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Irodalmi attekintés
A tumorigenezist eloidézo molekularis elvaltozasok

A proliferativ jelatvitel fenntartasa az egyik legfébb jellemzdje a tumorsejteknek. A
normal, egészséges sejtek szigort kontroll alatt tartjak sejtszam homeosztazisukat, ami tobbek
kozott a novekedési faktorok termelését, felszabaditasat foglalja magaban. A transzformalodott
sejtek azonban szamos alternativ utvonalon képesek elkeriilni ezen regulaciot. Ilyen
mechanizmus példaul, hogy maguk termelik sajat novekedési faktor receptoraik ligandumait és
ezaltal autokrin mddon stimuldljak reprodukcidjukat. Tovabbd a rdkos sejtek kiildhetnek
szignalokat a kdrnyez0 sztromaban 1€vo egészséges tarsaiknak, hogy novekedési faktorokat
szintetizdljanak szamukra. Ugyanakkor ismert, hogy a rdkos sejt felszinén megjelend
receptorok szintjének fokozasaval vagy szerkezeti valtozasaival hiperszenzitivvé valnak a
novekedési faktorok érzékelésére és/vagy ligandum jelenléte nélkiili jelatviteli utvonalak
bekapcsolasara.

A fenotipusos plaszticitas értelmében a sejt tulajdonsagai megvaltoztatasaval adaptalodik
a folyamatosan valtoz6 kornyezeti feltételekhez. A tumoros sejtek azonban képesek kikapcsolni
ezen funkcidjukat és teljesen onallova, fiiggetlenné valni a kornyezetiiktol. Az epitelialis-
mezenchimalis atmenet (EMT) a sejtek fenotipusanak epitelidlisbol mesenchymalis tipustiva
torténd megvaltozasat jelenti.

Az anyagcsere megvaltoztatasa is krucidlis a rakos sejtek szamara azért, hogy képesek
legyenek biztositani a féktelen ndvekedéshez és osztodashoz sziikséges ATP energiat,
molekularis épitdkoveket és rdaddsul mindezt rovid 1d6 alatt. Mindemellett az oxidativ Stressz
karos hatasaival szemben is védekeznie kell a sejtnek és mindehhez a transzformalodott sejt
metabolikus szinten adaptalodik.

Kimutattak, hogy az apoptdzis intrinzik Utvonalanak defektusa is hozzéjarul a korlatlan
sejtosztddashoz. Az olyan DNS mutécidkat, amelyek szelektiv novekedési elonyt biztositanak
egy-egy sejt szamara ,,driver” muticioknak nevezziik. Ugyanakkor a ,,passanger” mutéaciok
nem fokozzéak a sejt proliferacios képességét, de megtalalhatéak a rakos sejt genomjaban. A
protoonkogének (pl. PIK3C, MYC, ERBB2) funkcionyeréses mutacidja stimulalja a
sejtnovekedési, osztodasi, valamint talélési folyamatokat, mig a tumorszuppresszor gének (pl.
BRCAL, BRCA2, TP53, PALB2) funkcidvesztéses mutacioja szabalyozza a DNS hibajavitasi,
valamint sejtciklus ellendrzési folyamatokat. Ismert, hogy a hisztonfehérjék N-termindlisan
bekdvetkezd poszt-transzlaciés modositasok (metilacio, acetilacio, ubikvitindcio, foszforilacid)

szintén részt vehetnek a proliferacios, differencidcios vagy sejthalal folyamatokban a hiszton-



metildz és -demetildz enzimek kozvetitésével. Tovabba a nem-kddold mikroRNS-ek is hatassal
vannak a tumorigenezis folyamatdra, ugyanis onkogénként is viselkedhetnek.

Az (j vér- és nyirokerek kialakitasaval a daganatsejtek biztositjak sajat maguk szamara a
tapanyagok és oxigén utanpotlasat, illetve anyagcesere termékeik elszallitasat.

A daganatok progresszidjanak egyik legfobb akaddlya az immunrendszer legydzése,
azonban a transzformalddott sejtek képesek a gazdaszervezet védekezo rendszerét maga mellé
allitani, amely az immunoediting jelenségeként valt ismertté. Harom fazisat kiilonbdztetjiik
meg, amelyek egymast meghatarozott sorrendben kdvetve az aldbbiak: eliminacid, egyensuly,

menekiilés.
Emlétumorokrdl daltalanossagban

Az emldrék a tiidédaganat utan a leggyakoribb rdkos megbetegedés, mig a ndk kdrében
a legelterjedtebb. A mellrak heterogén korképnek mindsiil mind molekularis szinten, mind
terapiara adott valaszreakcioja alapjan. A PAM50 (Prediction Analysis of Microarray 50) teszt
50 gén expresszidja alapjan 6t molekuléris (intrinzik) altipusba — bazalis-jellegli, alacsony
claudin expresszidju, magas HER2 expresszioju, luminalis A- és B tipusok — sorolja a primer
emlétumorokat. Azonban fehérje szintli, immunhisztokémiai csoportositas alapjan

beszélhetiink az igynevezett helyettesitd — surrogate — osztalyozasrol.
Az emlddaganatok terdpidja

A klinikumban alkalmazott valamennyi terapia elsddleges célja az életet veszélyeztetd
korkép teljes egészében vald megsziintetése — kurativ terapia —, vagy amennyiben ez nem
jarhato ut, az életmindség javitasa, illetve meghosszabbitasa — palliativ terapia. A klinikai
orvostudomany fejlodésével a primer tumorok eltdvolitasa is nagyban megvaltozott, ugyanis
napjainkban mar lehetdség van emlékonzervald miitétekre, szemben a teljes mell eltavolitasat
jelentd masztektomiaval. Az Gigynevezett neoadjuvans terapiarol el6szor 1957-ben olvashattak
a szakemberek, amelyet eredetileg a nem metasztatikus és nem operalhatdé emldrak kezelésére
fejlesztettek ki. Ezaltal kisebb mértékli beavatkozas is elegendd, ami a gydgyulasi 1dot is
nagyban felgyorsitja, illetve a beteg lelkivildgara is pozitiv hatassal van, hiszen esztétikailag is
szebb végeredmény kaphatd. Ezzel szemben az adjuvans kemoterapias szereket a paciens a
sebészeti beavatkozast kovetden kapja.

