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1. Osszefoglalé

Ph.D. értekezés f6 célja volt, hogy egy aminosavakbol, monoszaccharidokbdl,
nukleobazisokbdl és egyéb molekulakbol allo keverék apoptozis kivaltasaban jatszott szerepét
megismerjlk.

Kimutattuk, hogy egy meghatarozott Osszetételi, kismolekuldakbol allo keverék (aktiv
keverék, AK) szelektiven képes raksejtekben endoplazmatikus retikulum stresszt indukalni és
aktivalja az ugynevezett rosszul feltekeredett fehérjevalaszt (unfolded protein response, UPR),
ami végiil pro-apoptotikus folyamatokat indit el.

Leirtunk egy j miRNS altal medialt negativ visszacsatoldsi mechanizmust, mely szerepet
jatszik az UPR jelut bizonyos komponenseinek feliilszabalyozasaban.

Ezen feliil, sikeriilt azonositanunk tovabbi, szérumban taldlhatd molekuldkat, melyek
képesek voltak az AK hatdsat novelni €s keverékiik jelentds mértékben gatolta a raksejtek

novekedését.

2. Bevezetés

Korabbi munkank soran kimutattuk, hogy a szérumban jelenlévo kismolekuldk kisérelti uton
kivalasztott keveréke (AK) szamos daganatsejt vonalon szelektiv toxicitassal rendelkezik in
vitro és in vivo, mig normal sejtekre nem volt hatassal. Az AK dsszetevdi bizonyos esszencialis
aminosavak, vitaminok, nukleobazisok és metabolikus koztitermékek: L-arginin, L-hisztidin,
L-metionin, L-fenilalanin, L-triptofan, L-tirozin, L-aszkorbinsav, D-biotin, piridoxin, (-)-
riboflavin, adenin, 2-deoxi-D-ribéz, hippursav, L-(—)-malat, D-(+)-manndz, és orotsav.
Megel6z6 kisérleteink soran kimutattuk, hogy az AK apoptozist indukal szelektiven
raksejtekben in vitro. Tovabba, bizonyitottuk az AK kezelés jelentés daganatellenes hatassal
rendelkezik in vivo. Eredményeink mellett, Bonfili és munkatarsai leirtak, hogy esszencialis
aminosavak keveréke apoptozist indukal specifikusan raksejtekben, melyben fontos szerepet
jatszik a proteoszoma gatlasa és az autofagia indukcidja. Korabbi mechanizmus vizsgalataink
soran igazoltuk, hogy az AK mitokondrialis Utvonalon keresztiil aktivdlja az apoptozist,
fokozza az apoptozisban és sejtciklus blokkolasaban részt vevd gének expressziojat, de az

apoptdzis meginditasahoz sziikséges jelatviteli események nem voltak tisztazottak.



2.1. Endoplazmatikus retikulum stressz és rosszul feltekeredett fehérjevalasz

Az endoplazmatikus reticulumban (ER) torténik a szekretalt és membranfehérjék megfeleld
modositasa, térszerkezetének kialakitasa (folding) és Osszeszerelddése a Golgi apparatusba
szallitasukat megel6zéen. Az ER lumen oxidativ kdrnyezete lehetévé teszi a diszulfid hidak
kialakitasat, tovabba a sejten beliil itt a legmagasabb a kalcium koncentracio, ami
nélkiilozhetetlen a fehérjék megfeleld foldingjahoz ¢és a dajkafehérjék (chaperonok)
funkcidihoz.

Legkiilonb6zé stimulusok, mint a redox homeosztazis zavara, ER-ben talalhato kalcium
deplécioja, posztranszlacios modositasok zavara vagy virusfertézés, csokkentik az ER fehérje
folding kapacitasat, ami végil nem megfelelden feltekert, unfolded fehérjék

A sejtek ER stresszre adott valaszaként egy tulélési Gitvonalat aktival, az ugynevezett rosszul
feltekeredett fehérje valaszt (unfolded protein response, UPR), ami csokkenti az unfolded
mennyiségét, indukalja a fehérje foldingban és degradacidoban részt vevd gének expresszidjat,
¢s aktivalja a fehérjék lebontdsaban szerepet jatsz6 tugynevezett ER-asszocialt fehérje
degradacié (ERAD) folyamatat.

Az UPR elsdsorban egy tlélési valasz, azonban ha az ER stressz sulyos vagy tartésan fenn
all, ugy apoptotikus sejthalalt indukalhat. ER stressz indukalta apoptdzis szamos betegség
patogenezisében jatszik szerepet, mint a cukorbetegség, a rak, a neurodegenerativ és sziv-és

érrendszeri betegségekben.

2.2. UPR jelatviteli atvonalak

Harom f6 UPR jelatviteli utat kiilonboztethetiink meg, melyek ER membranjaban talalhato
receptorokon keresztiil aktivalédnak: aktivalo transzkripcios factor-6 (ATF6), inozitol-fliggd
enzim 1 (IRE1) és a protein kindz R (PKR)-szerii ER kindz (PERK).

A sejt normal - nem-stresszelt allapotaban, a GRP78 (78 kDa-os gliikdzregulalt fehérje)
dajkafehérje, mas néven BiP (kotéfehérje) hozzaktddik mindharom ER stressz receptorhoz és
inaktiv allapotban tartja 6ket. Az rosszul feltekeredett fehérjék akkumulacidja kovetkeztében a

GRP78 disszocial a receptorokrol, és aktivalodik az UPR harom jelatviteli utja.



2.2.1. ATFG6 utvonal

ATF6 egy bazikus leucin cipzar (bZIP) transzkripciés faktor és Il-es tipusi ER
transzmembran fehérje, melynek C-terminalis doménje az ER lumenben helyezkedik el, mig az
N-terminalis DNS-ko6té doménje citoplazma felé néz. Emlésokben, két homolog fehérje, az
ATF6a és ATF6p expresszalodik. Stressz hatasara, a GRP78 disszocidl az ATF6 fehérjérdl,
aminek kovetkeztében az ATF6 transzlokalddik az ER-b6l a Golgi apparatusba, ahol proteazok
altal hasitodik. A hasitott, bZIP-et tartalmaz6 domén a sejtmagba transzlokalodik és kiilonb6zo

ER chaperonok (GRP78, GRP79) és X-box-kot6 fehérje 1 (XBP1) atirasat aktivalja.

2.2.2. IRE1 dtvonal

IRE1 egy l-es tipusu transzmembran fehérje, mely szerin-treonin kinaz doménnal és
endoribonukledz doménnal is rendelkezik. Két homolog, emlés IRE1 fehérjét azonositottak,
IREla és IRE1B. Az IREla mindeniitt, mig az IRE1p a gyomor-bél traktus hadmsejtjeiben
valtja ki, ami az RNaz domén aktivacidjahoz vezet. Az aktivaciot kovetden, az IRE1
endoribonuklaz aktivitasa kivag egy 26-nukleotidbol all6 intron szakaszt az XBP1 mRNS-bdl,
igy egy stabil, bZIP csaladba tartozo transzkripcios faktor, spliced XBP1 (sXBP1) keletkezik.
sXBP1 szamos kiilonb6z6 UPR gént aktival a homeosztazis helyreallitdsa érdekében, példal
ER chaperonok (GRP78, ERDj4, HEDJ, és PDI-P5), ERAD komponensek (EDEM, p58'7X).

