk. Ezutan lassan 3 ml 70% -o0s jéghideg
etanolt adunk a sejtekhez, é¢s a mintdkat jégre helyeztiik 30 percre. Az inkubécids 1d6 utan a
sejteket 5 percig centrifugaltuk 300 x g sebesseggel. A feluliszét eldobtuk, és a sejteket 3 ml
PBS-sel mostuk. Ezt kovetden a feliilluszot eldobtuk, és a sejteket 500 pul PBS-sel
szuszpendaltuk, majd 50 pl RN&z-A oldatot és 5 pl propidium-jodidot (PI) mértiink a sejtekhez.
A mintakat az elemzés el6tt szobahOmérsékleten 1 6ran at sotétben inkubaltuk.

e RNA&z-A oldat: 50 mg RNaz A-t feloldunk 50 ml PBS-ben és 0,1% Tween-20 és 5 mM

EDTA-ban. Az oldatot 95 °C-os vizfiird6be tettiik 30 percre. Ezt kvetden az oldat jégen

1 6ran at hiilt. Az oldat csapadekat 0,2 pm-es sziirével eltavolitottuk.

e Propidium-jodid (PI) oldat: A PI térzsoldatot dH20-ban, a koncentracié 1 mg / ml
végkoncentracidra higitottuk.
3. Sejtciklus elemzés aramlasi citometriaval

Az elemzést a Novocyte 3000 aramlasi citométerrel végeztik.
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I11.17. Statisztikai analizis

A kisérleteket legalabb haromszor elvégeztiik, a harom kisérlet szamitott atlagat abrazoltuk +
SEM. A statisztikai elemzéshez a GraphPad Prism 9-et hasznaltuk. Az adatok normal eloszl&sat
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.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Tumorsejtek NMNAT1-expressziojanak vizsgélata és NMNAT1 genhianyos sejtvonal
eloallitdasa.
IV.1.1. NMNAT1-expresszio vizsgalata humén tumor sejtvonalakban

Az irodalomban kevés informaci6é érhetd el tumor sejtvonalak NMNATI1 mRNS
expresszios szintjérél. Ezért tizenegy kiilonb6z6 human tumor sejtvonalban vizsgaltuk meg az
NMNAT1 mRNS-expressziojat. Az transzkriptum az 6sszes sejtvonalban kimutathat6 volt, és
kiilonbozd szinten expresszalodott. Az atlagos expresszios 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 éatlagps NMNAT1 mRNS expressziét mutatd sejtvonalat - az

oszteoszarkdma eredetli U20S-t — valasztottuk.

IV.1.2. Genotoxikus stressz hatdsa az NMNAT1 expresszidjara

Az oszteoszarkdéma terdpidban is hasznalt DNS-t kérositd kemoterapias szerekkel,
ciszplatinnal (cisz-diamminediklor-platina (11)) és doxorubicinnel kezeltiik 24 6raig az U20S
sejteket. A kezelés hatdsara az oszteoszarkoma sejtekben szignifikansan nétt az NMNAT1
MRNS expresszidja. Ez korébbi irodalmi eredményekkel korrelal, miszerint doxorubicin
kezelés hatasara az NMNAT]1 expresszidja emelkedik. Ez alapjan valdszinisithetd, hogy az
enzimnek fontos szerepe lehet a DNS-kéarosodast kovetéen, a sejtek tulélésében. Tovabbi

vizsgalatainkat ciszplatinnal végeztik.

IV.1.3. NMNAT1-génhianyos sejtvonal eléallitasa és ellendrzése

Az NMNAT1-nek specifikus farmakologiai gatloszere nem ismert, ezért szerepének
vizsgalatahoz az NMNAT1 gént CRISPR-Cas9 technoldgiaval inaktivaltuk. Az eljarést
kovetden a puromicin-rezisztens sejteket szelektaltuk, és az NMNAT 1 knockout (KO) sejtekbdl
aramlasi citometriaval torténd szortolassal egysejt-klonokat nyertink. Az NMNAT1 KO sejtek
NMNAT1-expresszidjat mRNS és fehérje szinten is megvizsgaltuk. Egyik NMNAT1 KO klén
esetében sem volt tapasztaltunk jelentés NMNAT 1 mRNS expressziot. Tovabbi Kisérleteinkhez
az 1B6 klont hasznaltuk. Western blot modszer segitségével bizonyitottuk, hogy az NMNAT1

fehérje nem mutathato ki az 1B6 elnevezésti klonbdl szarmazé sejtvonalban.
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IV.1.4. Az NMNAT1 KO sejtek jellemzese