A rakellenes terapiak egyik csoportjaba a nem-célzott sugarterapia sorolhatd. A

sugarterapia indirekten indukal szimpla-vagy duplaszali DNS toréseket a genomban, mig a viz
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radiolizise révén reaktiv oxigén szarmazékok keletkezésével oxidativ stresszt valt ki és indirekt
modon pusztitja el a sejteket.
A masik csoport képviseléi kozé sorolando a targeted terapias eljarasok, a hormon-és

immunterapia.
Immunterapia
Monoklonalis antitestek

A rékellenes terapidk egyik eszkéze a monoklonalis antitestek alkalmazasa. A
monoklonalis immunglobulinok olyan ellenanyagok 6sszessége, amelyek ugyanazt az egyetlen
epitopot ismerik fel az antigénen. Hatdsmechanizmusukat tekintve beszélhetiink a kozvetlen
eliminalasrol azaltal, hogy sejtfelszini receptorok agonistdiként vagy antagonistaiként
viselkedve indukaljdk a tumorsejt apoptozisat. Ugyanakkor az antitesthez citotoxikus dgensek
is konjugalhatok (enzimek, toxin, radioizotop) és igy eredményezik a célsejt pusztuldsat. Az
antitest molekula opszonin funkcidval is rendelkezik, azaz a célsejt felszinén kikotodve
opszonizalja — megjeldli — azt és az immunsejtek aktivacigjat indukalva kozvetetten
eredményez sejthalalt. A sejtfelszini proteinek epitopokat hordoznak az antitestek szamara.
Ilyen fehérje lehet a karcino-embriondlis antigén (CEA), a mezenchimalis epitelidlis tranzicids
faktor (MET), epidermalis ndvekedési faktor receptor 1 (EGFR1 vagy ErbB 1), ErbB2 (HER2),
ErbB3, vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF), inzulin-szerii ndvekedési faktor 1
receptor (IGF1R), adenozin receptor, tumor nekrozis faktor (TNF)-kapcsolt apoptozis-indukald
ligand receptor 1 (TRAIL-R1), TRAIL-R2 ¢és a nuklearis faktor-kappa B ligand receptor
aktivator (RANKL). A HER2 ¢és VEGF tirozin-kinazként jelatviteli utvonalak résztvevdi. A
klinikumban 1997 6ta alkalmazott monoklonalis antitestek humanizalt forméaban vannak jelen
azért, hogy maga a terapias agens ne valtson ki immunreakciot. Ez azt jelenti, hogy a CDR
kivételével human eredetli az antitest minden frakcidja, amelyet rekombinans technikaval
allitanak eld. Klinikai adatokbol ismert, hogy a trastuzumab anti-HER2 antitest csupan a

HER2+ emlédaganatban szenvedd paciensek 35 %-nak biztosit megfeleld terapiat.
Bispecifikus antitestek

A bispecifikus antitestek szemben a konvencionalis ellenanyagokkal két eltéré antigén-
kotohellyel — két Fab karral — rendelkezik egy azon molekulan beliil. Alkalmasak ADCC
indukciojara, midltal az antitest egyik Fab régidja a tumorsejt sejtfelszini receptorahoz, mig

masik Fab régidja az effektor sejtet ismeri fel és hidként funkcional kozottiik. Ugyanakkor az
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emlddaganat terapia részeként alkalmazhat6, mint szamos jelatviteli tvonal inhibitoraként.
Igaz, tobb tanulmany is igazolta, hogy szolid tumorok esetén hatékonysaga joval alacsonyabb,
mint a hematologiai malignitassal 6sszevetve. A TROP2 sejtnovekedési folyamatokat mediald
fehérje overexpresszidja elsdsorban a triplanegativ emldtumor sejtek (TNBC) jellemzoje.
Bispecifikus antitest alkalmazasaval elérheté a TNBC-k T-sejt-fiiggd eliminalasa, ugyanis az

antitest egyik epitdja a T sejt felszini CD3 molekuldja, mig masik a TROP2 sejtfelszini protein.
Rdk elleni vakcina

Szamos tanulmany vizsgalja a dendritikus sejt, egész tumorsejt lizaitum, RNS/DNS ¢és
peptid célpontl neoantigén vakcindk hatékonysagat és biztonsagossagat a tumorterapiaban. A
tumor-asszocialt antigének olyan tumorantigének, amelyek a normal, egészséges sejt felszinén
is megjelennek, de joval alacsonyabb mennyiségben. A neoantigének azonban olyan tumor
antigének, amelyek a tumorsejtek aminosav-kodold szekvenciat érint6 — nem szinonim —
mutaciok fehérjetermékei. Mivel ezen fehérjék a normal sejteken nem expresszalédnak, igy

kivalo terapias célpontta valnak.
Adoptiv sejtterapia

Az adoptiv sejtterapia (adoptive cell therapy, ACT) soran a betegb6l tumor-specifikus T-
limfoctakat, természetes Olosejteket (natural killer — NK) és dendritikus sejteket izolalnak,
felszaporitanak, in vitro koriilmények kozott stimulalnak, majd visszajuttatjak a szervezetbe.
Az ACT els6sorban a citotoxikus CD8+ T-limfocitak izolalasara fokuszal, ugyanis ezek a sejtek
sejtold funkcidjukkal azonnal képesek a célpontok eliminalasara. A CD8+ T-sejtek effektor
funkcioi koze tartozik a gyulladasos citokinek (TNF-a, IFN-y) szekrécioja, apoptozist indukalo
fehérjék (FASL, TRAIL) expressszidja, valamint citotoxikus molekulak felszabaditasaval
perforin-medialt sejtlizis. Az ACT specificitasanak eszkoze olyan autolog T-sejtek
visszajuttatdsa a szervezetbe, amelyek T-sejt receptorai CRISPR/Cas9 technikaval genetikai
modositason estek at. Az MHC (major histocompability complex, f6 hisztokompatibilitasi
komplex) — korlatozas alapjan a T-sejtek csak azokat a peptid szakaszokat ismerik fel, amelyek
MHC molekulakkal alkotnak komplexet. Az ACT hatékonysaga ugy is fokozhatd, hogy a T-
sejtek altali felismerés mechanizmusat a kiméra antigén receptort (chimeric antigen receptor,
CAR) kifejezd limfocitak alkalmazasaval javitjuk. Igy egy gyors és MHC-fiiggetlen T-sejt

aktivacio indukalhato. Emléterapiara iranyuld klinikai vizsgéalatokban RORI1 (receptor tirozin-



kinaz orphan receptor 1), NKG2D (natural killer group 2D) és MUCI sejtfelszini antigénekre
specifikus CAR T-sejteket vizsgaltak.