Tovéabba, az IREla RNaz aktivitdsdnak koszonhetden, képes szelektiven lebontani mRNS-
ket illetve mikroRNS-ket (regulated IRE1a-dependent decay, RIDD). Ez a folyamat szerepet
jatszhat mind a tulélésben, mind az apoptozisban, az ER stressz idOtartamatol €s mértekétol

fliggben.

2.2.3. PERK 1tvonal

.....

autofoszforilalodik. Az aktivalt PERK foszforilalja az eukariota iniciacios factor 2a-t (elF2a),
ezzel attenualja a globalis fehérjeszintézist és csokkenti a fehérjék mennyiségét az ER-ben.
Azonban, bizonyos upstream nyitott leolvasasi kerettel rendelkezé6 mRNS-ek, mint az aktivalo
transzkripcios faktor 4 (ATF4) és a DNS-karosodas-indukalta transzkripcié 3 (DDIT3),
kikertilhetik elF2a-fliggd transzlacios blokkot, és atirddhatnak.

ATF4 egy bZIP transzkripcios faktor, amely szdmos, a sejt sorsat meghatarozé gént aktival.

ATF4 szabalyozza az ER chaperon fehérjek (GRP78 és GRP79), aminosavak bioszintézisében,



redox reakciokban, fehérje szekrécioban, autofagiaban €és apoptozisban szerepet jatszd gének
expresszidjat. ATF4 aktivalja a DDIT3 transzkripcios faktort, masnéven C/EBP homolog
fehérje (CHOP). DDIT3 overexpresszioja sejtciklus leallast és/vagy sejthalalt okoz. ATF4 ¢és
DDIT3 fehérjekrol leirtdk, hogy kolcsonhatasba 1épnek és szamos UPR gént aktivalnak, mint
az aktivald transzkripcios faktor 3 (ATF3), tribbles pszeudokinaz 3 (TRIB3). Tovabba, az
ATF4 és ATF3 indukalja a glutation specifikus gamma-glutamilciklotranszferaz 1-t (CHAC1),
melyrdl leirtdk, hogy az UPR kaszkad része és pro-apoptotikus aktivitassal rendelkezik, mivel
lebontja a glutationt.

elF2a foszforilacidja torténhet ER stressz fiiggetlen Gitvonalokon is. Aminosav hiany esetén
a GCN2 kinaz (general control nonderepressible-2, masnéven EIF2AK4), virusfertdzés
kovetkeztében a PKR kindz (protein kinaz R, méasnéven EIF2AK?2) és hem hiany esetén a HRI
kinaz (hem-regulalt inhibitor kinaz, masnéven EIF2AK1) foszforildlja az elF2a fehérjét. Igy,
az elF2a foszforilacidjat és annak downstream eseményeit integralt stresszvalasznak (ISR)

nevezzik.



3. Celkituzések

Vizsgalni kivantuk transzkripcios és transzlacids szinten az AK16 kezelés hatasat
kiilonb6z6é raksejteken illetve normal HRE (primer human vese epitélialis sejtek)
sejteken.

Meg kivantuk hatarozni, hogy az ER stressz milyen mértékben jarul hozza az AK16
rakellenes hatdsahoz.

Vizsgalni kivantuk az AK16 egyes komponenseinek relativ hozzajarulasat az ER stressz
kivéltasahoz.

Vizsgalni kivantuk, hogy az ATF3 és GDF15 (novekedési differencialodasi faktor 15)
knockdown kezelések befolyasoljak-e az AK16 sejtndvekedés gatld hatasat, tovabba,
hogy a mIR-3189-3p, GDF15 16kuszan talalhaté intronikus miRNS, hozzajarul-e az
AK16 rakellenes hatasahoz, illetve milyen szerepet jatszik az ATF3 és a DDIT3
Apoptozis, autofagia, ferroptdzis és nekroptozis szerepének meghatarozasa az AK16
hatasmechanizmusaban.

Vizsgalni kivantuk, hogy az apoptdzis mediatorok, BBC3 és PMAIP1, hogyan
befolyasoljak az AK16 hatasat.

Tovabbi, az aktiv keverék raksejt novekedés gatld hatasast fokozo, komponensek

azonositasa.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejtvonalak

HeLa (human cervix adenokarcinoma), MCF-7 (human eml6é adenokarcinoma), PC-3
(human prosztata adenokarcinoma), Caco-2 (human colorectalis adenokarcinoma), A549
(human tiid6 adenokarcinoma), HT-29 (human colorectalis adenokarcinéma), HepG2 (human
hepatocellularis karcinoma) és 4T1 (egér emlékarcinoma) sejteket Minimum Essential Medium
Eagle (MEM) (Sigma Aldrich) médiumban tenyésztettiik 10% (v/v) fotalis borju szérum (FCS),
100 U/ml penicillin és 0.1 mg/ml sztreptomicin jelenlétében. HRE sejteket cells Renal
Epithelial Cell Basal Medium (REBM) médiumban tenyésztettik human epidermialis
novekedési factor (hEGF), hidrokortizon, epinefrin, inzulin, trijédtironin, transzferrin, GA-
1000, és 0.5% fotalis marha szérum (FBS) jelenlétében. A sejteket 37°C-os hdmérsékletre

beallitott és 5% CO»-0t tartalmaz6 parasitott atmoszféraji termosztatban tartottuk.

4.2. Aktiv keverék

Az aktiv keverék hatdsmechanizmus vizsgélataink sordn egy tizenhat komponensbdl allo
aktiv keveréket (AK16) hasznaltunk. Az AK16 Osszetétele a kovetkez6 volt: 0.2 mM adenin,
0.5 mM L-triptofan, 0.5 mM piridoxin hidroklorid, 0.75 mM L-metionin, 0.5 mM biotin, 1 mM
orotsav monohidrat, 2.5 mM 2-deoxi-D-ribéz, 2 mM L-tirozin dinatrium-sé hidrat, 2.5 mM L-
hisztidin, 2.5 mM L-fenilalanin, 2.5 mM L-arginin, 5 mM L-(-)-malat, 5 mM hippursav
natriumso hidrat, 5 mM D-(+)-mannodz, 0.0025 mM (—)-riboflavin, 0.15 mM L-aszkorbinsav,
¢s 8.95 MM natrium-bikarbonat. Néhany kisérletben az AK16 komponenseit alcsoportokra
osztottuk (AK1, AK2, AK3 és AK10). Az AK1 0Osszetétele a kdvetkezo volt: 0.5 mM L-
triptofan, 0.75 mM L-metionin, 2 mM L-tirozin dinatrium-s6 hidrat, 2.5 mM L-hisztidin, 2.5
mM L-fenilalanin, 2.5 mM L-arginin, és a pH 7.4-re lett beallitva 1N-os hidrogén-kloriddal.
Az AK?2 osszetétele a kovetkezd volt: 0.2 mM adenin, 1 mM orotsav monohidrat, 2.5 mM 2-
deoxi-D-riboz, 5 mM L-(—)-malat, 5 mM hippursav natriumso hidrat, 5 mM D-(+)-mannoz, és
10.8 mM natrium-bikarbonat. Az AK3 0Osszetétele a kovetkezd volt: 0.5 mM piridoxin
hidroklorid, 0.5 mM biotin, 0.0025 mM (—)-riboflavin, 0.15 mM L-aszkorbinsav, é¢s 0.65 mM
natrium-bikarbonat. Az AK10 6sszetétele a kovetkezd volt: 0.5 mM L-triptofan, 0.75 mM L-
metionin, 2 mM L-tirozin dinatrium-s6 hidrat, 2.5 mM L-hisztidin, 2.5 mM L-fenilalanin, 2.5
mM L-arginin, 0.2 mM adenin, 5 mM L-(—)-malat, 5 mM hippursav natriumsé hidrat, 5 mM

D-(+)-mannoz, és 7.3 mM natrium-bikarbonat.