IV.1.4.1. Eletképesség és koloniaképzé aktivitds vizsgdlata

Mivel irodalmi adatok jelenleg nem elérhetéek az NMNATI hidnyanak fenotipusos
kdvetkezmeényeivel kapcsolatban, a tovabbiakban Gsszehasonlitottuk a két sejtvonal néhény
alapvetd fiziologids sajatossagat (életképesség, proliferdcio, NAD" - és ATP-tartalom,
metabolikus Gtvonalak aktivitasa, kemoszenzitivitas). Vizsgalataink alapjan, a vad tipusu és az
NMNAT1 KO sejtvonalak életképességében nincs kiilénbség. Ezzel szemben, a koloniaképzo

aktivitas csokkent az NMNAT1 enzim hianyaban.

IV.1.4.2. NAD"- és ATP-tartalom mérése

A teljes sejtes NAD"-szint mérését elvégezve elmondhat6, hogy az NMNAT1 KO sejtek
NAD" -tartalma vad tipust sejtvonalhoz (WT) képest korilbelil az egyharmadara csokkent az
NMNAT1 gén inaktivalasanak hatdsara. Ez azt jelezheti, hogy az NMNATL1 enzim
meghatarozé 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.

IV.1.4.3. Az NMNAT1 szerepének vizsgalata a sejtek energia-metabolizmusaban

A metabolikus Utvonalak vizsgélata sorén azt tapasztaltuk, hogy az NMNAT1 hidnya
nem befolyasolta a sejtlégzést, amit a valtozatlan mértékii oxigénfogyasztas jelez. Viszont a
glikolitikus aktivitas szignifikdnsan magasabbnak bizonyult NMNAT1 hianyaban a vad tipusu

sejtvonalhoz képest.

IV.2. Az NMNAT1 szerepenek vizsgélata ciszplatinnal kezelt oszteoszarkéma sejteken

IV.2.1. Eletképesség vizsgalata

Az NMNAT1 fehérje expressziojanak emelkedése tapasztalhatd, doxorubicin vagy
ciszplatin kezelés hatadsara. A KO sejtek kemoszenzitivitdsanak vizsgalata céljabdl egy
ciszplatin koncentracié sor (0-40 pg/ml) segitségével hasonlitottuk Ossze a két sejtvonal
ciszplatinnal szembeni érzékenységét. Megallapitottuk, hogy az NMNAT1 hianya fokozott

sejtpusztulast eredményezett a vad tipusu sejtekhez képest.

IV.2.2. DNS-karosodas vizsgalata
A kettés DNS-szélszakadasok (DSB) kimutatasara leggyakrabban a H2AX hiszton-varians
foszforilacigjanak  detektalasat hasznaljak. A  H2AX  foszforilacigjat  (y-H2AX)

immuncitokémidval detektaltuk. A ciszplatinnal kezelt sejtekben a H2AX jelentds mértékben
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foszforilalodik, ami tikrdzi a DNS-javitdo mechanizmusok aktivalodasat, példaul a nukleotidok
exciziojanak helyreallitdsat vagy a nem homoldg végek csatlakozasat. A HCA analizissel
harom kiilonb6z6 sejtmorfologiat hataroztunk meg: a ,,normal” sejtek nem tartalmaztak vy-
H2AX jelet, a ,,pottyds” sejtek y-H2AX-gocokat tartalmaztak, mig a ,,fragmentalt” sejtek stirii-
diffaz y-H2AX-fest6dést mutattak. A ciszplatin H2AX-foszforilaciot (y-H2AX képzodést)
okozott vad tipusu sejtekben is, viszont az NMNAT1-hidnyos sejtekben l1ényegesen nagyobb
mennyiségii a y-H2AX volt detektalhatd ciszplatin kezelést kovetéen (vagyis ,,fragmentalt”

sejtek aranya szignifikdnsan magasabb volt a vad tipusu tarsaikhoz képest).