Trastuzumab hatasmechanizmusa

A human epidermalis névekedeési faktor receptorok

A HER1 (ErbB-1), HER2 (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) és HER4 (ErbB-4) tirozin-kinaz
aktivitassal rendelkez0 human epidermalis ndvekedési faktor receptorok. Sejtndvekedési,
talélési, adhézios, migracios, valamint differencidcios jelatviteli folyamatok szabalyozasaban
vesznek részt. Valamennyi receptor tartalmaz egy ligandumot (ndvekedési faktor) kotd
extracellularis domént (ECD), egy transzmembran lipofil szegmenst és egy intracellularis
tirozin-kinaz domént (kivéve a HER3). A novekedési faktor extracellularis doménhez torténd
kotddése két receptor dimerizéciojat indukalja. Amennyiben két azonos receptor all parba,
homodimerizaciordl, viszont, ha két kilonb6zd, abban az esetben heterodimerizaciorol
beszéliink. Ez a folyamat teszi lehetdvé a tirozin oldallancok transz-autofoszforilaciojat, ezzel
dokkol6 felszint biztositva a downstream jelatvitel soron kdvetkezd elemeinek, amelyek Src

homologia-2 (SH2) vagy foszfotirozin-kot6 (PTB) doménekkel rendelkeznek.
A HER2-pozitiv emlétumorok és a Trastuzumab

A trastuzumab egy humanizalt anti-HER2 IgG1 monoklonalis antitest, amelyet az FDA
1998-ban engedélyezett HER2-pozitiv metasztatikus emlérakos paciensek kezelésére. A tilzott
HER?2 expresszio hatterében a gén amplifikacidja vagy overexpresszio allhat. A HER2-pozitiv
emlddaganatokban a ERBB2 gén akar 25-50 kopiaban is jelen lehet, igy 40-szer 100-szor tobb
HER2 fehérjetermék keletkezik. Az antitest két antigén-koté helye a HER2 receptor
utvonalak aktivaciojat nem csupan receptor dimerizacio valthatja ki, hanem a HER2 monomer
metalloproteinaz altali enzimatikus hasitédasa is egy ECD, egy transzmembran és egy
foszforilalt tirozin-kindz domén egységre, amely utobbit p95-nek neveziink. A membran-kotott
csonka receptor Konstitutiv aktivacioja folyamatosan bekapcsolva tartja a jelatvitelt. A
trastuzumab tobbféle mechanizmus révén képes megakadalyozni a HER2 jelatviteli utvonal
aktivacigjat. A metalloproteinaz gatlasan keresztiil blokkolja a HER2 ECD levalasat, tovabba
képes megakadalyozni a receptorok dimerizacidjat, illetve a trastuzumab-medilt receptor

crer

altali ADCC kivaltasara egyarant.



Trastuzumab-kozvetitett ADCC

Az ADCC a velesziiletett — természetes — immunrendszer altali virus és tumor eliminald
reakcid. Legjellemzobb effektora a természetes 616sejt — natural Killer, NK sejt —, amely a
célsejtet annak felszini receptoraira specifikus antitestek révén ismeri fel, majd lizalja azt.
Nevezetesen a target sejtet opszonizal6 ellenanyag Fc régidja és az azt felismerd NK sejt-Fc
receptorok kozott kialakuld kotés hozza 1étre az iigynevezett immunolodgiai szinapszist (IS),
amelynek célja az effektor sejt iranyitott exocitdzisa a target sejt irdnyaba. A szinapszis
formacid szigoruan szabalyozott 1épések sorozata, amelynek eredménye egy jol strukturalt,
nagyon stabil, szoros sejt-sejt kapcsolat. A cSMAC (central supramolecular activation cluster)
tartalmazza az elsddleges, az interakcid specifikussagat biztosité molekuldkat, mig a pSMAC
(peripheral SMAC) az LFA-1 integrin fehérjéket. Amennyiben befejez6dott a szoros junkcio
formacioja, megindul az effektor sejtekben a mikrotubulus organizalé centrum (MTOC)
szervezddése az IS iranyaba. Az MTOC feladata nyomvonalat biztositani a perforin és granzim-
tartalma citotoxikus vezikulumok szdmdra, amelyek kinezin és dinein-fiiggd modon
kozlekednek a mikrotubulusok mentén az IS fel¢, ahol a granulumok fuzionalnak a
plazmamembrannal. Az IS-be keriilt perforinok nagy méretli, transzmembran porusokat
formalnak utat biztositva a granzimek szamara a célsejt citoszolja felé. A granzimek —
granularis enzimek — sejthalalt indukélé szerin protedzok, amelyek koziil legnagyobb
mennyiségben a granzim A (GzA) ¢és B (GzB) tipusok vannak jelen az NK sejtekben. A GzA
kaszpaz-fiiggetlen sejthalalt indukal, mig a GzB kaszpaz 3,7 -fiiggd €s -fiiggetlen uton is képes

kivaltani a target sejt apoptozisat.



Célkitiizés
Az emlddaganatos megbetegedések a nok korében még napjainkban is a vezetd halalokok
egyike. Szamos terapias eljaras elérheté a betegség kezelésére, példaul a HER2+ malignités
elleni anti-HER2 monoklonalis antitest. A trastuzumab szamos mechanizmus révén képes
megbénitani a tumorsejt korlatlan burjanzasat, amelyek koziil az egyik az NK-sejt-fiiggd
ADCC. Azonban mi arra kerestilk a valaszt, hogy ez a reprodukalhaté trastuzumab-alapu
rendszer tovabb fokozhato-e egyéb FDA altal jovahagyott gyodgyszerhatbanyag hatasaval.
Ennek megvalaszolasara a kdvetkezo kisérletes 1épéseket kivantuk elvégezni:
1. ako-kultarat alkoto target és effektor sejtek megfeleld aranyanak és az inkubacios id6
beallitasat,
2. az ADCC hatékonysag kvantitalasara alkalmas képelemzés-alapt in vitro modszer
optimalizalasat,
3. az ADCC hatékonysagot modulalé vegyliletek azonositdsit egy FDA
molekulakonyvtar szlirésével,
4. az ADCC hatékonysagot befolydsold ,.hit” vegyiiletek validalasat szliréstdl eltérd
technikakkal, valamint

5. a,hit”-ek hatdsmechanizmusanak jellemzését.