Az 1) komponensek kivalasztasakor hasznalt 100%-os AK 0sszetétele a kdvetkezd volt: 4 mM
L-metionin, 0.75 mM L-triptofan, 0.08 mM L-tirozin dinatrium-s6, 5 mM L-fenilalanin, 5 mM
L-arginin, 4 mM L-hisztidin, 5 mM N-benzoilglicin, 2 mM D-biotin, 1 mM piridoxin
hidroklorid, 0.006 mM riboflavin-5-foszfat natriumso, 0.3 mM L-aszkorbinsav, 1 mM liponsav,
0.16 mM orotsav, 1 mM adenin hidroklorid, 7.5 mM 2-deoxi-D-rib6z, 5 mM D-mannoz, 0.5
mM D-gluk6zamin hidroklorid, 7.5 mM malat, 5 mM oxalecetsav, 0.05 mM adenozin trifoszfat
dinatrium s6, és 23.46 MM natrium-bikarbonat. A felhasznalt vegyszereket a Sigma Aldrich-

tol vasaroltuk.

4.3. Kontroll keverék

A kontroll keveréknek (KK) osszetétele a kovetkezd volt: 0.2 mM hipoxantin, 0.5 mM L-
prolin, 0.5 mM niacin, 0.75 mM glicin, 0.5 mM tiamin hidroklorid, 1 mM uracil, 2.5 mM D-
(—)-rib6éz, 2 mM L-alanin, 2.5 mM L-szerin, 2.5 mM L-valin, 2.5 mM L-aszparagin, 5 mM
dinatrium szukcinat hexahidrat, 5 mM betain, 5 mM D-(+)-gliik6z, 0.0025 mM D-pantoténsav
hemikalcium so, 0.15 mM folsav. A felhasznalt vegyszereket a Sigma Aldrich-t6l vasaroltuk.

4.4. Uj keverék

A 100%-os 1) keverék (UK) oOsszetétele a kovetkezd volt: 2 mM D-fenilalanin, 1 mM D-
triptofan, 1 mM D-arginin, 0.5 mM 5-hidroxi-L-triptofan, 0.05 mM melatonin, 5 mM
mandulasav, 2.5 mM 3,4-dihidroxi-mandulasav, 0.8 mM p-kumarsav, 0.8 mM transz-fahéjsav,
1 mM indol-3-ecetsav, 1 mM fenilecetsav, 0.1 mM 3,4-dihidroxi-fenilecetsav, 0.25 mM indol-
3-piroszo6ldsav, 2.5 mM fenilpirosz6lésav natrium so6, 1 mM 4-hidroxi-fenilpiroszélésav, 1 mM
3-feniltejsav, 2.5 mM D-glicerinsav kalcium so, 0.25 mM gliceraldehid, 3 mM 3-metil-2-
oxovajsav natrium so, 5 mM 4-guanidino-vajsav, 2.5 mM 3-metil-2-oxovaleriansav natrium so,
3 mM 4-metil-2-oxovaleriansav natrium s6, 5 mM 3-hidroxi-3-metil-glutarsav, 1 mM
gentizinsav natrium s6, 5 mM urokansav, 2.5 mM homovanillinsav, 2.5 mM xanturénsav, 5
mM levulinsav kalcium so6, 5 mM 4-hidroxi-benzoesav, 5 mM pirrol-2-karbonsav, 0.25 mM
adenozin, 0.1 mM agmatin-szulfat, 0.5 mM ciszteamin, 5 mM kreatinin, 38.45 mM natrium-

bikarbonat. A felhasznalt vegyszereket a Sigma Aldrich-t6l vasaroltuk.



4.5. Microarray analizis

A HelLa sejteket 3h, 6h és 24h id6tartamon at kezeltiik AK16-tal, triplikdtumokban. A total
RNS izolalas az RNeasy Plus mini kit (QIAGEN) felhasznalasaval tortént, az RNS mindségét
agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik. A microarray hibridizaciot ¢és a kezdeti
adatfeldolgozast a Personmed Kft. (Turku, Finnorszadg) végezte. Roviden, az egyes
idopontokbdl szarmazé mintakbol biotinnal jelolt cRNS-t szintetizaltunk, és standard
protokollok alkalmazasaval human HT-12 v.4 Expression BeadChip -hez (Illumina)
hibridizaltuk. Az atlag proba intenzitasokat a Genome Studio (Illumina) segitségével szamoltuk
ki, és a kovetkez6é Bioconductor csomagokkal analizaltuk: affy, limma, gplots, beadarray,
lattice, amap, simpleaffy, xtable, scatterplot3d, ade4 and made4. Majd az adatok kvantilis
normalizacidja tortént és az eltérd expressziot mutatd géneket kétoldalas t-teszttel és a fold
change értékek alapjan azonositottuk. Azokat a géneket, melyek >1.3 fold change és p < 0.05

értekkel rendelkeztek, eltérd expressziot mutatd géneknek tekintettiik.

4.6. Géncsoport disulas vizsgalata

A géncsoport dusulas vizsgalata (Gene set enrichment analysis (GSEA)) a java GSEA
Desktop Application 2.2.3 verzioval tortént. A gene ontology biological process gene set
collection (GO BP) 5.2 verziét hasznaltuk a disulas vizsgalathoz. Az upregulalt utvonalak a
normal dusulasi érték (normalized enrichment score, NES) > 3, mig a downregulalt utvonalak
esetében a NES < -3. Egy adott Gtvonal dusulasat a hamis talalti arany (false discovery rate,
FDR) p < 0.25 értékekkel tekintettiik szignifikansnak.

4.7. Kvantitativ RT-PCR (qRT-PCR)

A total RNS izolalast PureLink RNA Mini Kit-el (ThermoFisher Scientific) végeztiik, majd
DNase I (Sigma Aldrich) emésztést végeztiink. cDNS szintézis High Capacity RNA-to-cDNA
Kit (ThermoFisher Scientific) segitségével tortént. A B2M, GAPDH, HPRT1, RPL32 és PPIA
BCL2L1, BIRC2, BIRC3, CASP3, CDKN1A, CDKN2A, IKBKG, NFKBIA, NFKB1 génekhez
mar kordbban leirt primereket hasznaltunk. A totdl XBP1, spliced XBP1 és unspliced XBP1
transzkriptek meghatarozdsadhoz szintén mar leirt primereket hasznaltunk. Az 6sszes tobbi PCR
primert a Primer Express Software segitségével terveztik. A BBC3, PMAIP1, RLP32
expresszios szintjét TagMan Gén Expresszios Assay-ek segitségével hataroztuk meg. RPL32

haztartasi gént hasznaltunk normalizasara. miRNS-ek izolalasdhoz a miRVana miRNA izolalo
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kitet (ThermoFisher Scientific) hasznaltuk. A miR-3189-3p és az U6 snRNS expresszidja
TagMan microRNA assay (ThermoFisher Scientific) segitségével tortént a gyartd utasitasait
kovetve. U6 SNRNS-t hasznaltuk a normalizaciohoz. A PCR reakciokat PowerUp SYBR Green
Master Mix (ThermoFisher Scientific) vagy Tagman gene expression master mix Il, no UNG
(ThermoFisher Scientific) felhasznalasaval, ABI StepOne Real Time PCR késziiléken
triplikdtumokban végeztiik. A haztartasi ének expresszids szintjének stabilitas-vizsgalata utan
a RPL32-t valasztottuk célgének expresszidjanak normalizalasara. A fold change értékeket a
kezelt mintakban mért normalizalt célgén expresszios értékek kezeletlen mintdkban mért

hasonlo értékeivel tortént osztasaval szamoltuk ki.

