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ELMELETI HATTER

Az ¢l6 szervezet a tulélés érdekében kénytelen alkalmazkodni az olyan
kiilonféle kornyezeti faktorokhoz, mint példaul a tapanyagok elérhetésége (pl.:
tapanyag boség, tapanyag hidny), vagy a kiils6 hoémérsékleti valtozasok. Ennek
érdekében a sejtek olyan energia- és tapanyag érzékeld rendszerrel rendelkeznek,
mely az anyagcsere finomhangoldsaban és a szervezet energia egyenstlyanak
fenntartasaban segiti 6ket. Ezen érzékel6 rendszer nem megfelelé mitkddése olyan
patologias anyagcsere-adaptaciohoz vezet, mely hozzajarulhat a karcinogenezishez és
a rak eldrehaladasdhoz. Munkank soran mind a fiziologiai, mind a patologiai

anyagcsere-adaptacio szabalyozasat egyarant vizsgaltuk.

Az AMPK szerkezete

A szervezetet felépitd sejtek optimalizalt energiaallapotanak fenntartasa
elengedhetetlen a sejtek talélése szempontjabol. Ennek egyik feltétele az energiat
biztositd ATP termelddésének és elhasznalodasanak kiegyenstlyozottsaga. Az 5'-
adenozin-monofoszfat aktivalt protein kinaz (AMPK) egy, a cellularis
energiaallapotra rendkiviil érzékeny energiaszenzor. Az ATP/AMP arany csokkenése
aktivalhatja az AMPK-t az egymastol fiiggd allosztérikus és poszt-transzlacios
modositasok révén. Az AMPK egy heterotrimerikus enzimkomplex, amely az enzim
aktivitasahoz sziikséges katalitikus o, valamint a szabalyozo B és y alegységekbdl all.
Az a, B és y alegységeknek kiilonb6z6 izoformai vannak, mint példaul al, a2, B1, B2
és y1, y2 és y3. Eml6sokben ezeket az izoformakat hét gén kodolja. A katalitikus a és
a szabalyozo B alegységeket két gén kodolja (PRKAAL, PRKAA2, és PRKABI,
PRKAB2) a szabalyozd y alegységet harom gén kodolja (PRKAG1, PRKAG2 és
PRKAG3). Az al, Bl és yl (a kozés izoformak) a legtobb emléssejtben
expresszalodnak. Az a2, B2, y2 és y3 izoformak a sziv €s a vazizmokban fordulnak
el6 nagyobb mennyiségben.

A y-alegység meghatarozo szerepet jatszik a citoplazmatikus AMP/ADP
arany kozvetlen érzékelésében ¢és az AMPK enzimatikus aktivitdsanak

stimulalasaban. A v alegységnek négy cisztation-béta-szintaz (CBS) doménje van,
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amelyek képessé teszik az AMPK-t az ATP/AMP arany valtozasanak érzékeny
detektalasara.

Az AMPK aktivacioé a magas AMP szinthez kotott, azaz a sejtek energetikai
stresszének a kovetkezménye. Az ilyen modon aktivalt AMPK bekapcsolja az ATP-
termelé folyamatokat (mdj zsirsav oxidacio, ketogenezis stimulalasa, a vazizom
zsirsav oxidacio és a gliikoz felvétel stimulalasa), mikozben kikapcsolja az ATP-t
fogyasztd folyamatokat (koleszterin szintézis, lipogenezis, triglicerid szintézis,
lipolizis és lipogenezis gatlasa, valamint a hasnyalmirigy- béta-sejtek inzulin

kivalasztasanak gatlasa), hogy helyreallitsa a sejtek megfeleld energia szintjét.

Az AMPK AMP/ATP arany fiiggvényében torténé szabalyozasa

Egy energetikai szempontbol nyugalmi allapotban 1évé sejt ATP/ADP
aranya 10: 1, az ATP/AMP aranya pedig 100: 1. Az energetikailag kedvezétlen
reakciok magas ATP/ADP aranyt igényelnek. Az ATP-fogyasztas emelkedett szintje,
amelyet az ATP termelés mar nem képes fedezni, az ADP szint ndvekedéséhez vezet.
Az ADP gyors ATP-vé és AMP-va alakitasat az adenilat kindz végzi az alabbi
reakcioban:

2ADP < ATP + AMP

Ez a reakcié dramaian megndveli az AMP szintjét, aminek kovetkeztében az AMPK
aktivitdsa az 5-szorosére n6. Az AMPK aktivalasa az AMP y-alegységen vald
kotédése révén torténik. A megndvekedett AMP-koncentracidé az AMPK  vy-
alegységének konformacios valtozasat eredményezi olyan modon, hogy egyszerre két
AMP kapcsolodhat a négy cisztation-béta-szintaz doménekhez, ami Bateman-
doménként is ismert. Ez a konformacids valtozas az AMPK-aktivitds mérsékelt
novekedését eredményezi: 2-10-szeresére. Ez a konformacios valtozas fokozza az a-
alegység foszforilacidjat a Thr172 oldallancon, amely tovabb aktivalja az AMPK-t,
az enzim akéar 100-szoros aktivacidjat eredményezve. Egy kozelmultban késziilt
tanulmany azonban ramutatott arra, hogy az AMP és ATP mellett az ADP is képes az
AMPK szabalyozasara.



Az AMPK szerepe az egészségben ¢és a Kiilonb6z6 betegségekben

Minden organizmus folyamatos energiaigénnyel szembesiil élete soran. Ezen
stressz-tényezokre reagalva a sejtek komplex anyagcsere-folyamatokat fejlesztettek
ki, hogy képesek legyenek az energia szubsztratumok tarolasara, amikor az
¢lelmiszerforras boéséges, ¢s képesek legyenek csokkenteni az energiafogyasztast,
valamint mozgositani a készleteket, ha alacsony az energiaellatas. Ezek az energia
kiegyenlitd folyamatok elengedhetetlenek mind a rdévid tava, mind a tartds
tapanyaghianyban.