IV.2.3. Sejthalal-utvonalak vizsgalata

Az DNS-karosodas vizsgélata soran, kilonésen az NMNAT1 KO vonalban nagy
apoptotikus sejthaldlra utal. Ezért munkankat az apoptozisra jellemz6 kaszpaz-3 aktivitas
detektalasaval folytattuk, melyet sejtpermedablilis, fluorogén kaszpaz-3/7 szubsztrattal
vegeztuk. Ciszplatin kezelés mellett kaszpaz gatloszerrel (z - DEVD - FMK-val) kezeltiik el6 a
sejteket. A ciszplatinnal vagy ciszplatinnal és z-DEVD-FMK kombinacidjaval torténd kezelést
kovetden, 12 és 22 6ra kozott oranként készitettiink felvételeket, melyeken a kaszpaz aktivaciod
esetén mérhet6 fluoreszcens jel statisztikai kiértékelését vegeztik el. Az NMNAT1 KO
sejtekben jelentés mértékii kaszpaz-aktivaciot tapasztaltunk, mely géatolhat6 volt a kaszpaz-
inhibitor alkalmazasaval.

A nekrotikus jellegii sejthalal-médozatok lezajldsa soran a membran permeébilitasa
fokozodik, mely fokozott laktat-dehidrogenaz (LDH) felszabadulashoz vezet. Ez a sejtek
feliliszojabol mérhet. Vizsgalatunk soran megfigyeltik, hogy a ciszplatinnal kezelt
NMNAT1 KO sejtekben szignifikansan magasabb LDH felszabadulés volt mérhet6, mint a vad
tipusu sejtekben. A nekrosztatin 1 (NEC1) nekroptozis-gatlészer meggatolta az LDH

felszabadulast, ami nekroptotikus sejthalalra utal.

IV.2.4. Ciszplatin-kezelés hatasa az NMNAT1 KO sejtek NAD™ - és ATP szintjére
Szignifikansan alacsonyabb bazalis NAD*-szintet mértiink az NMNAT1 KO sejtekben,
mely tovabb csdkkent a ciszplatin kezelés hatasara. Ciszplatin kezelés hatasara az NMNAT1
KO sejtek ATP-szintjében szintén dramai valtozast figyeltiink meg, mig a vad tipusu sejtekben
nem tapasztaltunk valtozast. A kaszpaz-inhibitor és a nekroptozis-inhibitor is jelentésen gatolta
az ATP-veszteseget, tehat az ATP-szint csokkenése részben a karosodott energiatermelés és az
aktiv sejthalalformak lezajlasahoz szlikséges fokozott ATP-felhasznalas miatt kovetkezik be.
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IV.2.5. Metabolikus Utvonalak vizsgalata

A sejtek energiatermeld utvonalainak a jellemzése soran a sejtlégzés mérésére az
oxigénfogyasztas sebessegét (OCR), a glikolizis mértékének meghatarozasara pedig az
extracellularis savasodasi sebességet (ECAR) vizsgaltuk meg . A ket sejtvonal kozotti bazalis
légzésben nem volt megfigyelhetd jelentOs kiilonbség. Az elvégzett mitokondrialis stressz
teszt szintén hasonlo értékeket mutatott mindkét sejtvonalban. A ciszplatin kezelés azonban
az NMNAT1 KO sejtekben teljesen megszuntette a mitokondrialis 1égzési tartalék-kapacitast.
A bazalis glikolitikus aktivitas szignifikansan magasabbnak bizonyult az NMNAT1 KO
sejtvonalban. A glikolitikus stressztesztekben kezelés nélkil és ciszplatin kezeléssel sem
tapasztaltunk szignifikéns kilonbségeket a két sejtvonal kdzott. Ez a megéallapités azt sugallja,
hogy a ciszplatin az NMNAT1-statustdl fliggetlendl, a glikolitikus aktivitast tobbnyire nem
befolyasolja. A sejtszintii anyagcserét a két f6 energiatermelé folyamat aktivitasanak
hanyadosa, az OCR / ECAR arany jellemezi. A ciszplatin kezelést kovetéen az OCR / ECAR
ardny csokkent az NMNAT1 KO sejtekben, ami azt jelzi, hogy a sejtek a glikolizisre

tdmaszkodnak, sem mint a 1égzési energiatermelésre az anyagcseréjiik soran.