4.8. Western blot

1.6x108 sejtet iiltettiink ki 150 mm-es Petri-csészékre, és 1.7x10%/1yuk sejtet iiltettiink ki 6-
lyuku sejttenyésztd lemezekre. Kezeléseket kovetden a sejteket hideg, proteaz és foszfataz gatlo
koktélt (Abcam) tartalmazo, 1X RIPA pufferel (Abcam) lizaltuk. A mintdk fehérje
valasztottunk el SDS-poliakrilamid gélen, majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk dket. A
membranokat 5% tejpor (Sigma Aldrich) vagy 5% marhaszérum albumin (BSA) (Sigma
Aldrich) tartalma TBS-T (150mM NaCl, 20mM Tris-base pH 7.6, 0.1% Tween 20) pufferben
szobahdmérsékleten, 1 6ran at blokkoltuk. Az elsédleges antitesteket 5% tejpor/TBS-T-ben
vagy 5% BSA/TBS-T-ben higitottuk és a membranokat a megfeleld antitestekkel inkubaltuk
egy ¢jszakan at, 4°C-on. A HRP-konjugalt anti-nyil masodlagos antitesteket 5% tejpor/TBS-T
pufferben higitottuk és szobahémérsékleten, 1 oOran at inkubaltuk a membranokon. A
membranokat LumiGlo kemilumineszcens szubszrattal (Cell Signaling Technology) hivtuk eld,

majd rontgen filmre exponaltuk.

4.9. Reverz transzfekcio

2.5 x 10% vagy 1.7 x 10° /lyuk HeLa sejtet iiltettiink ki 96-lyuk, illetve 6-lyukti lemezekre
és reverz traszfektaltuk a sejteket DharmaFect 1 (Dharmacon) segitségével a gyarto utasitasai
alapjan. ON-TARGETplus Human GDF15 (9518) SMARTpool siRNS-t (Dharmacon), ON-
TARGETplus Human ATF3 (467) SMARTpool siRNS-t (Dharmacon) és ON-TARGETDplus
Non-targeting Pool (Dharmacon) siRNS-t 50 vagy 100 nM végkoncentracioban alkalmaztuk.
A miRIDIAN microRNS hsa-miR-3189-3p Hairpin Inhibitor (Dharmacon) és miRIDIAN
microRNA Hairpin Inhibitor Negative Control (Dharmacon) miRNS-ket 50 nM vagy 200 nM
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végkoncentracioban transzfektaltuk. A mMIRIDIAN microRNA hsa-miR-3189-3p Mimic
(Dharmacon) és miRIDIAN microRNA Mimic Negative Control (Dharmacon) miRNS-ek
végkoncentracioja 10 nM. A BBC3 és PMAIPI silencer select (ThermoFisher Scientific)
SIRNS-ek transzfekcidjahoz hasznalt végkoncentracid 10 nM volt. 24 o6raval a transzfekciot
kovetden a transzfekcios médiumot eltavolitottuk és a kezeltik a sejteket. 48 oraval a
transzfekcid utdn, a sejteket fixaltuk és a sejtszamolashoz jeloltiik, vagy felszedtiik 6ket qRT-

PCR-al torténd analizishez.

4.10. Sejszamolas és immuncitokémia

2.5 x 10% well HeLa sejtet iiltettiink ki 96-lyuku fekete, {ivegaljii lemezekre. A sejteket
kezelést kdvetden, 10 percig fixaltuk 4% PBS-pufferelt paraformaldehiddel, majd 10 percig
permeabilizaltunk Triton X-100-al, amit egy 5% kecske szérumos blokkolas kovetett,
szobahdmérsékleten 1 oran at. ATF4 elleni antitesteket 1% BSA-t és 0.05% Triton X-100-t
tartalmazd PBS-ben higitottuk, és a sejteken egy €jszakan at, 4 °C-on inkubaltunk. 3x5 perc
PBS mosast kovetéen, a sejteket Alexa Fluor 555 anti-nyal IgG-vel inkubaltuk, sotétben,
szobahémérsékleten 1 oran keresztiil. 1x5 perc PBS mosas utan, a sejtmagokat DAPI-val
festettiik 5 percig. Csak a sejtszamolast érintd kisérleteknél, a sejteket kozvetleniil a fixalas utan
DAPI-val festettiik. A sejteket egy automata, high-content screening (HCS) mikroszkdoppal

vizualizaltuk és szamoltuk.

4.11. Elé/halott sejtfestés, EAU és TUNEL jelolés

2.5 x 10° HeLa sejtet iiltettiink ki 96-lyuka lemezekre, majd kezeltiik éket. Az élé/halott
sejtfestéshez Apoptozis/Nekrozis detekcios kit (Abcam) cytocalcein violet 450 és 7-
aminoactinomycin D (7-AAD) festését alkalmaztunk a gyartd utasitasai alapjan. EdU (5-
ethynyl-2'-deoxyuridine) jelolés esetében, a kezelés kezdetekor 10 uM végkoncentracioban
adtuk a sejtekhez az EdU-t. Az inkorporalt EQU mennyiségét Click-iT Plus EAU Alexa Fluor
555 imaging kit-el (ThermoFisher Scientific) detektaltuk a gyart6 utasitasi alapjan. TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling) assay esetében Click-iT
TUNEL Alexa Fluor 594 imaging kit-et (ThermoFisher Scientific) hasznaltuk. A sejtmagokat
Hoechst 33342 (5 pg/ml) festékkel jeloltik EAU és TUNEL assay esetében. A sejteket egy

automata, high-content screening (HCS) mikroszkdppal vizualizaltuk.

11



4.12. Kombinacids indexek meghatarozasa

A sejteket 96-lyuku lemezekre {iltettiik ki és a gatloszerek harom pontos, kétszeres higitasi
sorozataval, AKI16 higitdsi sorozatdval (40-100%), vagy a gatloszerek két magasabb
koncentraciojat 60 %, 80 %, 100 % -0os AK16-tal kombindlva kezeltiik a sejteket 24 6ran at.
Sejteket a sejtszamolasnal leirt modon szamoltuk, majd a kombinaciés indexeket Compusyn
software segitségével kaptuk meg. A kovetekezd gatloszereket alkalmaztuk (zardjelben a
higitasok kezd6 koncentracioi): deferoxamin (Abcam) (100 uM), ferrosztatin-1 (Sigma
Aldrich) (20 uM), trolox (Sigma Aldrich) (300 uM), 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich) (20
uM), U0126 (Sigma Aldrich) (20 uM), nekrosztatin-1 (Abcam) (10 uM), nekroszulfonamid
(Abcam) (5 uM), Z-VAD(OMe)-FMK (Abcam) (80 uM), E64d (Abcam) (50 uM), ALLN
(Abcam) (500 nM), ciklosporin A (Abcam) (10 puM), 3-metiladenin (Abcam) (4 mM),
bafilomicin Al (Abcam) (1 uM), klorokvin difoszfat (Abcam) (50 uM). A sejteket 2.5-10 uM
erasztinnal kezeltiik. A nekroptozis indukcidja 20 ng/ml rekombinans human TNF-o (Abcam)
+ 20 uM z-VAD-fmk + 500 nM BV6 (Smac mimetic) (Sigma Aldrich) kombinacidval tortént.