Az ADCC felfedezése 1965-re tehetd, igy a kozel hat évtized alatt igen sok részletre fény
deriilt a mechanizmusrol. In vitro koriilmények kozott szamos technika koziil valaszthatunk, ha
az ADCC hatékonysagrol szeretnénk képet kapni. Azonban olyan molekuldris bioldgiai
modszer mai napig nem elérhetd, ami nagy atereszté képességii vizsgalatokhoz alkalmazhato,
azaz nagyszamu vegyiilet egyidejli tesztelésére alkalmas. Ebbdl adodoan igyekeztiink az alabbi
kihivasokat legydzni:

1. a lehetd legkevesebb emberi kdzbeavatkozast igényld6 ADCC protokoll beallitasat,
illetve
2. az NK sejt-kozvetitett citotoxicitas mértékének meghatarozasat fluoreszcens

mikroszkdp haszndlataval.



Modszerek
Sejtvonalak

Valamennyi sejttipus tenyésztése 37 °C-ot, 95 %-os paratartalmat, valamint 5% CO»-t

biztositd inkubatorban tortént. A sejtek mikoplazma-mentességét rendszeresen ellendriztiik.
Electric-cell substrate impedance sensing (ECIS) mérés

Az ECIS kisérletek els6 1épésekéntt a specialis kialakitasu, (8-lyuk 10 aranyelektroddal)
lemezeket1 6raig JIMT-1 médiummal inkubaltam (coating). Ezt kovetden 10° JIMT-1 sejt/lyuk
hozzdadasa kovetkezett, ugyanis ez a sejtszam eredményezett 24 ora elteltével egy egybefiiggd
sejtréteget, melyet az impedancia értékekbol kirajzolodd exponencialis gorbe platd fazisa
jelzett. Ekkor trastuzumab antitest (10 pg/ml, humanizalt anti-HER-2 monoklonalis antitest) és
az NK sejtek kiilonbdz6 aranyt hozzaaddsaval (E:T=1:4, 1:2, 1:1 és 2:1) inditottam el az
ADCC reakciot. A kontroll lyukakba ugyanakkora térfogatd JIMT-1 médium kertilt
trastuzumab és NK sejt jelenléte nélkiil. Az impedancia (I) értékeket az ECIS késziilék 4000
Hz frekvencian és 4 masodpercenként rogzitette. Az ADCC hatékonysag mértékére az
impedancia értékek csokkenésébol kovetkeztettiink, amely egyenesen aranyos a JIMT-1 sejtek

pusztulasaval. Szamitdsaimhoz az alabbi képleteket hasznaltam:
Impedancia csokkenés: It/ Ito,

azaz minden well impedancia értékét viszonyitottam az ADCC kisérlet 0. iddpontjahoz. Az I

az impedancia érték (ohm SI egységben), T az adott id6ponthoz tartoz6 I érték.

Relativ ADCC hatékonysag = Iapcc(r) / Ino abce(T).
ADCC-t modulalo hatéanyagok azonositdsa ,,high-content screening”-gel (HCS)

A 96-lyuka HCS lemezekre JIMT-1 médiumot mértem (50 ul/lyuk). Minden lyukba 10*
JIMT-1 sejtet pipettaztam 75 pl térfogatban. 24 o6raval késobb a JIMT-1, SKBR-3, MDA-
MB468-HER-2 ¢és MKN-7 célsejteket 0,5 pM Calcein-AM festékkel inkubéltam 1 6ran
keresztiil 37 °C-on. A tapfolyadékkal torténd mosast kdvetden 50 pl térfogatban kezeltiik eld
(20 uM, 1 ora, 37 °C) a sejteket az Enzo FDA Approved molekulakdnyvtaraval a Freedom
EVO folyadékkezeld robot segitségével. Ezt kdvetden inditottuk el az ADCC kisérletiinket
2x10* festetlen NK sejt és trastuzumab JIMT-1-hez valé pipettizasaval. Ezaltal a ko-kultrat
100 pl JIMT-1 médium végtérfogatban, E:T=2:1, 10 pg/ml trastuzumab vagy 2 pg/ml
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crer

oran at inkubaltuk. A Calcein-nel festett JIMT-1 sejtek leképezését Opera Phenix High-Content

Analysis berendezéssel végeztiik az ADCC kezdetén (0 ora) és végén (3 ora) (10x szaraz

objektiv, 0,3 numerikus apertiira, nem-konfokalis mod, ex: 488 nm; em: 500-550 nm). Az

ADCC hatékonysag mértékét Harmony szoftverrel hataroztuk meg az alabbi beallitasokkal:
Kalcein-festett JIMT-1 sejtek

A fokuszsikban 1év6 Calcein-pozitiv JIMT-1 sejtek szdmat a ,,Find cells” szoftver modul
segitségével hataroztuk meg (csatorna: calcein; modszer: B; common threshold: 0,39; area: >
600 um?; splitting coefficient: 20,4; individual threshold: 0,16; kontraszt: >0,04). Az SKBR-3
¢s az MDA-MB468-HER-2 sejteket M-moddszerrel detektaltuk (atméré: 40 um, splitting
sensitivity: 0,2; common threshold: 0,2). Az MKN-7 sejtek esetén az M-mddszer hasznalataval
tudtuk legprecizebben megtanitani a szoftvernek a sejtek hollétét, ami alapjan
egyértelmiisithetd azok azonositidsa (atmérd: 40 um; splitting sensitivity: 0,7; common
threshold: 0,19).

JIMT-1 EGFP sejtek

A fokuszsikba esé EGFP-pozitiv objektumok azonositdsat a ,,Find cells” meniipontban

allitottuk be (csatorna: EGFP; mddszer: M; objektum minimum atméréje 80 pum). Ahol a
szoftver sikeresen azonositotta az EGFP+ JIMT-1 sejteket, de lathatéan nem tokéletesen a
sejthatarok mentén, ,,Splitting sensitivity” (értéke 0,5) modul segitségével egy nagyobb EGFP+
tertiletet kisebb egységekre osztottuk, illetve a hattérfluoreszcencia intenzitasat is korrigaltuk a
még pontosabb kép-alapt elemzéshez.