IV.2.6. A PARIlaci6 szerepe az NMNAT1 KO sejtek fokozott érzékenységében
A PARP aktivitasat a keletkez0 PAR polimerek mennyiségének detektalasaval
kovethettuk nyomon. Megéllapitottuk, hogy a ciszplatin poli-(ADP-rib6z) (PAR)
képzédéshez vezetett a WT sejtekben, mig az NMNATI KO sejtekben ez nem volt
kimutathatd. Ezen kiviil, a ciszplatin kezelés a koloniaképzd aktivitast a vad tipusu sejtekben
csak enyhén csokkentette. Ezzel szemben, az NMNAT1 KO sejtekben szignifikans csokkenés
volt megfigyelhetd. A ciszplatin és a PARP inhibitor (olaparib) kombinalt kezelése
szignifikansan alacsonyabb proliferaciot eredményezett a vad tipusu sejtekben, mint a csak
ciszplatinnal kezelt sejtek esetében, de az NMNAT1 KO sejtekben tovabbi csokkenést nem
lehetett kimutatni. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a ciszplatin altal kivaltott DNS-
karosodas nem képes aktivalni a PARP1-t az NMNAT1 KO sejtekben, és a PARP1
szubsztratjanak hianya korlatozza a sejtek azon képességét, hogy hatékonyan helyrehozzék a

DNS-sériilését.
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IV.3. NMNAT-1 KO sejteken fokozott sejtpusztulast okozd gyogyszerhatéanyagok
azonositasa
IV.3.1 Nagy dteresztoképességii szurdvizsgalat
Nagy ateresztOképességli sziirést végeztink (HTS- High Throughput Screening)
parhuzamosan a vad tipusi és NMNAT1 knockout sejteken, Tecan Freedom EVO robot
hasznélataval, egy olyan vegyiletkonyvtarral, amely 775 db FDA (Food and Drug
Administration) altal jovahagyott gyogyszert tartalmazott. A sziirés soran a vad tipust (WT) és
NMNAT-1 KO (KO) oszteoszarkoma sejtvonalakat egységesen 10 uM végkoncentracioban
kezeltiik a molekulakdnyvtarban 1évo vegyiiletekkel. 24 oras kezelést alkalmaztunk, és ezt
kovetéen meghataroztuk mind a két sejtvonalban citotoxitcitast Calcein AM esszével. Azokat
a vegylleteket tekintettliik hatasosnak, ahol az értékelés soran az NMNAT1 KO sejtvonalon
legalabb 25%-kal magasabb toxicitast tapasztalunk a vad tipusu sejtekhez képest. A
kritériumoknak kilenc vegyulet felelt meg: bortezomib, aktinomycin-D, digoxin, tenipozid és

Ot antraciklin (idarubicin, daunorubicin, doxorubicin, mitoxantron, epirubicin).

IV.3.2. A sziirés soran azonositott vegyiiletek hatisanak megerdsitése

Talalataink megerdsitését mind vad tipusd, mind NMNAT1-KO U20S sejteken
elvégeztiik. A sziirés soran azonositott vegyiletek citotoxicitasat a kezelést kovetden 24 oraval,
Calcein-AM életkepességi esszével vizsgaltuk, melyhez egy széles tartomanyu koncentréacio-
sorozatot készitettiink (1,22 nM - 40000 nM kozott), alkalmazva a sziirés soran hasznalt 10 uM
koncentraciot is. Kilenc vegyilet koziil 8 esetben igazolhat6 volt az NMNAT1 KO fenotipus
érzékenyitd hatasa. Minden azonositott antraciklin hatasa igazolhato volt. Az aktinomicin D, a
bortezomib és a tenipozid szintén jelentds novekedést okozott a KO sejtvonal citotoxicitasaban
a WT sejtekhez kepest. A digoxin esetén is mindkét sejtvonalban koncentracio-fiiggd
citotoxicitast tapasztaltunk, de a toxicitds a KO sejtvonalon ebben az esetben nem volt
szignifikdnsan magasabb a vad tipusu sejtekhez képest.