4.13. Statisztikai analizis

Statisztikai analizis IBM SPSS Statistics 22 segitségével végeztiik. Normal eloszlas
vizsgalatahoz Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztuk. A varienciak homogenitasat Levene-teszttel
vizsgaltuk. Normal eloszlas, egyenld variancia esetén a p értékek szamitasahoz egyutas-
varienciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. Normal
eloszlas, nem egyenld variancia esetén a p értékek szamitasahoz Welch tesztet alkalmaztunk,
melyet Games-Howell teszt kovetett. Statisztikailag szignifikansnak a p<0.05 értékeket
tekintettiik.

12



5. Eredmények

5.1. Génexpresszios valtozasok AK16-tal kezelt raksejtekben

Microarray analizis jelentds génexpresszids valtozasokat mutatott HeLa sejtekben 3 ora, 6
Ora és 24 6ra AK16 kezelést kovetéen. Az upregulalt transzkriptek GSEA elemzése kimutatta
a RNS splicing és transzlaci6 inicidcidhoz kotédé gének dusuldsat 3 oranal, ER stressz
indukalta apoptézisban ¢és sejtciklus szabalyozéasaban résztvevd gének dusuldsat 6 oranal,
illetve apoptdzisban és TGF-f jelatvitelben szerepet jatszot gének dusuldsat 24 oranal. A
génkészletek kozott, melyek dusulast mutattak mindharom idépontban az “ER stresszre adott
valasz” rendelkezett legnagyobb NES értékkel.

A kapott eredmények alapjan kivalasztottunk 100 gént, amiket qRT-PCR segitségével
validaltunk. Kontroll keverékkel (KK) is kezeltik a sejteket, amelynek ozmolalitasa
megegyezett az AK16-tal, és hatastalan kis molekulakat tartalmaz, amelyek kémiai vagy
fiziologiai szempontbol hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint az AK16 komponensei.
HeLa ¢és HRE normal sejteket kezeltink AK16-tal ¢s KK-val 24 6ran keresztiil. Az UPR
utvonalhoz kotheté (CHAC1, GDF15, TRIB3, ATF3, DDIT3, PPP1R15A, ATF4, XPB1), illetve
az autofagiaban (SESN2, ULK1) és apoptoptozisban (BIRC3, GADD45A, PMAIP1, BBC3)
szerepet jatszo gének expresszids szintje emelkedett AK16-tal torténd kezelést kovetden
kizarolag HeLa sejtekben, KK-nak nem volt hatasa.

Azokat a géneket, amelyek specifikus és szignifikans génexpresszios kiilonbségeket
mutattak az AK16-tal kezelt HelLa-sejtekben tovabb vizsgaltuk MCF-7, PC-3 és Caco-2
sejtekben.

ATF3, DDIT3, PPP1R15A, PMAIP1 ¢és GDF15 expresszios szintje specifikusan emelkedett
mind a négy sejtvonal esetében AK16 kezelést kovetden, mig a CHAC1I expresszios szintje csak
a HeLa és PC-3 esetében emelkedett.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az AK16 kezelés ER stresszre jellemz0 génexpresszios

valtozasokat indukal specifikusan raksejtekben.

5.2. ISR-ben részt vevé fehérjék kimutatisa AK16-tal kezelt raksejtekben

Az integralt stresszvalasz attenudlja a globalis fehérjeszintézist, mikdzben lehetévé teszi
DDIT3. igy, megvizsgltuk az ATF4, ATF3, DDIT3, CHAC1 és GDF15 fehérjék expressziojat
AK16-tal és KK-val kezelt HeLa, PC-3, Caco-2, MCF-7 és HRE sejtekben western-blottal. Az
ATF4, ATF3, DDIT3, CHACI1 ¢és GDFI15 fehérjék idofiiggd indukcidja volt megfigyelhetd
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AK16-tal kezelt HeLa sejtekben. Tovabba, az ATF4, ATF3 és GDF15 emelkedése kimutathato
volt AK16-tal kezelt PC-3, Caco-2 és MCF-7 sejtek esetében. Az AK16-tal kezelt HRE
sejtekben CHACI1 és GDF15 fehérjék minimdlis indukcidja volt megfigyelheté. A KK nem
befolyasolta a vizsgalt fehérjék expressziojat. Ezen feliil, megvizsgaltuk az ATF4 szub-
cellularis lokalizacidjat immuncitokémiaval, és azt talaltuk, hogy az ATF4 felhalmozodik a
HelLa sejtek sejtmagjaiban 24 6ras AK16 kezelést kovetden. Ezek az eredmények megerdsitik
ISR utvonal aktivaciojat.

Kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk az elF2a foszforilacidjat, az ISR legfontosabb
eseményét, ami felel globalis transzlacido gatlasaért, és a bizonyos mRNS-ek preferencialis
megfigyelhetd. Ezutdn az ER stressz soran aktivalédé PERK kinaz, illetve két ER stressztol
fiiggetlen kindz, a GCN2 ¢és PKR, foszforilaciojat vizsgaltuk. PERK 1d6 fliggvényében
foszforilalodott, mig GCN2 és a PKR foszforilacidja nem volt kimutathatd AK16-tal kezelt
HeLa sejtekben.

Mivel a kezelés hatasara a PERK aktivalodott, igy a masik két ER stressz szenzorra (IREla
¢s ATF6) is kivancsiak voltunk, illetve vizsgaltuk a BiP dajkafehérje akkumulécigjat is. Az
AK16 kezelés az IRE1a id6fliggd foszforilaciojat és az ATF6 és BiP mennyiségének idofiiggd
novekedését eredményezte HelLa sejtekben. Az ATF6 aktivalédasat a hasitott forméjanak
(50kDa) detektalasaval, mig az IRE1a aktivacidjat az emelkedett spliced XBP1 kimutatasaval
igazoltuk.

Osszeségében ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az AKI16 kezelés hatdsara
bekovetkezd elF2a foszforilacioért a PERK kinaz aktivacidja felelds, illetve, hogy az AK16

mindhdrom UPR utvonalat aktivalja.

5.3. ER stressz gatlok hatasa az AK16-tal kezelt raksejtekben

Szamos ER stressz gatlot alkalmaztunk annak meghatarozasara, hogy az ER stressz milyen
mértékben jarul hozza az AK16 rakellenes hatasahoz. Az AK16-tal kezelt sejtekben vizsgaltuk
a hatasat az ISR gatlasért felelés ISRIB-nek (rezisztensé teszi a sejteket elF2a
foszforilacigjanak hatasaval szemben), a szalubrinalnak (gatolja az elF2a defoszforilaciojat és
az ER stressz indukalt apoptozist), €s a 4-fenilbutiratnak (4-PBA) (dajkafehérje, ami képes
csokkenteni az rosszul feltekeredett fehérjéket az ER-ben). Az ISRIB teljes mértékben gatolta
ATF4, CHAC1, DDIT3 ¢s GDF15 mRNS-ek expresszidjat HelLa sejtekben 6 oras AK16

kezelésnél, viszont az ATF3 indukcidjat csak csokkentette, tovabba képes volt enyhiteni az
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AK16 sejtnovekedést gatld hatdsat. Szalubrindl és a 4-PBA nem befolyasolta az AK16
sejtndvekedést gatld hatasat. Teszteltiink tovabbi két IRE1a gatloszert, GSK2850163 és STF-
083010, de egyik sem befolyasolta az AK16 hatésat.