Az ADCC-t tulélo célsejtek szazalékos aranyat az alabbi képlettel hataroztuk meg:
Tuléls sejtek aranya (%) = 100 x (célsejt szamaera / célsejt szamoera)

Azokat a gyogyszerhatoanyagokat tekintettiik ,,hit”-nek, amelyek legalabb 20 %-os eltérést
eredményeztek az ADCC hatékonysagban.

LDH vizsgalat

A JIMT-1 sejteket (4000 sejt/lyuk) 96-lyuku plate-be pipettaztam, majd masnap az
elokezelés 20 uM sunitinibbel vagy azonos higitasi DMSO-val 1 6ran at tortént. Ezt kdvetden
8000 NK sejt keriilt minden lyukba 10 pg/ml trastuzumab-tartalma JIMT-1 médiumban (5%
FBS) és a ko-kulturat 6 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltam. Ezutan a plate centrifugalasaval
(250 g, 4 perc) a feliiltszot atpipettaztam egy Gj 96-lyukt plate-re, majd az LDH reagens
(feliiliszo:LDH reagens = 1:1 = 20 ul/lyuk:20 pl/lyuk) hozzaadasa, és 20 perc elteltével az
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abszorbancia meghatarozasa tortént MultiskanTM FC Microplate fotométer hasznalataval 450

nm-en. A citotoxicitas mértékét az alabbi képlet segitségével szamoltam ki:
Citotoxicitas (%) = 100 x (ODg+1+A — ODEg+T) / (ODT lizatt — OD1),

ahol “E” az effektor sejtek, a “T” a célsejtek, valamint “T lizalt” a lizis pufferrel kezelt JIMT-

1 sejtek optikai denzitasat (OD) jelenti, mig a “T” a trastuzumab antitestre utal.
A sejtmorfologiai jellemzés

A JIMT-1 sejtek morfoldgiai valtozasait 96-lyuktt HCS plate-ben végeztiik, ahol 4000
sejtet pipettaztam minden lyukba. Masnap a sejtek sunitinibbel torténd kezelését kovetden (20
uM, 1 6ra, majd 10 uM, 3 o6ra), JIMT-1 médiumban higitott 1000-szeresen higitott (5 uM)
DRAQS fluoreszcens festékkel inkubaltam 30 percen keresztiil 37 °C-on, majd mosasi 1épés
nélkiil az Opera Phenix High-Content mikroszkop hasznélataval rogzitettiink felvételeket (20x
objektiv; 0,4 numerikus apertara; konfokalis mod). A morfometriai analizishez a Harmony
szoftvert alkalmaztuk. A sejtszamot a ,,Find nuclei” opcidval hataroztuk meg (csatorna: Alexa
633; modszer: B; common threshold: 0,15; area: > 50 um?; splitting coefficient: 11,6; individual
threshold: 0,35; kontraszt: >0,35). Ezt kovetden a sejthatart a ,,Find cytoplasm” paranccsal
hataroztuk meg (csatorna: Alexa 633; moddszer: A; individual threshold: 0,10). A kovetkezd
1épésben a ,,Select Population” meniiben (population: nuclei; mddszer: common filters) a
morfologiai paramétereket listaztattuk a szoftverrel a ,,Calculate Morphology Properties”

meniipontban.
Diszpaz esszé

A JIMT-1 sejtek kezelés hatasara bekovetkezé adhézios képességét 24-lyuku plate-ben
6x10* JIMT-1 sejtet kezeltem 10 uM sunitinib malate-val vagy azonos higitidst DMSO-val 3
oréan keresztiil 37 °C-on. A feliilusz6 leszivasa utan a sejteket jéghideg PBS-sel mostam és 200
ul 0,6 U / ml diszpaz enzimet pipettaztam a lyukakba és 35 percig 37 °C-on inkubaltam. Az
enzim eltavolitdsa utdn a letapadva maradt sejteket 5x mostam 100 ul PBS-sel és 10 % TCA
oldattal fixaltam (4 °C, ¢éjszaka) szulforodamin B (SRB) mérésre. Masnap a plate-t 1x atmostam
PBS oldattal, megszaritottam ¢és 0,4 m/v %-o0s SRB festékkel inkubaltam 10 percig szobahdn.
Az inkubécio letelte utdn 1% ecetsavas mosasi 1épések kovetkeztek, szaritasi 1épés (siiritett
levegdvel, addig, amig teljesen cseppmentessé valt a lyuk, kb. 5 perc), valamint a kotodott
festék 1 mM Tris bazis oldatban torténd felolddsa és 515 nm-en az abszorbancia leolvasasa

Tecan Spark multimode mikroplate miiszerrel.
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Intracelluldris granzim B festés

96-lyuku plate-ben 1x10% JIMT-1 sejtet festettem DMEM / F12 médiumban higitott 5 uM
Cell Tracker Blue festékkel 30 percen keresztiil 37 °C-on. Ezutan a sejteket 2x mostam DMEM
/ F12 médiummal, majd 1 oran at elékezeltem 20 uM sunitinibbel (50 pl/lyuk). Az ADCC
kisérletet az eldkezelést kovetden inditottam el 2x10* NK sejt és 10 pg/ml-tartalmu trastuzumab
JIMT-1 médium célsejtekhez torténd hozzaadasaval (Csunitinib = 10 uM, 50 ul/lyuk). A ko-
kultarat 3 6ran at inkubaltam, majd tripszin / EDTA-s emésztéssel 0sszegyiijtottem és PBS-sel
mostam. A festett JIMT-1 és festetlen NK sejteket ezutan 4 %-os formalinban fixaltam (10 perc,
szobahd) és 0,1 %-0s Triton X-100 oldattal permeabilizaltam (10 perc, szobahd). A mintakat 1
%-0s BSA oldatban blokkoltam 1 6ran at, majd anti-granzim B Alexa Fluor 647 antitesttel
inkubaltam 20 percig szobahdn, s6tétben. A granzim B-pozitiv JIMT-1 sejtek szamat NovoCyte

aramlési citométerrel vizsgaltam.
Citokin szekrécio vizsgalata ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) modszerrel