Az AMPK egy jol ismert Ser / Thr kinaz, amely kiemelkedd szerepet jatszik
az emldssejtek energia egyensulyanak fenntartasaban. Miikodését az ATP/AMP
arany szabalyozza. Az AMPK aktivacidja tobb szerv és szovetfliggd hatast valt ki,
kozos benniik, hogy beinditjak a cukor és a zsirsav oxidaciot, hogy helyreallitsak a
sejtek, szovetek ATP szintjét. Ezen védelmi mechanizmusok mellett az AMPK
kiilonbdzé szerepet tolt be nem csak a periférias szovetek (pl. zsirszdvet, maj,
hasnyalmirigy-p-sejtek, vazizmok) metabolizmusanak szabalyozasaban, de
mindemellett a kdzponti idegrendszer (hipotalamusz) energiaérzékelésének, és ebbol
kovetkezben az egész test energia haztartdsanak finomhangolasaban is. Fontos
megemliteni, hogy az AMPK a leggyakoribb kronikus betegségekben, példaul a
rakban, a cukorbetegségben, a gyulladasban és az elhizasban is alulszabalyozott.
Ebbdl kifolyolag az AMPK a fent emlitett betegségek egyik lehetséges terapias

célpontjava valt.

AMPK aktivatorok

Az AMPK energiaszenzorként viselkedik az ATP/AMP arany
érzékelésében. Megvaltozott élettani kortilmények kozott, mint a metabolikus vagy
energetikai krizis, ahol az ATP szint veszélyeztetett, példaul hipoxia, iszkémia,
alacsony tapanyag ellatottsdg vagy emelkedett ATP-fogyas esetén az AMPK
aktivacio célja, hogy visszaallitsa a sejtek energia egyensulyat. Kovetkezésképpen az
AMPK-aktivalas katabolikus folyamatokat indit be ATP-termelés céljabol, és

elnyomja az ATP-fogyasztd folyamatokat, amelyek nem sziikségesek a sejtek



pillanatnyi taléléséhez. Szamos természetes gyogyszer, novényi vegyiilet, tobb
hormon, ¢és mesterséges gyogyszer is képes aktivalni az AMPK-t.
Hatasmechanizmusuk alapjan négy csoportot kiilonboztetiink meg. Az elsé csoportba
tartoznak azok az aktivatorok, amelyek kozvetleniil a mitokondrialis ATP szintézis
gatlasan keresztlil hatnak, példaul gatolva a Complex I-et (pl.: metformin, vagy
phenformin), a Complex Ill-at (pl.: antimicyin A), vagy gatoljak a mitokondrialis F1
ATP-szintazt a 1égzési lancban (pl.: oligomycin). Ezek a vegyiiletek képesek
megnovelni a sejtes ADP/ATP és ATP/AMP aranyait, viszont ezen aranyok és az
AMPK-aktivitas valtozasai kozotti Osszefliggések még nem bizonyitjak, hogy az
AMP ¢és ADP altal okozott AMPK-aktivacio lenne az egyetlen aktivacios
mechanizmus. A masodik csoportba tartoznak azok az aktivatorok, amelyek
eldanyagokként a sejten beliil konvertalodnak AMPK analdgokka, mint példaul az 5-
aminoimidazole-4-carboxiamide ribozid (AICAR) is. Kisérleteinkben az AICAR-t
alkalmaztuk az AMPK aktivalasa céljabol. Az AICAR adenozin transzportereken
keresztiil jut be a sejtbe és az intracellularis adenozin kindz foszforilalja 5-
aminoimidazol-4-karboxiamid -D-ribofuranozil-5’-monofoszfatta (ZMP). A ZMP
egy AMP analog vegyiilet, ami az AMPK AMP kot helyéhez képes kapcsolodni és
hasonlo hatast valt ki, mint az AMP. A harmadik csoportba tartoznak azok az
aktivatorok, amelyek kozvetleniil képesek kotédni az AMPK-hoz, az AMP
kotohelytdl fiiggetleniil. Ezek természetes vegyiiletek, mint példaul az aszpirin
metabolitja, a szalicilat. A negyedik csoportba az antifolat-gyogyszerek tartoznak,
amelyek képesek az AMPK-t aktivalni a ZMP felhalmozodasan keresztiil. Egy
tanulmany ramutatott arra, hogy az antimetabolit metotrexat, amit a vizsgalatunk
soran az AICAR-ral egyiitt alkalmaztunk, drasztikusan érzékennyé teszi a sejteket az
AICAR aktival6 hatasdval szemben, tovabba figyelemre mélté additiv hatdst mutatott
kombinacidban alkalmazva. Ezen kiviil 1éteznek még olyan fizioldgids hormonok is,
amelyek hasonlé AMPK aktivalo hatdssal rendelkeznek, mint a korabban felsorolt
gyogyszerek. Az egyik ilyen hormon a leptin, amelyet az adipocitdk inzulin
jelenlétében valasztanak ki. A leptin is képes szabdlyozni az energiaegyensulyt a

jollakottsag érzésének kivaltasdval. A periférids szovetekben, mint példaul a
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vazizomban a leptin kdzvetleniil képes aktivalni az AMPK-t az AMP/ATP arany

stimulalasaval.

Az AMPK szerepe a Warburg metabolizmusban

Otto Warburg felismerte, hogy a rakos sejtek metabolizmusa eltér a normal,
nem transzformalt sejtekétol. Azt feltételezte, hogy a rak eSszencialis oka az
ujraprogramozott anyagcsere folyamatokban keresendé. A Warburg-hatas a legtobb
rakos sejtben azonosithatd. Tobbek kozott az emlérakban is, amely aerob
koriilmények kozott is elonyben részesiti a glikolizist a fokozott energiatermelés
érdekébe és mindekozben laktatot termel a citoszolban. Ezek a sejtek, a gyors
sejtproliferacio eldsegitése érdekében altalaban alulszabalyozott mitokondrialis
oxidacidval és emelkedett glikolitikus rataval és pentoz-foszfat-transzformacioval
jellemezhetdk. A rakos sejtek kiemelkedden magas, kiilsé forrasbol szarmazo gliikozt
és glutamint, valamint a bels¢ forrasbol szarmazé glikogént hasznalnak fel
szubsztratként, de mindezek koziil a gliikéz glikolizisen keresztiil torténd lebontasa a
f6 ATP forras. Mindazonaltal a megnovekedett glikolitikus rata novelheti a pentoz-
foszfat-uitvonal sebességét, amely fokozza a de novo nukleotid szintézist.