A legmarkénsabb kiilonbség az aktinomicin D esetében volt megfigyelhetd, mivel az
NMNATI hidnya ~ 40 nM koncentraciotol kezdve jelentds szenzibilizalo hatést valtott ki. Az
aktinomicin D (Act D) a Streptomyces nemzetségbdl izolalt polipeptid antibiotikum. Az
aktinomicin D interkalalédik DNS guanin és citozin gazdag régidhoz, ezzel megakadalyozza
az RNS-polimerazok miikodését, ezaltal gatolja a transzkripciot. Mivel a tumor6ld
mechanizmusanak molekularis hattere még csak részben feltart, NMNAT1 enzimmel
kapcsolatos interakciokrél pedig jelenleg nincs irodalmi adat. Ezért tovabbi vizsgalatainkhoz

az aktinomicin D-t valasztottuk.
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IV.4. Az NMNAT1 szerepének vizsgalata aktinomicin D-vel kezelt oszteoszarkéma sejteken

IV.4.1. Az aktinomicin D éltal kivaltott sejthalal jellemzése

Megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik az aktinomicin D-vel kezelt sejtek életképessége
az apoptozis vagy nekroptézis specifikus gatlasa mellett. Az aktinomicin D kezelést (40 nM)
vad tipusi és NMNAT1 KO sejteken alkalmaztuk, vagy ©6nmagaban, vagy kaszpéaz-3
inhibitorral (DEVD-fmk) vagy nekroptdzis inhibitorral (Necl) kombinalva. Vizsgalatunk azt
mutatta, hogy a DEVD-fmk jelent6sen novelheti az Aktinomicin D-vel kezelt vad tipusa és
NMNATI KO sejtek ¢letképességét, mig a Necl elokezelés nem okozott valtozast az
életképességben, a csak aktinomicin D-vel kezeltekhez viszonyitva.

A sejtek apoptotikus pusztuldsanak tovabbi vizsgalatat high content analizissel végeztiik
egy Kinetikus esszé segitségével, a kaszpaz-3 inhibitor DEVD-fmk jelenlétében. Az
aktinomicin D kezelés mindkét sejtvonalban a kaszpaz-3 aktivitasanak jelentds emelkedését
okozta, amelyet a kaszpaz-3 inhibitor hatékonyan géatolni tudott. Az NMNAT1 KO
sejtvonalban a kaszpéz-3 aktivaciéo mar korabban kimutathatd volt, és a kaszpéaz-pozitiv sejtek
aranya tobb mint kétszer annyi volt, mint a vad tipusu sejtekben mérhet6 kaszpaz-3 pozitivitas
aranya.

A nekrotikus sejtpusztulas lehetséges jelenlétét a felliluszok laktat-dehidrogenaz (LDH)
szintjének mérésével vizsgaltuk 24 o6raval az Aktinomicin D kezelés utan. Az WT sejtek
esetében nem volt kimutathat6 szignifikans LDH felszabadulas. Mig a KO sejtvonal esetében
jelentds LDH felszabadulast mértiink. Ugyanakkor a KO sejtek LDH felszabadulasa
masodlagos nekrozisnak tekintheté, mivel a DEVD-fmk kaszpaz-3 inhibitor képes volt teljesen
blokkolni.

IV.4.2. A sejtek NAD* - és az ATP —szintjének vizsgalata Aktinomicin D kezelést kovetden

Az NMNAT enzimek a NAD* szintézisében két Utvonalon keresztiil is részt vesznek
(mentési és a Preiss-Handler Gtvonalon). igy az enzim hianya és az aktinomicin D kezelés
hatasara megfigyelt szignifikdnsan magasabb citotoxicitds az NMNAT1 KO sejtvonalban,
ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a KO sejtek NAD* és ATP tartalmanak esetleges
valtozasat érdemes megvizsgalni. Mint mar korabban bemutattam, a bazéalis NAD* szintek az
NMNAT1 KO sejtekben szignifikansan alacsonyabbak, mint a vad tipusu U20S sejtekben.
Az aktinomicin D szignifikans csdkkenést okozott a NAD™ szintben, mindkét sejtvonal
esetében. A KO sejtvonalban a NAD*-szintet a kezelt vad tipust mintak korilbell 1/5-ére
valtoztatta. A cellularis ATP egy univerzalis metabolit, amely szinte minden energiafiiggd

folyamathoz sziikséges. Mivel az ATP termelése a NAD-tol fligg, ezt kovetden
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megvizsgaltuk, hogy az aktinomicin D kezelés utan megvaltozik-e a sejtek ATP-szintje is. A
korabbi eredményeink alapjan bazalis ATP szintek nem killénboznek szignifikdnsan a WT és
a KO sejtekben. Az aktinomicin D kezelés az ATP szint szignifikans csokkenesét okozta a
vad tipusu sejtekben. Viszont az NMNAT-1 KO sejtekben a vad tipusu, kezelt mintdkhoz

képest is jelentdsen csokkent az ATP -szint.