2x10° CD16.176 V.NK-92 sejtet (10 pg / ml trastuzumab-mentes vagy - tartalma) NK
médiumban 1 pg / ml HER-2-Fc-vel bevont 96-1yuku plate-ben inkubaltuk 24 6ran at, melyet
sunitinib hatéanyaggal is kiegészitettiink (0,01 — 30 uM). Az egynapos kezelést kovetden a sejt-

c gy

Sejtciklus elemzés

A JIMT-1 sejtek tripszines felvalasztasat kovetden jéghideg 70 %-os etanolban fixaltam
30 percig 4 °C-on. A sejtek PBS-sel torténd mosasa utan 1 mg/ml RNaz enzimmel inkubaltuk
(30 perc, 37 °C), majd 5 uM DRAQS festékkel festettiik 30 percig, szobahén. A DNS

mennyiséget NovoCyte aramlasi citométerrel hataroztuk meg.
Western blot

A JIMT-1 sejteket egyszeri PBS-es mosasi 1épést kovetden 150 pl RIPA pufferbe
gyljtottem, melyet 1 % PMSF-el és 1 % PIC-el egészitettem ki. A sejteket szonikalassal tartam
spektrofotométerrel hataroztam meg. A fehérjemintat SDS mintapufferben 95 °C-on 10 percig
foztem, majd 12 %-0s SDS-tartalmu denatural6 poliakrilamid gélen 20 pg fehérjét szeparaltam
méret szerint (80 V, 15 perc; 100 V, 70 perc). A fehérjéket nitrocellul6z membranra

transzferaltuk (blottoltuk; 400 mA, 90 perc). Ezt kdvetden a membranokat 5 %-os sovany

13



tejporban blokkoltam (1 dra, szobahd). Az elsddleges antitesteket 1 %-os sovany tejporban
higitottam és 1 éjszakan at, 4 °C-on billegteton inkubaltam. Masnap a membranokat 0,1 %-0S
Tween20-tartalmtt TBS pufferren mostam (3x10 perc, szobahd), majd a HRP-konjugalt
masodlagos antitesteket 1 %-os sovany tejporban higitottam és 1 oran keresztiil billegteton
hagytam. Az Akt kimutatasahoz a pAkt antitestet enyhe strippeléssel tavolitottam el, majd a
blokkolasi 1épéstdl megismételtem a procedurat az anti-Akt antitesttel. A membranok mosasat
kovetden az un. eldhivasi 1épést ECL-alapu Chemidoc Imaging miiszerrel végeztem és Imagel

szoftverrel kvantitaltuk.
EGFP- t (Enhanced Green Fluorescent Protein) kifejezé JIMT-1 sejtek eloallitiasa

A 80-90%-os konfluencidju HEK293 sejteket az aldbbi négy plazmiddal (10 pg,
1:1:1:1:1): pLP-1, pLP-2, pLP-VSV-G ¢és pWOX -EGFP transzfektaltuk Lipofectamine 3000
kit segitségével. A sejtek feliiliszojat 24 ora elteltével lecseréltiik, majd a lentivirust tartalmazo
médiumot 48 draval a transzfekciot kovetden 0sszegytijtottiik, 0,45 pm-es szlirén atsziirtiik és
8 ng / ml polibrénnel egyiitt a JIMT-1 sejtekhez adtuk. Ot nappal a virusos transzdukci6 utdn
az EGFP-t kifejez6 sejteket FACS segitségével valogattuk ki és tenyésztettiik tovabb, illetve
fagyasztottuk le.

Sejthalal vizsgdlata 3D JIMT-1 szferoid modellben

2x10%/lyuk JIMT-1-EGFP sejtet 96-lyuku plate-be helyeztiink, melyet eldzetesen 0,5 %-
os agardz oldattal vontunk be, hogy egy U-alju sejttaszité feliiletet kapjunk és 3 napon keresztiil
folyamatosan ellendriztiik a szferoidok megjelenését (méret, alak). A kialakult szferoidokat
tiveg-alju Cell Carrier-Ultra 96-lyuka plate-re transzferaltuk, melyet korabban 0,5 % -0S
Pluronic-F127-oldattal inkubaltunk (45 perc, szobahd). A JIMT-1 szferoidokat 20 uM
sunitinib-bel kezeltiik el6 1 oran at, majd a 10 uM Cell Tracker Blue-val megfestett NK sejtek
(E:T = 20:1), valamint a trastuzumab ellenanyag (10 pg/ml) hozzédadasaval elinditottuk az
ADCC Kkisérletet (24 ora, 37 °C). 24 ora elteltével a ko-kultarat Annexin V-Alexa Fluor 647
fluoreszcens konjugatummal inkubaltuk (1 6ra, 37 °C). A mikroszkopos felvételeket Opera
Phenix konfokalis mikroszkoppal rogzitettiik (10x objektiv; 0,3 numerikus apertira, konfokalis
mod; EGFP: ex. 488 nm, em. 500-550 nm; Alexa647: ex. 640 nm, em. 650-760 nm). A
felvételeket a Harmony szoftverrel elemeztiik az alabbiakban felsoroltak alapjan. A
szferoidokat a JIMT-1 sejtek EGFP fluoreszcenciaja alapjan azonositottuk a ,,Find texture”

opcidval, valamint méret szerinti sziiréssel (> 25 000). A latotér sz¢éli objektumokat a ,,Select
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population” meniipont segitségével tavolitottuk el az elemzésbdl. Az Annexin festédésii
(apoptotikus) sejtek a szferoidok periférikus régidiban tiintek fel, ezért az un. apoptotikus gytrii
régioban megmértiik az Annexin fluoreszcencia intenzitasat a ,,Select region” (kiilsé hatar —