A citoszolban a glikolizis a pentoz-foszfat-shunt szdmara biztosit
intermediereket a nukleotid termelés timogatasara. Mindekdzben a mitokondriumban
a TCA ciklus alternativ enzimek segitségével glutamint hasznal a citrat termeléshez,
amely tovabb stimuldlja az ellendrizetlen sejtproliferaciot. A tumor sejtekben az
anyagcsere utak ujraprogramozasa ndveli az aerob glikolizis sebességét, tovabba
szétkapcsolja glikolizist és a TCA ciklust. Kisérleteink soran gatolni probaltuk a
nukleotid szintézist a folat analdog metotrexattal (MTX) és aktivalni préobaltuk az
AMPK-t AICAR-ral. Ami a gyors sejtosztodast illeti, fontos kihangstilyozni, hogy a
G1/S ellenérzé pont metabolikus kontroll alatt 4ll. Barmilyen beavatkozas az
anyagcserébe a sejtciklus G1-S atmenet leallasat eredményezheti. Az AMPK
bonyolult kapcsolatokat mutat mas anyagcsere- és energiaérzékelé utvonalakkal,
mint példaul az Akt, mTOR, Sirtl, és a PARP-ok. Fontos megjegyezni, hogy az

AMPK-aktivacid soran a mitokondrialis oxidaci6, ¢és kovetkezésképpen a



mitokondrialis biogenezis fokozodik, ami dsszefliggésbe hozhat6 a lymphomak elleni
anti-Warburg és antiproliferativ hatasokkal. Annak érdekében, hogy felderitsiik az
AMPK lehetséges szerepét a Warburg-metabolizmus megforditdsaban ¢és
antiproliferativ hatdsanak vizsgalatara, az AMPK farmakologiai aktivatorat az
AICAR és a folatfliggd 1-szén metabolizmus analog MTX hasznaltuk.
Vizsgalatunkban in vitro modellként MCF7 eml6tumor sejteket hasznaltunk.
Az emlérak a leggyakoribb daganat a nék korében vilagszerte. Kozel 1,7 millio gj
esetet diagnosztizaltak 2012-ben. Ez az Gsszes 01j rakos megbetegedések 12% -at, és a
nok Osszes rakos megbetegedésének 25%-at jelenti. A kiterjedt megelézési
programok ellenére még mindig az 6tddik leggyakoribb haladlozasi ok a nék rakos
megbetegedéseiben. Az emlétumor sejtek a Warburg metabolizmussal
jellemezhetéek. Fontos megemliteni, hogy voltak probalkozasok az anyagcsere
folyamatok megforditasara, hogy a kemoterapias kezelések hatékonysagat ilyen
modon is timogassak. A MTX gatolhatja a de novo nukleotid szintézist, gatolva a
folatfiiggd C1 toredék metabolizmust. A metotrexat a DNS és az RNS szintézis soran
specifikusan hat, ezért citotoxikus hatasu a sejtciklus S-fazisara nézve. Az emldrak
kemoterapias kezelés soran a metoterxatot ciklofoszfamiddal és 5-fluor-uracillel
egylitt alkalmazzak, amelyet CMF protokollnak is neveznek. A Warburg-anyagcsere
nyilvanvald szerepe az emlérakban arra enged kovetkeztetni, hogy az AMPK-
indukcioval szembeni anti-Warburg metabolikus atrendezddések antiproliferativ

hatéssal jarhatnak, és esetleg szinergikusan hathatnak a metotrexattal.

Az AMPK szerepe a bézs adipocita fiziolégidjaban

Az ¢él6 organizmusok energiahdztartdsait az energiabevitel és az
energiafogyasztas hatdrozza meg. Az energiaegyensuly barmely akut vagy hossza
tava zavara krénikus anyagesere-betegséghez vezet. Az energiaeloszlas fiigg az aktiv
biokémiai folyamatok (példaul foszforilacio-defoszforilacid), a testmozgas és a
mitokondrialis oxidativ foszforilacidé (példaul a sziv- és vazizmok vagy a barna

zsirszovetek) altal termelt energiatol.



A zsirszovet alapvetd szerepet jatszik a szervezet energia egyensulyanak
fenntartasdban. Haromféle zsirszovetet kiilonithetiink el: fehér zsirszovet, barna
zsirszdvet, és a bézs zsirszovet (barna és fehér fuzionalt valtozata). Az emldsdkben a
fehér zsirszovet az energiatarolasra specializalodott. A barna és a bézs adipocitak
hasonlé funkcidkat mutatnak ragcsalokban és emlésokben. Mindkettd termogén
tulajdonsaggal rendelkezik, amely soran lebontjak a glilkozt és a zsirt, €s
mindek6zben hét termelnek. Mindez az tgynevezett uncoupling protein-1 (UCP1)
aktivalasan keresztiil torténik, amely meggatolja a mitokondrialis ATP szintézist.

Az adrenerg ténus er6sddése megemeli a bézs adipocitakban a lipolizist, a
mitokondrialis oxidaciét, a mitokondrialis biogenezist és a kreatin-foszfat-ciklust.
Szamos tényez6 képes bézs differencialodast és barnulast kivaltani a zsirszovetben.
Ilyen példaul a kornyezeti stressz, a hormonok és a gyulladas. Funkcionalisan aktiv
és transzplantalodo bézs sejteket talaltak mar emberekben, tovabba ismert, hogy a
bézs adipocitak kozel azonos aranyban vannak jelen a hétermelésnél, mint példaul
vazizom. Az olyan hormonok, mint az irizin, a BMP4, az FGF21, a GLP-1, az NRG4
az AgRP neuronok és a szerotoninerg rendszer segitségével stimulalhatjadk a bézs
zsirsejtek differencialodast és a barnulast. Fontos megjegyezni, hogy a fibratok vagy
a tiazolidindion szintén barnulast indukalhatnak. A bézs adipocitak indukcidjaban a
sirtuin 1 (Sirtl) aktivacio és az ebbdl kovetkez6 PPARy deacetilacid kozponti
szerepet jatszik. Ezek a folyamatok vezetnek a mitokondrialis oxidacio és a
mitokondrialis biogenezis emelkedéséhez. Az AMPK nem csak a Sirtl upstream
szabalyozdja és az energiaegyensily fo iranyitoja, hanem szerepet jatszik a barna
zsirszovet differencidloddsaban is a mitokondridlis oxidacid és a mitokondrialis
biogenezis indukaldsan keresztiil. Ezért nagyon valdszinti, hogy az AMPK is
befolyasolhatja a bézs zsirszovet differencialédasat. Tanulmanyunkban human
perikardilis  zsirszovetb6l szarmazdé mesenchymalis 0Ossejteket (hADMSCs)
differencialtattunk és vizsgaltuk az AICAR aktivalt AMPK hatasat a szoveti

differenciacioban.