IV.4.3. Az aktinomicin D DNS karosodast és PARP aktivaciét valt ki

A vad tipusi U20S sejtekben nem volt kimutathato jelentés DNS-karosodas. A KO
sejtekben azonban az ActD kezelés utan 6 draval magas szintit DNS karosodast tapasztaltunk.
A megndvekedett DNS-karosodas a DNS-helyreallitas karosodasara utalhat. A DNS karosodas
aktivalja a NAD*-fiiggé PARP1 enzimet, amely az irodalmi adatok alapjan kdlcsonhatisba
Iéphet az NMNAT1-el a PARP1-fiiggé promotereken. Ezért megvizsgaltuk, hogy milyen
maodon valtozik a DNS karosodas hatasara a PARP1 enzim altal szintetizalt poli-ADP-ribdz
(PAR) polimer mennyisége az NMNATL1 génhianyos sejteken. A PARilaciot western blot
alkalmazésaval detektéltuk, anti-PAR antitest (10H) alkalmazasaval. A vad tipusu sejtekben 6
oraval az ActD-kezelés utan fokozott PARP-aktivalodas volt kimutathato, mig a KO-sejteknél

a PARP-aktivacio jelentésen csokkent, valdsziniileg az alacsony NAD™ -tartalom miatt.

IV.4.4. A p53 fehérje acetilaciojanak vizsgalata

Az alacsony NAD"-szintrdl az irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy gatolja a nuklearis
NAD*-fiigg enzimek, példaul a PARP1 vagy a SIRT1 aktivitasat. Mivel a SIRT1 egy NAD*-
fiiggd deacetilaz enzim, aktivitasanak csokkenése varhatoan a célfehérjéinek acetilezédésének
emelkedését okozza (pl. p53-as feherje). A p53 Lys382-es fehérje oldallancon torténd
acetilezését western-blot segitségével detektaltuk. A kezeletlen mintadkban acetilezést nem
lehetett kimutatni, és a rovid (2 6ras) ActD kezelés nem volt hatéssal az acetilalt p53 szintjére.
20 6ra ActD-kezelés utan azonban mind a WT, mind a KO sejtekben fokozott acetilaciét

detektaltunk, ami szignifikansan magasabb szintet mutatott a KO sejtekben.

IV.4.5. p53-dependens pro-apoptotikus gének indukcidjanak vizsgalata

A p53 emelkedett acetilezése a p53-fiiggd pro-apoptotikus gének fokozott expressziojat
idézheti el6, ilyen példaul a NOXA vagy a BAX. Ezen gének mRNS expressziojat QPCR
modszerrel vizsgaltuk, 15 oOraval az ActD kezelést kovetden. A NOXA gén expresszidja
mindkét sejtvonalban emelkedett, 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. A NOXA vagy
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BAX fehérje expresszids szintjét Western blottal detektaltuk. Mind az NOXA, mind a BAX
fehérje szinten is szignifikansan magasabb indukciot mutattak az NMNAT1 KO sejtekben, mint
a WT sejtek esetén .

IV.4.6. Az NMNAT1 hianya géatolja a sejtek proliferaciojat

IV.4.6.1. Sejtproliferacio és sejtciklus vizsgélata

vizsgalathoz digitalis fazis-kontraszt felvételeket készitettiink az ActD kezelés el6tt és négy
nappal a kezelést kovetden, melyeken a képanalizis szoftver (Harmony) segitségével
meghataroztuk az aktudlis sejtszdmokat. A négy napos idGszak alatt a kezeletlen WT- és KO-
sejtek szdma megkdzelitdleg hétszeresére nott a platelt sejtszamhoz képest, és a két sejtvonal
kozott nem volt szignifikans kilonbség. Az ActD kezelés lelassitotta a sejtproliferaciét mind a
WT, mind a KO sejtekben, de a KO sejtekben drdmai mértékben csdkkent a proliferacié vad
tipust tarsaikhoz képest a kezelés hatésara.

A kiilonboz6 sejtciklus-fazisokban 1év6 sejtpopuléaciok aranyat aramlasi citometriaval
hataroztuk meg. Kezelés nélkil nem talaltunk szignifikans kilénbséget a két sejtvonal kozatt,
viszont ActD kezelés utan az NMNAT1 KO sejtvonalban S és G2/M fazisok populécidinak
aranya jelent6sen csokkent. Tehat, a sejtek a KO sejtvonal esetében nagyobb ardnyban
tartozkodtak G1 fazisban, mint a WT vonal esetében. A WT sejtekben nem volt kimutathatd

szignifikans valtozas a kezelést kovetden.