Osszefoglalva, ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az UPR jelentds szerepet jatszik az
AK16 sejtndvekedését gatlo hatasaban, és arra enged kovetkeztetni, hogy az AK16 altal aktivalt
UPR {6 aga az elF2a foszforilacidja.

5.4. AKI16 egyes komponenseinek relativ hozzajarulasa az ER stressz indukcidjahoz

Kivancsiak voltunk, hogy mind a tizenhat molekula sziikséges-e az ER stressz kivaltasahoz,
igy els6 1épésként harom csoportra bontottuk az AK16-ot, és teszteltiik a hatdsukat onmagukban
vagy kombinacioban Hela sejteken. AK1 az aminosavakat, az AK2 az adenint, L-(-)-malatot,
2-deoxi-D-ribozt, orotsavat, D-(+)-manndzt és a hippursavat, mig az AK3 a vitaminokat
tartalmazta.

AK1 és AK2 kombinacidja szignifikdnsan csokkentette a sejtszamot és indukalta az ATF3,
ATF4, CHAC1, DDIT3, GDF15 expresszidjat HeLa sejtekben, mig dnmagukban vagy mas
kombindcidban nem volt hatdsuk. Fontos megjegyezni, hogy az AK16 sejtnovekedés gatlo
hatasa még mindig szignifikansan nagyobb volt, mint az AK1 és AK2 kombindcidjanak.

Ezt kovetben, kombinaltuk a random parositott AK1 komponenseit az AK2-vel, illetve
forditva és mértiik az ATF3, ATF4, CHACL, DDIT3, GDF15 expressziojat. Sikertilt azonositani
az AK16 komponensei koziil tizet (aminosavak, adenin, L-(-)-malat, D-(+)-mannoz ¢és
hippursav), melyek képesek voltak hasonlé mértékben indukalni az ER stressz gének
indukciojat, mint az AK1+AK2. Tovabb vizsgalva a tiz komponensii keverék (AK10) hatasat
Hel a sejtekben kimutattuk, hogy az AK10 hasonlé mértékben indukalta az ER stressz géneket,
mint az AK16 és az ISRIB teljes mértékben gatolta az ATF4, CHACL, DDIT3 traszkriptek
indukcigjat 24 ora AK10 vagy AK16 kezelés esetén, de az ATF3 és GDF15 expressziojat nem
volt képes teljes mértékben gatolni. Tovabba az ISRIB enyhitette, de nem gatolta teljesen az
AK10 sejtndvekedés gatlo hatasast. Az AK10 sejtndovekedés gatlo €s ER stressz gének indukalo
hatasat PC-3, MCF-7 és Caco-2 sejtekben is igazoltuk.

Osszefoglalva, az AK10 komponensei elegenddek az ER stressz kivéltasahoz, mig a masik

hat komponens fokozza a sejtnovekedés gatlo hatast.
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5.5. ATF3, GDF15 és mIR-3189-3p szerepe az AK16 hatasaban

Mivel az ISRIB nem volt képes teljes mértékben gatolni az ATF3 és GDF15 expresszidjat
AK16 kezelés soran, igy vizsgaltuk az ATF3 és GDF15 specifikus knockdown kezelések,
illetve azok ISRIB-el valé kombinacioja milyen hatassal lesznek az AK16 sejtnovekedés
gatlasara. ATF3 és GDF15 knockdown kezelések nem befolyasoltak az AK16 sejtszamra
gyakorolt hatasat, még ISRIB jelenléte mellett sem.

Kovetkez6 1épésként, GDF15 lokuszan talalhato intronikus miRNS-sel, a mIR-3189-3p,
kezdtiink el foglalkozni. miR-3189-3p egyiitt expresszalodik a GDF15-tel és kimutattak, hogy
pro-apoptotikus aktivitassal rendelkezik. miR-3189-3p expresszids szintje 3-szorosara nétt 24
oras AK16 kezelést kovetéen HelLa sejtekben, mig a KK-nak nem volt hatasa. Tunikamicin,
egy ismert ER stressz indukalo, 4-szeres emelkedését okozott a miR-3189-3p expresszidjaban.

Ahhoz, hogy kimutassuk a miR-3189-3p szerepet jatszik-e az AK16 sejtnovekedés gatlo
hatasasban, miRNS gatlot alkalmaztunk. Annak ellenére, hogy a miRNS expresszidjat sikertilt
gatolni, az AK16 sejtszam csokkentését nem tudtuk kivédeni.

Tovabb vizsgalva a miR-3189-3p szerepét megfigyeltik, hogy a miR-3189-3p mimik
szignifikansan novelte ATF3, DDIT3, and GDF15 transzkriptek expresszidjat, amit gatolni
tudtunk gatlé6 miR-3189-3p-vel, negativ kontroll miRNS gatloval viszont nem.

Jun dimerizaciés fehérje 2 (JDP2) transzkripcids faktor csokkenti az ATF3 és DDIT3
transzkripcidjat €és szamos hiszton deacetilaz csaladba (HDAC) tartozé fehérje kapcsolodik a
JDP2 fehérjéhez az ATF3 és DDIT3 promoter régidinal. igy megmértiik a HDAC1-6, JDP2, és
két tovabbi JPD2 célgén (GSG1 és PCDH7) mRNS szintjét miR-3189-3p mimik transzfekciojat
kovetéen. HDAC1, HDAC3, JDP2 mRNS szintje csokkent, mig a GSG1 és a PCDH7 mRNS
szintje szignifikdnsan nétt. GSG1 és PCDH7 expresszids szintjének emelkedése is igazolja a
JDP2 szintjének csokkenését.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy az ATF3 és GDF15 nem nélkiilozhetetlen az AK16
novekedés gatld hatasaban, mig az AK16 hatasara megnovekedett miR-3189-3p valdsziniileg
noveli az ATF3 és DDIT3 expressziojat azzal, hogy gatolja a JDP2, HDAC1, HDAC3

expresszigjat.

5.6. AKI16 hatisa a sejt “sorsanak” kimenetelére — sejtciklus leallitas és sejthalal

Mivel az AK16 hatasat nem tudtuk teljesen gatolni, igy tovabb vizsgaltuk, hogy az AK16
hatasa foként citotoxikus, novekedést leallitdo vagy apoptozis indukalo aktivitasanak tudhato-e

be. Citokalcein és 7-AAD festéssel kimutattuk, hogy a nekrotikus/ kés6i apoptotikus sejtek
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szama nott AK16 kezelés hatasara HeLa sejtekben. Tovabba Hela sejtekben AK16 kezelés
kovetkeztében EdU beépiilésével mért proliferacié gatlas volt megfigyelhetd, illetve
szignifikdnsan megndétt az apoptotikus sejtek szdma, amit TUNEL assay segitségével mutattunk
ki,

Ezutan, megvizsgaltuk az apoptdzis, autofagia, ferroptozis és nekroptdzis hozzajarulasat az
AK16 hatasdhoz, ezen sejthalal utvonalak gatloszereinek hasznalataval. AK16-ot 6nmagaban
vagy a gatloszerekkel kombinalva hasznaltuk, és meghataroztuk a kombinacids indexeket (CI)
sejtszamolas segitségével. A CI az inhibitorok és az AK16 kozotti kolcsonhatds kvantitativ
mértéke (CI> 1.1 antagonizmust jelez, CI <0.9 szinergizmust jelez).