90%) modul segitségével.
Intracelluldaris LC3B festés

A JIMT-1 sejteket (1x10* sejt/lyuk) a kezeléseket kovetden PBS-sel mostam, majd- 20
°C-o0s metanollal inkubaltam 30 percen at. A fixalas utan, a sejteket mostam, majd 0,1 %-0s
Triton X-100 oldattal permeabilizaltam (10 perc, szobahd), késdbb 1 %-0s BSA-ban
blokkoltam (1 dra, szobahd). Az anti-LC3B ellenanyaggal (500x 1% BSA-ban) 1 éjszakan at
inkubaltam a sejteket 4 °C-on. Masnap a mosasi 1épéseket kovetéen 1 % BSA-ban higitott 1 ug
/ ml DAPI-val és masodlagos antitesttel (kecske anti-nyal IgG Alexa Fluor 647, 1000x)
inkubéltam (1 6ra, szobahd, letakarva) a sejteket. A mikroszkopizalast Opera Phenix konfokalis
mikroszkdppal végeztem (40x immerzios objektiv; 1,1 numerikus apertira; DAPI: ex. 405 nm,
ex. 435-480 nm; Alexa647: ex. 647; em. 650-760 nm). A sejtenkénti spot-ok szamat az alabbi
beallitdsokkal hataroztuk meg Harmony szoftverrel. Els6 1épésben a sejteket a DAPI festddés
alapjan azonositottuk a ,,Find nuclei” meniipontban (csatorna: DAPI; C mdd; common
threshold: 0,2; area: > 60 um?; splitting coefficient: 9,0; individual threshold: 0,2; kontraszt:
0,15; output population: nuclei). A ,Filter image” opcidt hasznalva a hattér intenzitast
csOkkentettiik (csatorna: Alexa647; mod: Smoothing; filter: Gaussian; width: 10 px; output
image: smoothed 647). A sejthatarokat a ,,Find cytoplasm” meniipontban azonositottuk
(csatorna: Smoothed 647; mod: F; membran csatorna: Plane Map Alexa488; individual
threshold: 0,05). A latotér szélére esd objektumokat ,,Select population” (populacio: nuclei;
mod: common filters with deletion the border objects; region: cell) is eltavolitottuk. A spot-kat
a,,Find spots” modullal azonositottuk (csatorna: Alexa647; ROI: cells [removed border objects]
and cell; mod: C; radius: < 4 px; kontraszt: > 0,18; uncorrected spot to region intensity: >1,7;
tavolsag: > 1 px; spot peak radius: 0,5 px with calculate spot properties; output population:
spots). Végezetiil a spot-ok fluoreszcencia intenzitasat hataroztuk meg a ,,Calculate intensity
properties 1,2 and 3” (csatorna Alexa 647; populacid: cells (removed border objects), region:

spots [1]; spot maxima [2] és spot borders [3]; mdd: standard [1, 2, 3]; quantile fraction 50%).
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HER-2 immunfestés

A JIMT-1 médiummal bevont 96-lyuka HCS plate-be 1x10%/lyuk JIMT-1 sejtet 20 pM
sunitinibbel kezeltem el6 1 6rén at, melyet 10 pg / ml Alexa Fluor647-konjugalt trastuzumab-
tartalmi médiummal 10 pM Kkoncentracidra higitottam és 3 oOran keresztiil higitottam. Az
inkubdacio utan a sejtek PBS-es mosason, majd fixalason (4 % formalin, 10 perc, szobahd) estek
at. A permeabilizalasi 1épésben - 20 °C-0s 100 % metanolban alltak a sejtek 10 percig. Az
alkohol eltavolitasa utan 1 %-o0s BSA oldattal torténd blokkolas kovetkezett (1 6ra, szobahd),
majd az elsddleges anti-B-aktin ellenanyaggal (5000x, 1 ora, szobahd) valé inkubalas. A nem
kotodott antitesteket mosasi 1épéssel tavolitottam el, amely utan a masodlagos anti-egér Alexa
Fluor488 (1000x) antitesttel inkubaltam a sejteket 1 6ran at. Ujabb mosasi 1épést kovetden
DAPI (1 pg / ml, 10 perc, szobahd, letakarva) festéssel jeldltem a sejtmagokat, amely utdn
szintén egy mosasi 1épés kovetkezett. A felvételeket Opera Phenix HCS mikroszkoppal

végeztik (20x levegds objektiv; 0,4 numerikus apertira, nem-konfokalis mod).
Statisztikai elemzés

Az adatokat legalabb harom egymastol fliggetlen kisérlet eredményei alapjan mutatom
be (atlagtSEM). A normalitas-elemzéshez a Shapiro-Wilk tesztet hasznaltuk. Amennyiben az
adatok nem mutattak normalis eloszlast, Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztunk Dunn-féle poszt-
hoc teszttel. Ahol normalis eloszlastak voltak az adatok, egyutas ANOV A-t hasznaltunk Sidak-
vagy Dunnett-poszt-hoc teszttel kiegészitve, mig kétutas ANOVA esetén Tukey-poszt-hoc
tesztet. A p<0,05 értéket tekintettiik szignifikéns eltérésnek. Valamennyi statisztikai analizist
GraphPad Prism 8.0.1 szoftverrel (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) végeztiik.
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Eredmények

ADCC paramétereinek bedllitasa ECIS modszerrel

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az alkalmazott effektor - target sejt aranyok
(E : T=1:4, 1:2, 1:1 és 2:1) ) eltér6, ugyanakkor szignifikins ADCC hatékonysagot
eredményeztek. Tovabba azt is megtudtuk, hogy elegendé a 3 oras inkubécios idén beliil

maradnunk.
HCS esszé optimalizalasa ADCC vizsgalatara

Bar az ECIS nagy szenzitivitassal rendelkezd, megbizhatdo mérémiiszer, az intézetlinkben
1évo késziilék csupan 16 well-es kisérletekre alkalmas. Ezért az ECIS soran alkalmazott
kisérletes paramétercket atiiltettiik egy high-throughput screening-re (HTS) optimalizalt
mikroszkoprendszerre. Az ADCC hatékonysagot ezaltal kép-alapu elemzéssel végeztiik, ahol a
JIMT-1 sejteket kalcein-acetoximetil (kalcein-AM) festékkel jeloltik, mig az NK sejteket
festetleniil adtuk a ko-kulturahoz. A statisztikai kiértékelés alapjan elmondhatjuk, hogy 2:1 E:T
arany 3 ora alatt eredményezett olyan mértékii JIMT-1 sejt pusztuldst, amelyet felhasznalva

ADCC aktivatorokat vagy inhibitorokat is azonosithatunk a szlirés alkalmaval.