IV.4.6.2. A SIRT1 enzim gatlasanak hatasa a sejtproliferaciora

Az pb3 fokozott acetilacidja a proapoptotikus gének indukcidja mellett a
sejtproliferacidra is hatassal van, a p21 gén indukcidja révén. Az ActD indukalta a p21 mRNS-
és a fehérje expressziot az NMNAT1 KO sejtekben, ezzel szemben, a WT sejtekben nem

tapasztaltunk szignifikans valtozast.

IV.4.6.3. A PARP1 enzim géatlasanak hatasa a sejtproliferaciora

Mivel irodalmai adatok alapjan a PARP1 géatlasa lassitja a sejtproliferéciot,
megvizsgaltuk az ActD kezelés altal kivaltott PARP-aktivacio sejtproliferaciora gyakorolt
hatasat. A PARP-inhibitorokkal (Olaparib és PJ34) tortént el6kezelés mindkét vonalon
csokkentette a proliferaciot. Kombinalt kezelésként alkalmazva az ActD-t a PARP
inhibitorokkal, azt tapasztaltuk, hogy a sejtek proliferacioja jelentésen csokkent a vad tipusu
sejtekben, az NMNAT1 KO sejtek esetén viszont nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a

csak aktinomicin D-vel kezelt mintdkhoz képest. Ezek az adatok arra engednek kdvetkeztetni,
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hogy az NMNAT1 KO sejtek esetében a csokkent bazalis NAD-szint nem zavarja a PARP
bazélis aktivitasat (igy az specifikus gatldszerrel gatolhatd). ActD kezelés esetében azonban a
gatolt sejtmagi NAD"-szintézis miatt az aktudlisan elérhet6 NAD-készlet nem elégséges a DNS
karosodas hatasara bekovetkez6 PARP1-aktivaciohoz az NMNAT1 KO sejtekben. Emiatt
korlatozott a sejtek DNS-hibajavitasa, amely szintén hozzajarul a sejtek csokkent proliferacios

képességéhez.

IV.4.7. Az NMNAT1 KO fenotipus és az actionomycin D - kezelés hatasa az RNS-tartalomra
Azt méar kordbban kimutattdk, hogy az NMNAT1 enzim és az ActD egyarant
befolyasoljak az RNS szintézisét. Az RNS homeosztazisanak vizsgalatahoz a kisérleteink soran
megmeértik az 0sszes RNS mennyiségét, valamint a 45S és 18S riboszomalis RNS-ek
expresszidjat. Megallapitottuk, hogy az NMNAT1 KO sejtek haromszor nagyobb 6ssz-RNS-
szinttel rendelkeznek, 6sszehasonlitva vad tipusu sejtekkel. Az ActD kezelés szignifikansan
csokkentette az 6ssz-RNS szintet az NMNAT1 KO sejtekben, mig a WT sejtekre nem volt
hatassal. Az NMNAT1 hianya novelte a 18S riboszémaélis RNS pro-forméjanak (45S)
expresszidjat. A 45S RNS expresszidjat mindkét sejtvonalban teljesen blokkolta az ActD
kezelés. Erdekes modon a két vonal kozott nem volt kimutathat6 killénbség az érett 18S rRNS
mennyiségében. Az ActD kezelés megemelte a vad tipusu sejtekben az érett 18S rRNS szintjét,

de az NMNATL1 KO sejtek esetén nem okozott szignifikans valtozast.
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V. KONKLUZIOK

Az NMNAT1 knockout oszteoszarkoma sejtek fokozottan érzékenyek ciszplatinra

Sikeresen létrehoztunk U20S oszteoszarkoma sejtekbdl egy NMNAT1 KO sejtvonalat.
Az NMNAT1 KO sejtekben csokkent a NAD*-szint és a klonogén aktivitas.

A ciszplatin mind a nekrotikus, mind az apoptétikus sejthalal Gtvonalat indukalta.
Csokkent DNS hibajavitas jellemz6 az NMNAT1 KO sejtekre a kezelést kovetden.
Ciszplatin kezelés hatasara csokkent a NAD™ - és az ATP-tartalom az NMNAT1 KO
sejtvonalban.