A ferroptozis vizsgalatahoz eldszor kivalasztottuk a megfeleld sejtvonalt. Erasztint, a
ferroptozis ismert indukatorat HeLa, MCF-7, PC-3, Caco-2, HT-29 és A549 sejteken teszteltiik,
kombinalva a ferroptozis gatloszereivel: vas kelator deferoxamine, és a lipidperoxidacid gatlo
ferrosztatin-1. Erasztin hatasa egyediil A549 sejtekben gatlodott, igy tovabbiakban Hela és
A549 sejteken vizsgaltuk a tobbi ferroptozis gatloszer (deferoxamin, ferrosztatin-1, Trolox, 2-
merkaptoetanol, U0126) hatasat. Kimutattuk a HelLa és A549 sejtek dozisfiiggd sejtszam
csOkkenését az AK16 kezelés kovetkeztében, azonban a ferroptozis gatléi nem tudtdk
megakaddlyozni az AK16 hatasat HeLa és A549 sejtekben.

Annak meghatarozasara, hogy az AK16 kezelés okoz-e nekroptozist, megvizsgaltuk a
nekrosztatin-1 és az nekroszulfonamin gatloszerek hatasat HT-29 sejteken, mivel a HeLa, PC-
3, MCF-7 és Caco-2 sejtekbdl hianyoznak egyes nekroptozis jelatviteli it komponensek, és igy
nem reagalnak a TNF-a + z-VAD-fmk + Smac mimetic nekroptozist indukal6 stimulusra. A
nekroptozis gatld szerei nem tudtak megakadalyozni az AK16 dozisfiiggd sejtszam csokkentd
hatasat HT-29 sejtekben.

Kovetkezd 1épésben, megvizsgaltuk a kaszpaz, a katepszin vagy kalpain protedzok (z-VAD-
fmk, E64d, ALLN), a ciklofilin D (ciklosporin A) és az autofagia/lizoszomalis funkcio
(bafalomicin Al, 3-metiladenin és a klorokvin) gatloszerek hatasat Hela, A549 és HT-29
sejtekben. Megallapitottuk, hogy a z-VAD-fmk részlegesen antagonizalta az AK16 hatasat
A549 és HT-29 sejtekben (CI: 1.14-1.42), mig az E64d, ALLN és a ciklosporin A részlegesen
antagonizalta az AK16 hatasat mindharom sejtvonal esetében (Cl: 1.2-1.67).

Az autofagia gatlok, bafalomicin Al és 3-metiladenin fokozta az AK 16 hatdsat mindharom
sejtvonal esetében (CI: 0.32-0.86).

Az eredmények azt mutatjak, hogy a ferroptozis €s a nekroptdzis nem vesz részt az AK16

indukalta sejthalalban, de az apoptozis fontos szerepet jatszik benne.
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5.7. BBC3 és PMAIPI1 szerepe az AK16 hatasaban

Az AK16 hatasat tovabbra sem tudtuk teljesen gatolni, igy az AK16 altal kivaltott apoptozis
tovabbi mediatorait kerestiik. Az apoptotikus mediatorok, BBC3 és PMAIP1 transzkripcios
szintje emelkedett HeLa, MCF-7, PC-3 és Caco-2 sejtekben AK16 kezelés kovetkeztében.
Erdekes modon a BBC3 és PMAIP1 egyiittes csendesitése (knockdown) kombinalva az ISRIB
kezeléssel teljesen blokkolta az AK16 hatasat.

5.8. Tovabbi vegyiiletek azonositasa, melyek képesek fokozni az AK sejtnovekedés

gatlo hatasat

Kovetkez6 célunk volt azonositani tovabbi szérumban talalhatd molekuldkat, amik képesek
fokozni az aktiv keverék kordbban azonositott komponenseinek hatasat. 130 0j vegyiiletet
vizsgaltunk 6nmagédban nem toxikus koncentracioban az AK-val kombindlva, ezek koziil 34-et
azonositottunk, amelyek képesek fokozni az AK hatasat. A 34 ijonnan azonositott vegyiilet a
kovetkez6:  D-fenilalanin, D-triptofan, D-arginin, 5-hidroxi-L-triptofan, melatonin,
mandulasav, 3,4-dihidroxi-mandulasav, p-kumarsav, transz-fahéjsav, indol-3-ecetsav,
fenilecetsav, 3,4-dihidroxi-fenilecetsav, indol-3-pirosz6ldsav, fenilpirosz6lésav, 4-hidroxi-
fenilpirosz6l6sav, 3-feniltejsav, D-glicerinsav, gliceraldehid, 3-metil-2-oxovajsav, 4-
guanidino-vajsav, 3-metil-2-oxovaleriansav, 4-metil-2-oxovaleriansav, 3-hidroxi-3-metil-
glutarsav, gentizinsav, urokansav, homovanillinsav, xanturénsav, levulinsav, 4-hidroxi-

benzoesav, pirrol-2-karbonsav, adenozin, agmatin-szulfat, ciszteamin, kreatinin.

5.9. Uj keverék raksejtekre kifejtett hatisa

Ezutan, az 10j, 34 vegyiiletbdl allo keveréek (UK) hatasat vizsgaltuk AK-hoz viszonyitva
HeLa, PC-3, MCF-7, Caco-2, HepG-2, 4T1 és HRE sejteken. Az UK-nak szignifikdnsan
nagyobb sejtnovekedés gatldo hatasat figyeltik meg a kiilonboz6é raksejteken az AK-hoz
viszonyitva. A kombinalt AK és UK kezelés jelentdsebb sejtndvekedés gatlast eredményezett,
mint 6nmagukban. HRE sejtek proliferacioja nem csokkent egyik kezelés hatdsara sem.

Az UK hatasanak tovabbi vizsgalata céljabol megmértiik bizonyos pro- és anti-apoptotikus,
valamint a sejtciklus szabalyozo gének expressziojat qRT-PCR-ral. HeLa sejteket kezeltiink
30% AK-val, 20% UK-val vagy kombinacidjukkal (AK + UK). A kombinalt kezelés (AK+UK)
szignifikansan novelte a pro-apoptotikus fehérjéket kodolé BIM, BBC3 PMAIP1, DR4
(TNFRSF10A) és DR5 (TNFRSF10B) és az anti-apoptotikus fehérjét kodold6 BCL-2, CIAP és
ClAP2 gének expressziojat a kezeletlen kontrollhoz képest. A sejtciklus gatlo, CDKN1A
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expresszios szintje jelentdsen emelkedett. 20% UK kezelés szintén okozott génexpresszios
valtozéasokat a pro- és antiapoptotikus gének esetében, de kisebb mértékben, mint az AK + UK.
30% AK-val végzett kezelés enyhén vagy nem okozott valtozasokat a vizsgalt gének
expressziojaban a kontrollhoz képest.
Ezek az eredmények egyiittesen azt mutatjak, hogy az UK nagyobb gatl6 hatast gyakorol a
rakos sejtekre, mint az AK, és az AK és UK kombinacidja indukélja az apoptdzisban és a

sejtciklus szabalyozasban szerepet jatsz6 gének expressziojat.