CELKITUZESEK

Az AMPK az energetikai stresszhez valdo alkalmazkodas kozponti
szerepldje. Szerettiilk volna kibOviteni az ismereteinket azaltal, hogy megvizsgaltuk
az AMPK szerepét a Warburg anyagcsere megforditasaban és szerettiik volna jobban
megérteni annak szerepét a bézs adipocita differencialédasban.

A kovetkez6 kérdések megvalaszolasat terveztiik:

- Melyek az AICAR és a metotrexat (MTX) egyiittes alkalmazasanak fobb

metabolikus hatdsai?

- Milyen molekularis szerepldi vannak az AICAR és az MTX egyiittes alkalmazasa

altal okozott anyagcsere-atrendezddéseknek?

- Az AICAR ¢és a metotrexat egyiittes alkalmazasa hatassal van-e a sejtproliferaciora?

- Mi az AMPK szerepe a human zsirszévetbél szarmazd mesenchymalis Gssejtek

bézs adipocitakka torténd differenciacidja soran?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek tenyésztése

Az egér emldtumor (4T1), a human emlé adenokarcinoma (MCF-7) és a
human emlétumor sejteket (SKBR-3) MEM sejttenyésztd oldatban ndvesztettiik 2
MM L-glutamin, 10% héinaktivalt FBS és 1% Penicillin/Streptomycin mellett. A
human perikardialis zsirsz6vetbdl izolalt mesenchymalis 6ssejteket (hADMSCs) 10%
héinaktivalt FBS tartalmi DMEM-F12 sejttenyészté oldatban tenyésztettiik.
Mindharom sejtvonal tenyésztése 37 °C-os inkubatorban tortént 5% CO2 és 95%

levegd vizgozzel telitett keverékében 60-90%-os konfluens kultarakban.

AICAR és MTX kezelések

A sejteket az AMPK aktivator 5'-amino-imidazol-4-karboxamid-
ribonukleotid (AICAR) és az antimetabolit metotrexat (MTX) farmakologiai
aktivatoraval kezeltiik. 10uM MTX és 100um AICAR ¢és ezek 10uM MTX + 100uM
AICAR kombinacidjat alkalmaztuk a késobbi kisérletekben. A kontroll mintakban
PBS-t hasznalunk hordozoanyagként. A sejteket a korabban leirt gyogyszerekkel
kezeltiik 1 és 6 napig.

Kaszpaz aktivitas mérés

A kaszpaz-3 aktivitdst a fluorogén tetrapeptid-amino-4-metil-kumarin
konjugatum (DEVD-AMC) hasitasaval hataroztuk meg. Az MCF7 sejteket 6 lyuka
lemezen (10 000 sejt / lyuk) tenyésztettiik. A sejteket egy és hat napon keresztiil 100
uM  5-amino-imidazol-4-karboxamid-1-p-D-ribofuranoziddal (AICAR) és 10 puM
metotrexattal (MTX) kezeltiik. A kezelést kovetden a sejteket Osszegyuijtottik és
ujraszuszpendaltuk lizis pufferben (10 mM HEPES, 0,1 m /m% CHAPS, 5 mM DTT,
2 mM EDTA, 10 pg / ml aprotinin, 20 pg / ml leupeptin, 10 pg / ml pepsztatin A, 1
mM PMSF, pH 7,25). A sejtlizatumokat és szubsztratokat (50 uM) kaszpéz reakcid
pufferben (100 mM HEPES, 10% szachar6z, 5 mM DTT, 0,1% CHAPS, pH 7,25) 37
° C-on triplikditumokban elegyitettilk. A felszabadult AMC fluoreszcencidjat
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fluoriméterrel (Thermo Labsystems Multiskan MS) hataroztuk meg 380 nm

gerjesztési hullamhosszon és 460 nm hulldmhosszon.

Sejtciklus analizis

Az MCF7 sejteket 6 lyuku lemezen (10 000 sejt / lyuk) tenyésztettiik. A
sejteket egy és hat napon keresztiil 100 uM 5-amino-imidazol-4-karboxamid-1-p-D-
ribofuranoziddal (AICAR) és 10 uM metotrexattal (MTX) kezeltiik. A kezelés utan a
sejteket hideg 70%-0s etanolban fixaltuk, és 50 pg/ml propidium-jodiddal
fluoreszcensen jeldltiik. Fluoreszcensen aktivalt aramlasi citometriaval (FACS)
FACS Calibur késziiléken mértiink 535 nm gerjesztési hullamhosszon és 617 nm

hullamhosszon (Beckton Dickinson, Mountain View, CA.).

Konstruktok és transzfekcio

A sejtek csendesitésének vizsgalathoz a pSuper RNSi rendszert hasznaltuk.
Az shRNS expresszalo konstrukt készitéséhez egy kettds szalit DNS oligonukleotidot
klénoztunk pSuper vektorba. Az oligonukleotidokat (amelyek tartalmazzak a siRNS-
szekvenciat) annealing pufferben (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Hepes, pH =
8,0) hokezeltiik. A kapott duplexek Bglll és HindlIlIl hasitd helyeket hordoztak. Az
emlGs expresszios vektorokat (siPGClal, siPGCla2, siPGC18, FOXO1, AMPKal)
naponta transzfektaltuk MCF7 sejtekbe a hatnapos kezelés ideje alatt polietilén-imin
(PEI) transzfekcios reagens segitségével. Utana RT-PCR segitségével mértiik a gének

expresszidjat.