Az NMNAT1 KO sejtekben nem ment végbe a PARilacio folyamata.

NMNAT1 KO tumor sejtek érzékenyebbek a ciszplatin kezelésre.

Az NMNAT1 tulélesi faktor az actinomycin D indukalt oszteoszarkoma sejtvonalban

Nagy ateresztOképességi sztirés (HTS) soran, az FDA altal jovahagyott
molekulakonyvtarb6l 8 olyan vegylletet azonositottunk, melyek legaldbb 25%-kal
nagyobb citotoxicitast okoztak az NMNAT1 KO sejtvonalon, mint a vad tipusu U20S
sejteken.

Az Actinomycin D apoptdtikus Gtvonal beinditasaval okoz sejtpusztulast U20S sejteken.
Az aktinomicin D az NMNAT1 KO oszteoszarkoma sejtvonal fokozott citotoxicitasat
okozta a vad tipust oszteoszarkoma sejtekkel szemben.

p53 fehérje fokozott acetilalédasat és a BAX és a NOXA proapoptétikus gének fokozott
expressziojat figyeltiik meg kezelést kdvetden az NMNAT1 KO sejtvonalban.

Az aktinomycin D kezelés NMNAT1 KO sejteken erdteljesebb DNS-karosodast
eredményezett.

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

Az rRNS szintézis gatlasat okozza az aktinomicin D kezelés.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A kemoterapia a daganatos betegek jelentds részénél nem éri el a kelld hatasossagot, jelentds
mellékhatasai miatt kiemelkedGen fontos a tumor sejtek kezeléssel szembeni érzékenységének
fokozésa. Az NMNAT enzimek a sejtek NAD*-szintézisében vesznek részt, ezaltal szdmos
biokémiai folyamatot befolydsolhatnak. Viszont kevés informécidval rendelkeziink a
tumorsejtben betoltott szerepével kapcsolatban. Ezért munkank soran létrehoztunk egy
NMNAT1-génhianyos (knock-out) oszteoszarkéma sejtvonalat, melyet részletesen
jellemeztiink. Az NMNAT1 KO sejtvonalban csokkent NAD™ szint mellett lassabb proliferacio
volt megfigyelhet6. Egy oszteoszarkdmaban is hasznalt kemoterapias készitménnyel, a
ciszplatinnal vald kezelés hatasat 0Osszehasonlitottuk a vad tipusi és NMNAT1 KO
oszteoszarkdéma sejteken. Az NMNAT1 KO sejtekben ciszplatin kezelés hatasara tovabb
csokkent a NAD* mennyisége. A kezelés soran mind a nekrétikus, mind az apoptotikus sejthalal
utvonalat indukalddott, a kontroll sejtekben megjelend PARilacio folyamata a KO mintakban
elmaradt és csokkent a DNS hibajavitds mértéke. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az
NMNAT1 KO tumor sejtek érzékenyebbek a ciszplatin-kezelésre.

Munkank masodik részében egy nagy ateresztoképességii sziirdvizsgalatot végeztiink el, annak
céljabol, hogy tovabbi, az NMNAT1 hianyaban fokozott sejtpusztulast okoz6 gydgyszer-
hatéanyagokat azonosithassunk. A hatasos vegyuletek kozul az aktinomicin D-t valasztottuk
tovabbi vizsgalatainkhoz. Az aktinomicin D az apoptotikus Utvonal beinditasaval okozott
sejtpusztulast, az NMNAT1 KO sejtvonalban fokozottabb citotoxicitast és DNS karosodast
okozott. A kezelés hatasara a p53 fehérje fokozott acetilalédasat, valamint a BAX és a NOXA
pro-apoptotikus gének fokozott expresszidjat figyeltik meg. Emellett, proliferacid, a sejtciklus

és az rRNS szintézis gatlasat tapasztaltunk az NMNAT1 KO oszteoszarkoma sejtvonalban.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az NMNATL1 expresszidjanak vagy aktivitasanak
gatlasa a jovOben hatékony célpont lehet a daganatok érzékenységének fokozéasaban. Illetve a
jelenleg is haszndlt citosztatikumokkal kombindlt kezelés soran, nagyobb hatékonysag
elérésével vélhetden csokkenhet az alkalmazas ideje €s/vagy dozisa, mely hozzajarulhat a

betegek jobb altalanos allapotahoz és a mellékhatasok csokkentéséhez.
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