6. Megbeszélés

Jelen munkank soran, sikeriilt kimutatni, hogy a szérumban talalhaté aminosavak, vitaminok
¢és egyéb kismolekulak meghatarozott keveréke endoplazmatikus retikulum stresszt indukal és
aktivalja a rosszul feltekeredett fehérje valaszt szelektiven raksejtekben. Az AK kezelés
els6ként az ER stresszben szerepet jatszo géneket indukalja (ATF3, ATF4, DDIT3, XBP1), majd
az apoptozisban és a sejtciklus szabalyozasaban részt vevd géneket (BBC3, PMAIP1,
TNFRSF10B, CDKN1A). Ezek az eredmények, egyiitt az ATF4, ATF3 és DDIT3 fehérjék
indukcidjaval, arra utalnak, hogy az AK ER stressz altal kivaltott apoptozist indukal.

Tovabbi vizsgalataink kimutattak, hogy az AK aktivalja UPR jelatviteli itvonal mindhadrom
agat (PERK, ATF6, IREla), azonban a gatld kisérleteink eredményei azt sugalljak, hogy a
PERK aktivacioja és elF2a foszforilacioja, €s az azt kdvetd upstream nyitott leolvasasi keretet
tartalmazé ATF4 mRNS transzlacidja a domindns utvonal az AK altal kivaltott ER stresszben.

Az ATF4 fehérjét tekintik az UPR 6 transzkripcios faktoranak, amely heterodimereket
képezhet kiilonbozo leucin cipzar transzkripeids faktorokkal, beleértve a DDIT3-mat. DDIT3
megjelenését az ATF4 indukcioja elozte meg, illetve a DDIT3 expresszidja csokkent az ATF4
ISRIB altali gatlasat kovetden, ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ATF4 kozvetiti az
AK éltali DDIT3 indukciojat.

ATF4 és DDIT3 heterodimert képezve tovabbi UPR gént aktival, mint ATF3 és TRIB3. Ez
Osszhangban van az eredményeinkkel, melyek szintén mutatjak e gének indukcigjat AK kezelés
hatasara.

ATF4 és az ATF3 egyiittesen képes indukalni a CHAC1-et, amelyrdl kimutattak, hogy részt
vesz az UPR folyamatokban és pro-apoptotikus aktivitassal rendelkezik, mely a glutation
lebonto képességének koszonhetd. Eredményeink is azt mutatjak, hogy az AK kezelés ATF4-
fiiggd mddon aktivalja a CHACI-et, és igy felvetddik annak esélye, hogy a CHACI1 fontos
szerepet jatszik AK altal kivaltott apoptdzisban.
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GDF15 a TGF-pB szupercsalad tagja, valtozatos ¢s ellentmondéasos szerepet jatszik a rak
kialakulasaban és progresszidjaban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a GDF15 minden
vizsgalt réksejtvonalban indukélodott AK kezelés hatasara.

GDF15 lokusza egy intronikus miRNS-t (mIR-3189) tartalmaz, melynek 3p terméke (mIR-
3189-3p) transzkripcidsan egyiitt szabalyozodik a GDF15-tel, és kimutattak in vitro pro-
apoptotikus €s In vivo tumorellenes aktivitasat vastagbél raksejtekben. Ezen kiviil, leirtak a
mIR-3189-3p tumorndvekedés gatld hatdsat glioblasztoma xenograftokban, tovabba
AK ¢és a tunikamicin, az ismert ER stressz indukalo, néveli a mIR-3189-3p mennyiségét, arra
utalnak, hogy szerepet jatszhat az UPR indukciojaban és az azt kdvet6 apoptozisban. Tovabba
azt talaltuk, hogy a mIR-3189-3p specifikusan noveli ATF3, DDIT3, és GDF15 transzkriptek
mennyiségét.

JDP2 transzkripcios faktorrol leirtdk, hogy csokkenti az ATF3 és DDIT3 expresszidjat, és
kimutattak, hogy kiilonb6z6é HDAC csalad tagjai kapcsolodnak a JDP2 fehérjéhez az ATF3 és
DDIT3 promoter régional. Eredményeink azt mutatjak, hogy a mIR-3189-3p specifikusan
csokkenti a JDP2, HDAC1 és HDAC3 expressziojat, ami arra utalhat, hogy ezek az mRNS-ek
a mIR-3189-3p célpontjai. JPD2 alulszabalyozasat tovabba megerdsitette, hogy a GSG1 és
PCDH?7 expresszidja viszont megndtt, melyek ismert célpontjai a represszor JDP2-nek. Ezek
alapjan, azt feltételezziik, hogy a mIR-3189-3p fokozza az ATF3 és DDIT3 expresszidjat
valosziniileg a JDP2, HDAC1, és HDAC3 csokkentésével, megsziintetve az ATF3 és DDIT3
promoter régioknal a repressziot. Ennek kovetkeztében megnovekedett ATF3 ¢és DDIT3
stimulalhatja a GDF15 transzkripciot vagy stabilizalhatja a GDF15 transzkriptet, ezaltal egy
visszacsatolast biztositva a mIR-3189-3p-nek. Azonban, az a tény, hogy az ATF3, GDF15 vagy
mIR-3189-3p gatlasa nem befolyasolta az AK sejtszdm csokkentd hatdsat, azt mutatja, hogy
ezek a komponensek nem nélkiilozhetetlenek az AK rakellenes aktivitasahoz.

Munkank soran, arra is kerestiik a valaszt, hogy az AK egyes komponensei hogyan jarulnak
hozza az UPR aktivaciojahoz. Eredményeink azt mutatjak, hogy az aminosavakat (L-arginin,
L-tirozin, L-hisztidin, L-triptofan, L-metionin, és L-fenilalanin) egyiitt alkalmazva adeninnel,
L-(-)-malattal, D-(+)-manndzzal és hippursavval nélkiilozhetetlen és elegendé az ER stressz
kivaltasahoz. Eddigi tudasunk szerint, egyik komponensrdl sem irtdk még le, hogy szerepet
jatszana az UPR aktivalasaban kivétel az L-arginin és a D-(+)-mannoz.

Vizsgalataink kimutattak, hogy a sejtproliferacio gatlas és az apoptdzis indukcié az AK két

f6 mechanizmusa. Tovabba, eredményeink 6sszekapcsoljak a sejtproliferacio gatlast és a BBC3
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¢s PMAIP1 kozvetitett apoptdzist az AK indukalt ER stresszel, ami 6sszehangban van az ER
stressz szerepével a sejt sorsanak szabalyozasaban.

Ezen kiviil, azonositottunk 34 0j vegyiiletet, melyek szignifikdnsan fokoztak az AK hatésat
kiilonbozo raksejteken, ha dnmagukban nem toxikus koncentracioban alkalmaztuk. Ezek a
vegyiiletek féleg L-aminosav metabolitok, fenolsavak, D-aminosavak és ketonsavak. Az UK-
val torténd kezelés vagy az AK-val kombinacioban, nem okozott toxikus hatast az HRE normal
sejtekre. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy kivalasztott anyagok keveréke specifikus gatlo
hatassal van a raksejtekre. AK és UK kombinacidjaval torténd kezelés novelte a BBCS3,
PMAIP1 ¢s CDKNL1 expresszidjat, ami az apoptozis indukciojara és a sejtciklus leallasara utal,

mely 6sszhangban van az eddigi eredményeinkkel.
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