Az emberi zsirszovetbdl szarmazé mesenchymalis dssejtek izolalasa, tenyésztése
és differencialasa (hADMSCs)

A szovetmintdkat a szivmitét napjan Osszegyujtottiik és feldolgoztuk. A
zsirszovetet és a maradék szoveteket PBS-ben 120 U/ml kollagenazzal 1 6ran at
37 °C-on emésztettiik enyhe keverés mellett. Az elvalasztott szovetet 100 uM
pérusméretii szitan atszlirtiik, hogy eltavolitsuk a felesleges szovetrészeket. A
sejtszuszpenziot 10 percig 1300 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk, és a

sztromalis sejtek (hADMSC-ek) pelletét 10% FBS-t (Gibco) tartalmaz6 DMEM-F12
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taptalajban szuszpendaltuk és a megfelelé lemezre oltottuk. Miutan a sejtek
konfluenssé valtak megkezdtiik a differencialast. Fischer-Posovszky és munkatarsai
protokolljat hasznaltuk a fehér zsirsejtek differencialasara, Elabd és munkatarsai
protokolljat a barna zsirsejtek differencialasara. Az AMPK aktivacidhoz 100 pM
AICAR-t hasznaltunk a fehérzsirsejtek differenciacios kozegéhez adva. A
differencialédas soran FBS-mentes taptalajt hasznaltunk. A sejteket 14 napig
differencialtattuk.

Szulforodamin B teszt

A sejteket 96 lyuki lemezen (3000-5000 sejt/lyuk) tenyésztettiik. A sejteket
vehikulum jelenlétében tenyésztettik, 100 pM AICAR, 10 pM MTX és
AICAR+MTX kombinacidjaval kezeltiik egy, kettd, harom és hat napon keresztiil
(MCF-7 sejtek - 6 napig, SKBR-3 sejtek - 3 napig, 4T1 sejtek - 2 napig, SAOS sejtek
- 6 napig, WM35-6 napig). A kezelés végén, 50% triklor-ecetsavval (TCA)
rogzitettilk a sejteket, utdna 0,4%-os szulforodamin B (SRB) oldattal festettiik. A
sejtekrél a nem kotédott festéket 1%-0s ecetsavval mostuk le. A festéket 10 mM
TRIS bazissal oldottuk fel. Az abszorbanciat egy automata lemezleolvasén (Thermo

Labsystems Multiskan MS) 540 nm-en detektaltuk.

A mitokondrialis membranpotenciil mérése

A mitokondridlis membranpotencialt DioC6 (3,3-dihexil-oxa-karbocin-
jodid) festéssel hatiroztuk meg. A sejteket 96 lyuka lemezen (25 000 sejt/lyuk)
tenyésztettik. Az egy és hat napos AICAR+MTX kezelés utdn a sejteket
tripszin/EDTA oldat segitségével Osszegyujtottilk, és a detektalt sejteket 40 nM
DioC6-tal festettiik 30 percig, majd PBS oldattal mostuk. A sejteket aramlasi
citometria analizisnek vetettiik ala (FACSCalibur, BD Biosciences). Minden mérési
pontot harom parhuzamosban megismételtiink. A kontroll sejteket 10 uM karbonil-
cianid-4-(trifluor-metoxi)-fenil-hidrazonnal (FCCP) kezeltik. Az FCCP-vel kezelt
sejtek mért értékeit kivontuk minden csoportbol. Az FCCP-vel korrigalt értékeket

hasznaltuk statisztikai elemzésre és ezeket az eredményeket dbrazoltuk.
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Szuperoxid termelés mérése

A szuperoxidot hidroetidin (HE) festéssel hataroztuk meg. A sejteket a
mitokondrialis membranpotencial méréséhez hasonloéan allitottuk eld, és 2 mM HE-el
30 percig festettiik. A fluoreszcenciat aramlasi citometriaval (FACSCalibur, BD
Biosciences) elemeztiik. A szuperoxid termelést az egyes mintakban a HE
fluoreszcencia atlagaként jeloltilk. Minden egyes mérési pontot harom parhuzamos

ismétlésben megismételtiink.

Oxigénfogyas mérése

Az oxigénfogyasztast XF96-oximéterrel (Seahorse Biosciences, North
Billerica, MA, USA) mértikk. A sejteket 96 lyuka XF 96 vizsgalati lemezeken (~
2000 sejt/lyuk) tenyésztettiik, és AICAR, MTX és AICAR+MTX kombinaciojaval
kezeltik. A kezelést kovetd 30 percenként feljegyeztik az oxigénfogyasztasi
sebességet (OCR, a mitokondrialis oxidaciot irja le), a pH-valtozasokat és az
extracellularis savasodasi aranyt (ECAR, a glikolizist irja le). A sejteket etomoxirral
(50 uM), majd oligomycinnel (10 pM) és végiil antimycinnel (10 uM) kezeltiik. Az
adatokat a fehérjetartalomra normalizalva abrazoltuk. Az adipocitdk esetében a
sejteket a 96 lyuki XF96 well vizsgalati lemezeken tenyésztettiik és
differencialtattuk. A differencialodas utan a kiindulési oxigénfogyasztast megmeértiik,
majd a sejtekhez adrenerg stimulaciét indukaloé dibutiril-cAMP-t (500 puM
legutolso leolvasas a kezelés utani 7. 6raban tortént. Végiil antimycin A-t (10 pM)
adtunk a sejteknek az alapvonal korrekcidhoz. Mindkét esetben az adatokat

normalizaltuk a fehérjetartalomra, és normalizalt értékeket abrazoltuk.

RNS izolalas, reverz transzkripcio és RT-gPCR

A sejtekb6l total RNS-t izoldltunk TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) reagens alkalmazasaval, kovetve a gyarto utasitasait. Az
RNS 2 pg-jat hasznaltuk fel reverz transzkripciohoz (RT). Tizezerszeresére higitott
c¢DNS mintdkat hasznaltunk a valés ideji kvantitativ PCR (qPCR) reakciohoz,

melyhez gPCR Supermixet (QPCRBIO SyGreen Mix, Nucleotest Bio Kift.,
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Magyarorszag) €s a vizsgalni kivant gének primerjeit hasznaltuk, kivéve a TBX1 -et,
ahol a primert és probakat az Applied Biosystems (Tagman Hs00271949 ml,
Applied Biosystem) tervezte és szolgaltatta. Az RT-qPCR-t Light-Cycler 480 II
késziiléken (Roche Applied Science, Penzberg, Németorszag) végeztik. A
génexpresszio normalizaldsa harom kontroll gén (B-aktin, ciklofillin, 36B4 és/vagy

GAPDH) geometriai atlagara tortént.

Fehérje extrakcio és Western blot

A MCF7 és hADMSc sejtek lizalasa RIPA puffer (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 10% SDS, 1% Nonidet P-40, 1 mM Na3VO3, and 1 mM NaF, 0, 5% natrium-
deoxikolat, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, proteaz inhibitor-keverék, pH 8,0)
alkalmazasaval tortént. A kapott fehérjék molekulatomeg szerinti szétvalasztasat 8%-
0s SDS-PAGE-sel végeztiik, amirdl a fehérjéket nitrocelluldéz membranra
transzferaltunk a blottolas soran. A megfeleld antitestekkel jel6lt membranokon
Fluorchem FC2 Imager késziilékkel detektaltuk a kemilumineszcens jelet. A

denzitometralast Image J szoftver alkalmazasaval végeztiik.

Adatbazis-elemzés

Az AMPKal, FOXO1 és PGCla expresszio emldrakra gyakorolt hatasat a
tulélésben a Kaplan-Meier plotter adatbazis  (http://kmplot.com/analysis/)
segitségével értékeltiik, beleértve azokat a betegeket is, akiknél az ER statusz a

génexpresszios adatokbol szarmazott. A teljes talélést elemeztiik.

Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikanciat két csoport kozott — kezelt és kontroll csoport —
Student t-teszttel hataroztuk meg. 2-nél tobb csoport esetén egy utas ANOVA vagy
altalanos linearis modell (GLM) alkalmazasaval végeztiik. A hibasdvok a +
kozépérték hibajat mutatjdk meg (SE). *, ** és *** a szignifikans kiilonbségeket
abrazoljak a kontroll és a kezelt csoportok kozott, ahol p <0.05, p <0.01 vagy p

<0.001, a jelzéseknek megfelelGen.
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EREDMENYEK

Az AMPK szerepe a Warburg metabolizmusban
Az AICAR és MTX kombinacidja gatolja az MCF-7 sejtproliferaciot és
csokkenti a proliferacié sebességét

Els6 1épésként meghataroztuk az MCF7 sejtek érzékenységét az AICAR és
MTX anyagokra. A sejteket kiilon-kiilén (3-300 uM) MTX-al vagy (100-1000 uM)
AICAR-al kezeltik ¢és vizsgaltuk a két szer hatasat kombinacidban is. A
sejtproliferaciot inverz mikroszkoppal becsiiltiik meg és SRB vizsgalattal az els6 és
hatodik napon mértiik az 6sszes fehérje mennyiségét, amely megfelel a sejtszamnak.
Amikor a sejteket MTX-al vagy AICAR-al kiilon-kiilon kezeltiik, nem észleltiik az
Osszfehérje tartalom csokkenését, azonban az AICAR ¢és az MTX kombinacidja az
Osszes fehérje jelentds csokkenését eredményezte. A 6. napon a 10 uM MTX + 100
uM AICAR kombinacidja a sejtszam 50%-os csokkenését eredményezte. Kovetkezd
1épéskeént idofligges kisérletet végeztiink. Az AICAR+MTX kombinacio alkalmazasa
a kezelés harmadik napjan kezdett hatékonnya valni, és a hatodik napon bizonyult
statisztikailag szignifikansnak. A biokémiai valtozasok dinamikajanak mérésére egy
korai idépontban (egy nappal a kezelést kovetden) és egy késoi idépontban (6 nappal
a kezelést kdvetden) végeztiink méréseket.

Az AICAR+MTX kezelés hatasara bekovetkezett Osszfehérje mennyiség
csokkenés feltételezhetd okanak a szintetikus letalitdst gondoltuk. Fontos
megjegyezni, hogy a PI pozitiv sejtekben nem észleltiink szignifikans novekedést,
sem az 1. napon, sem a 6. napon. A kaszpaz aktivitds mérés nem mutatott valtozast.
Ezek az eredmények azt sugalltdk, hogy a csokkent Osszfehérje mennyisége nem

apoptozisra, hanem inkdbb a proliferacio lassuldsara utal.

Az AICAR és az MTX egyiittes alkalmazasa indukdlja az AMPK-t és
megforditja a Warburg anyagcserét

Az acetil-CoA karboxilaz (pACC) foszforilcidjanak monitorozasaval
vizsgaltuk, hogy az AICAR valdban aktivalja-e az AMPK-t. A proliferacios

vizsgalatokhoz hasonléan az 1. napnal az AICAR 6nmagéaban nem indukalta az
16



AMPK-t, csak MTX-al kombinalva. Hosszan tarto kezelés esetén, a 6. napon a MTX,
az AICAR ¢és AICAR+MTX kombindacidja erésen indukalta az AMPK-t. Az AMPK
aktivaciot a mitokondridlis aktivaciora atvezetve azt tapasztaltuk, hogy a DioC6
fluoreszcencia magasabb volt, amely mitokondrialis membranpotencial emelkedésére
utal. Kutatasunkat a fobb anyagcsere szabalyozo és effektor gének expresszidjanak
mérésével folytattuk. Az 1. napon megfigyeltik az AICAR+MTX kezelés soran a
peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma-koaktivator (PGC) -la és a
forkhead transzkripcios faktor-1 (FOXO1) indukciojat. Ezzel 06sszhangban az
ATP5gl, az ATP-szintaz és az izocitrat-dehidrogenaz-2 (IDH2) valamint a
trikarbonsav ciklus (TCA) markerei enyhén indukalodtak. A fumaraz és akonitaz
(ACO2) gének expresszioja is emelkedett. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a
PGCla és FOXO1 magasabb génexpresszidja a mitokondrialis tevékenységek
tamogatasara forditddnak. A PGCla és FOXOI1 expresszidja tovabb fokozodott a 6.
napon az AICAR és MTX kezelés hatasara, tovabba a PGCIB (egy masik
kulcsfontossagi mitokondrialis regulator gén) expresszioja is megemelkedett. A 6.
napon az AICAR+MTX-al kezelt sejtekben az ATP5gl és az IDH2 expresszidja
fokozodott, valamint a TCA ciklus enzimei, a fumaraz és akonitaz (ACO2) is
magasabb expresszios szintet mutattak. Az anti-Warburg anyagcsere atrendezodés a
glikolizis  csokkenéséhez vezet, ezért a glikolizis és a mitokondrialis
oxigénfogyasztas sebességét a Seahorse XF96 késziilék segitségével probaltuk
Osszehasonlitani. Meglepé modon az AICAR+MTX-al kezelt sejtekben az els6 napon
a glikolizis indukalodott, amelyet az oxigénfogyasztasi arany (OCR) / extra cellularis
savasodas (ECAR) aranyanak csokkenése is igazolt. Ezzel szemben a 6. napon az
AICAR+MTX kezelés hatasara megndvekedett OCR / ECAR aranyt detektaltunk,
ami novekedett mitokondrialis aktivitdsra és a sejtek alacsonyabb, a glikolizis
iranyaba torténd elkételez6désére utalt. Megallapitottuk, hogy az MCF-7 sejtek
AICAR+MTX-al torténd kezelése a korai iddpontban (az 1. napon) mérsékelten
indukdlja a mitokondrialis metabolizmust, de ellenben tdmogatja a glikolizist -
paradox modon, ami pro-Warburg valtozasokat eredményezett. Azonban ha a sejteket

hosszabb ideig (6. nap) kezeljik az AICAR+MTX kombinacidjaval, az
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nagymértékben indukalja a mitokondrialis oxidaciot és elnyomja a glikolizist, ami az

igazi Warburg-ellenes valtozasokat eredményezi.

Az AICAR+MTX Kkezelés a sejtciklus G1/S és G2/M blokkjahoz vezet

A szintetikus letalitast arra vezettik vissza, hogy az AICAR és MTX
kombinacidja anti-Warburg szerként hat. A szerkombinaciok a mitokondrialis
aktivitast fokoztak, valamint a sejtciklus egyes fazisainak az aranyat felboritottak, a
sejtek felgylltek a G1és G2 fazisban. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a G1/S és a
G2/M atmeneteknél blokkolva van a sejtciklus.

A rovid tavi AICAR+MTX kezelés (1. nap) csokkentette az S fazisban a
sejtek szamat, és enyhén emelte a sejtek szamat a G2-ben. Amikor megvizsgaltuk a
kiilonbozo sejtciklusos fazisok kozotti aranyokat, nyilvanvald volt, hogy a G1/S és
G2/S aranyok novekedtek, mig a G1/G2 arany alland6 maradt, ami a G2/M és
valoszinlileg a G1/S blokkra utal. Az elhuzodd6 AICAR+MTX kezelés (6. nap)
hasonlo valtozasokat mutatott. A G2 sejtek szamanak novekedése csokkentette az S-
fazisu sejtek szamat, és a G1 és G2 sejtek aranyainak novekedése 6sszehasonlitva az
S fazis sejtjeinek szamaval a G1/S és G2/M atmenetek blokkjat feltételezték a
sejtciklusban.  Ez utobbit aramlasi citometriaval, propidium jodid festés

alkalmazéasaval igazoltuk.

Az SKBR-3 és 4T1 sejtek AICAR és MTX kombinacidjaval torténo kezelése
additiv modon csokkenti a sejtproliferacio sebességét

Korabbi eredményeinket két masik sejtvonalon is ellendriztiik. Ezek a
human SKBR-3 és az egér 4T1 sejtek voltak. AZ SKBR-3 sejtek hasonloan az MCF7
sejtekhez kiilon-kiilon alkalmazva nem voltak érzékenyek az AICAR és MTX
kezelésre. Az AICAR+MTX kombinacidja lelassitotta a sejtproliferaciot és ezzel
parhuzamosan szamos mitokondridlis marker gén (FOXO1, PGCla, PGCIB,
fumaraz, IDH2 és ACO2) expresszios szintje emelkedett, akarcsak az MCF7 sejtek
esetében. A 4T1 sejtek nagyon érzékenyek voltak a MTX koncentraciora.
Osszehasonlitva az MCF7 és SKBR-3sejtek érzékenységével a kiilonbség kb. 1000-

szeres volt. A 4T1 sejtek esetében mar nagyon kicsi mennyiségi MTX is
18



antiproliferativ hatast valtott ki. Az érzékenység ellenére enyhe antiploriferativ hatas
emelkedést detektaltunk a sejteken, amikor 300 uM AICAR + 7.8 nM MTX, vagy
300 uM AICAR + 15.6 nM MTX kombinaciokat alkalmaztunk, 6sszehasonlitva a
szerek hatasat kiilon—kiilon alkalmazva is. Az SKBR-3 sejteket 300 uM AICAR + 7,8
nM MTX kombinacidban kezelve a FOXO1, az ATP5gl, a fumaraz és az IDH2
expresszidjat kismértékben indukalta hasonloan az MCF7 sejtekhez. Megallapitottuk,
hogy az AICAR+MTX kezelés additiv hatasa nem specifikus az MCF-7 sejtekre, de
hasonlo hatast képes kivaltani mas emlérakos sejtvonalakban is. Az AICAR+MTX
kezelés specifikussaganak meghatarozasara két masik sejtvonalat is teszteltiink. Ezek
a melanoma sejtvonal (WM35), illetve az osteosarcoma modellje (SAOS) voltak.
Egyik sejtvonal sem volt érzékeny a MTX+AICAR kombinacidra (ezeket az adatokat
nem mutatjuk be). Az AICAR+MTX kezelés gatlo tulajdonsagai megfordithatoak
voltak a mitokondrialis transzkripcids faktorok csendesitésével. Az AICAR+MTX
kezelés anti-Warburg anyagcsere-valtozasokat eredményezett, és a G1/S és G2/M
atmeneteknél megallitotta a sejtciklust.

A PGCla, PGCIB és FOXO1 fokozott expresszioja korrelal a fokozott
mitokondrialis aktivitdssal és a proliferacio lelassulasaval. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a fehérjék kozponti szerepet jatszanak az AICAR+MTX
kezelés altal kivaltott antiproliferativ hatdsmechanizmusban. Kiilonb6z6 shRNS
expresszald konstrukciokat készitettiink, megcélozva az emlitett fehérjéket annak
érdekében, hogy felmérjiik azok lehetséges szerepét. Mind a rovid (1. nap), mind a
hosszl tava (6. nap) csendesités (minden nap transzfekcidt végeztiink) hatékonyan
csokkentette a cél-mRNS expressziojat. Amikor ezeket a konstruktokat MCF-7
sejtekbe transzfektaltuk, a sejtek proliferacidja megduplazodott. Ezen kiviil a 6 napos

AICAR+MTX kezelés utan a csokkent sejtproliferacio megsziint.

Az AMPKal és a FOXOI1 expresszidja pozitivan korreldl a tiléléssel az
emlérakban

Az AMPKal, FOXO1 és PGCla expresszio emldrakra gyakorolt hatasat a
talélésben a Kaplan-Meier plotter adatbazis  (http://kmplot.com/analysis/)
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segitségével elemeztiik, beleértve azokat a betegeket is, akiknél az ER statusz a
génexpresszios adatokbol szarmazott. A teljes talélést elemeztiik. A legkisebb és a
legmagasabb expresszios kvartilis Osszehasonlitdsakor az AMPKal és FOXOL1
magas expresszidja szignifikansan hosszabb tulélést eredményezett. A PGCla
magasabb expresszidja nem biztositott hosszabb talélést (az adatokat nem mutattuk

be).

A hADMSC-bél szarmazoé fehér adipocitak AICAR kezelése AMPK aktivaciot
eredményez

A vizsgalatban human perikardialis zsirszovetbdl szarmaz6 mesenchymalis
Ossejteket (hADMSC) hasznaltunk a fehér és bézs adipocitdk modellezésére.
Mindegyik hADMSC sejtvonalat harom kiilonbdz6 iranyban differencialtattunk,
nevezetesen a bézs adipocitak, a fehér adipocitak, és az AICAR kezelt fehér
adipocitak iranyaba. A differenciacid végén mindharom csoportban megmértiik az
AMPK-aktivitast. Azt tapasztaltuk, hogy az AMPK-aktivitds nagyobb volt a bézs
adipocitakban, mint a fehér adipocitadkban. Fontos megjegyezni, hogy a 100 uM
AICAR-al kezelt fehér adipocitakban fokozodott az AMPK aktivitas kozel hasonld

mértékben, mint a bézs adipocitakban. Ez az AMPK kiemelt szerepére utal a bézs

~~~~~~

Az AICAR kezelt hAADMSC-bél szairmazo fehér adipocitak nem eredményeznek
funkcionalis bézs adipocitikat

Kisérleteinket a bézs adipocitdk bioldgiai funkciojdnak vizsgalataval
folytattuk. A bézs zsirsejtek a mitokondrialis oxidaciotél €és mitokondrialis
biogenezistdl fliggenek. A kutatas kovetkez 1épéseként megmértiik a mitokondridlis
oxigénfogyasztast. Egy tanulmany rdmutatott, hogy a bézs adipocitdk magasabb
bazélis és cAMP-stimuldlt oxigénfogyasztdsi ardnyt mutattak, mint a fehér
adipocitdk. Meglepé modon az AICAR indukalt AMPK aktivacié nem emelte meg a
fehér zsirsejtek oxigénfogyasztasi aranyat. Tovabbi kisérletben megmértiik a tipikus

bézs zsirsejtekre jellemzé marker gének (TBXI1, UCPI, CIDEA, PRDMI16 és
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TMEM26) mRNS expresszidjat. Az AICAR kezelt fehér zsirsejtekben nem tudtunk
funkcionalis valtozasokat kimutatni sem a mitokondrialis oxidacid, sem a bézs
zsirsejtekre jellemz6 marker gének expresszidjanak vizsgalatakor, dsszehasonlitva a

barna adipocitakkal.
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OSSZEFOGLALAS

Az AMP-aktivalt protein kindz egyike az emberi szervezet legfontosabb
energiaszenzorainak. Mikodését az ATP/AMP arany szabalyozza. Az enzim egy
heterotrimer, amelynek gamma alegysége AMP-t két, amely az enzim aktivaciojahoz
vezet. Tulajdonképpen az AMPK aktivaci6 a magas AMP szinthez kotott, azaz a
sejtek energetikai stresszének a kovetkezménye. Az AMPK akkor aktivalodik, ha
valamilyen eltérés all be a sejt taplaltsagi alapallapotban. Az AMPK aktivacidja tobb
szerv és szovetfliggd hatast valt ki. E hatasokban kdzos, hogy beinditjak a cukor és a
zsirsav oxidaciot, hogy helyreallitsak a sejtek, szovetek ATP szintjét. A rakos sejtek
olyan metabolikus valtozasokon mennek keresztiil, ami csokkent mitokondridlis
oxidacioval és emelkedett glikolitikus rataval jellemezhetd. Ez a Warburg
metabolizmusnak nevezett allapot a gyors és kontrollalatlan sejtproliferacio
szolgalataban all. Az AMPK a mitokondrialis biogenezis fokozasan keresztiil anti-
Warburg szerként képes viselkedni. Bizonyitottuk, hogy az AMP aktivalt protein
kinaz farmakologiai aktivatora (AICAR) ¢és a folat analég methotrexat (MTX)
AICAR+MTX kombinaci6 fokozott mitokondrialis oxidaciot és csdkkent glikolitikus
ratat eredményezett. Ezek a metabolikus valtozasok egyiitt jartak a G1/S és a G2/M
fazisok kozotti atmenet blokkolasaval, amely lelassitotta a sejtciklust.

A PGCla, PGCI1B, és FOXOI1 transzkripcios faktorok expressziojanak
magas szintje felelds a fokozott mitokondrialis oxidaciéért. A sejtproliferacio
lassuldsa megsz{int, amikor a mitokondrialis transzkripcids faktorokat csendesitettiik.

Tovabbi kisérleteinkben meghataroztuk az AMPK lehetséges szerepét a bézs
mesenchymalis 8ssejteket (hADMSC) hasznaltunk modellként. A hADMSC-k
differencialodési folyamataban a fehér zsirsejteket 100 pM AICAR-val indukaltuk.
Azt tapasztaltuk, hogy az AICAR képes volt ndvelni az AMPK aktivitast a fehér
zsirszovetben hasonld mértékben, mint a barna adipocitdkban. Az AICAR altal

indukdlt AMPK aktivitdis morfologiai valtozasokat eredményezett a fehér
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zsirsejtekben, hasonléan a barna adipocitdkhoz. Viszont az AICAR kezelt fehér
adipocitakban nem tudtunk funkcionalis valtozasokat kimutatni, sem a mitokondrialis
oxidacio, sem a bézs zsirsejtekre jellemz6é marker gének (TBX1, UCP1, CIDEA,
PRDM16 és TMEM26) expressziojanak vizsgalatakor, Osszehasonlitva a barna
adipocitakkal.

Kisérleteink azt bizonyitjak, hogy az AICAR altal indukalt AMPK aktivacio
kiemelkedd potenciallal rendelkezik az anyagcsere és a daganatos megbetegedések

kezelésében.
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