ADCC hatékonysdagot csékkentd hatéanyagok azonositisa high-content screening (HCS)

esszével

A HCS essz¢ alatt egy 774 gyogyszerhatdanyagot tartalmazd molekula konyvtarral
inkubaltuk az ADCC ko-kulturankat. Az NK sejtek szignifikans JIMT-1 sejthalalt indukaltak
(a 10 plate-ben mért sejthalal atlaga 56 %). Hat komponens valtott ki dnmagaban (NK sejt
hozzaadasa nélkiil) 20 %-nal magasabb JIMT-1 citotoxicitast. Ezen tilmenden egyik vizsgalt
vegyiilet sem fokozta az ADCC hatékonysagot a DMSO oldészer kontrollhoz képest, azonban
négy vegyiilet (hit; vinkrisztin, kolhicin, podofillotoxin és sunitinib) nyujtott legalabb 20 %-0s

védelmet az ADCC-vel szemben.

Az ADCC hatékonysag mértékét csokkento hit-ek gatlo hatdisanak megerdsitése kalcein

festéssel

A sziirés megbizhatosaganak ellendrzése érdekében megerdsitd méréseket végeztiink az
ADCC inhibitoraival. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a négy
gyogyszerhatdanyag gatld hatdsa reprodukalhatoé (10 pM koncentracio).
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A HCS-alapi ADCC esszé tovabbfejlesztése EGFP-t kifejezd célsejtek alkalmazdsdval

Tizenkilenc kiilonb6zd vegyiilet — valamint DMSO, mint oldészer kontroll — négy
példanyban volt jelen a 96-lyuku plate-n. A hatéanyagok kozott szerepelt az a harom
mikrotubulus gatloszer (colchicine, vincristine and podophyllotoxin) is — az esszé pozitiv
kontrolljainként —, amelyeket ADCC-t gatlo szerként azonositottunk a kalcein-festésen alapuld
HCS kisérleteinkben.

A transzdukalt JIMT-1 sejtek 488 nm-es hulliamhosszon torténd gerjesztésiik alapjan
egyértelmiien elkiilonithetéek a nem-fluoreszkaldé NK sejtekt6l. Eredményeink alapjan
kijelenthetjiik, hogy az NK sejtek-indukalta sejtpusztulas (50 % ,,+ NK csoportban)
reprodukalhatoéan detektalhat6 az altalunk optimalizalt rendszerben. A megismételhetdségre a
harom kordbban mar ,hit”-ként azonositott mikrotubulus gatloszer ujbdli azonositdsa enged
kovetkeztetni, ugyanakkor 6nmagaban egyik szer sem indukalt citotoxikus reakciot a ,,— NK”
csoportban.

A HCS kisérletek kozos jellemzdje, hogy a sziiréssel azonositott vegyiiletek hatasanak
megerdsitését egy eltérd technikaval kell igazolni ®. Ehhez az ADCC kvantitalasa hasznélt
gond standard moédszert, az ECIS-t valasztottuk a kordbban mar ismertetett kisérletes
paraméterekkel. Valamennyi esetben 2 : 1 E T arany 50 % koriili JIMT-1 apoptdzist

eredményezett, amely a ,,hit”-ek jelenlétében markansan visszaesett.
A sunitinib hatdasanak megerositése LDH és ECIS modszerekkel

A mikrotubulus organizaciot megbénitd szerekrdl szerzett ismereteink alapjan, Ugy
dontottiink, hogy a késdbbiekben a tobb célpontl tirozin-kindz inhibitor, a sunitinib gatld
hatdsanak tanulmanyozasara fokuszalunk. Elsd 1épésben a sziirési protokoll hasznélataval
ellendriztiik a szer inhibitor hatdsanak reprodukélhatosagat. A mérési adatok nem csupan a
gatlo hatast erdsitették meg, hanem egy koncentracio-fliggé ADCC hatékonysagot igazoltak. A
kalcein festésen til LDH felszabadulast mérd, illetve ECIS technika segitségével is igazoltuk
az ADCC reakcid soran tapasztalhato JIMT-1 sejt rezisztenciat sunitinib kezelés mellett. A
laktat-dehidrogenaz enzim valamennyi sejtiink citoplazméjaban fellelhetd, amely a sériilt
membranon keresztiil kijut a sejtbol, igy in vitro kisérletes koriilmények kozott feliiliszobol
detektalhat6. Az LDH, illetve az impedancia-alapti ECIS moddszer is egyértelmtien kimutatta a

sunitinib jelenlétében megfigyelhetd csokkenést az ADCC hatékonysagban.
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A sunitinib az ADCC pan inhibitora

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a sunitinib hatdsa nem korlatozodik-e egyetlen
célsejtvonalra (JIMT-1), ezért tovabbi harom HER2-pozitiv tumorsejtvonalon is elvégeztiik a
trastuzumab-kozvetitett ADCC reakciot. Az SKBR3, valamint az MKN7 sejtvonalak endogén,
mig az MDA-MB-468 sejtvonal exogén HER2-pozitivitdsuak. A célsejtek életképességét
kalcein-festéssel és HCS mikroszkoppal mértiik. Az adatok kiértékelését kovetéen
kijelenthetjiik, hogy a sunitinib inhibitor hatasa nem JIMT-1 sejt specifikus.

Arra is szerettiink volna valaszt kapni, hogy a korabban tapasztalt gatlé hatas
megfigyelheté-e abban az esetben, ha anti-EGFR ellenanyaggal indukaljuk az ADCC-t, ezért
végeztiink olyan in vitro kisérletet is, ahol cetuximab antitestettel inkubaltuk a JIMT-1 és NK
sejtekbdl allo ko-kultarat. A kalcein-festékkel jelolt JIMT-1 sejtek szamat fluoreszcens
mikroszkdppal hataroztuk meg, amelynek eredménye alapjan megbizonyosodhattunk arrdl,

hogy a gatlé hatas tovabbra is fennall.
A sunitinib gdtolja az NK sejtek aktivdcidjat

Az ADCC reakcidban a granzim B az egyik olyan citotoxikus molekula, amely az NK
sejtek granulumaibol irdnyitott exocitdzissal az immunoldgiai szinapszisba {iriil. Ez¢ért &ramlési
citometriaval megvizsgaltuk, hogy a sunitinib befolyasolja-e ezen a granzim B felszabadulasat.
Méréseink alapjan elmondhato, hogy a granzim B bejut a JIMT-1 sejtekbe, tovabba a sunitinib
csokkentette a granzim B—pozitiv JIMT-1 sejtek aranyat a ADCC-DMSO kontrollhoz képest.

Ismert, hogy az NK sejtek altal szekretalt interferon-y (IFN-y) citokin szamos
immunologiai reakciot indit el. Az IFN-y felelds ugyanis a daganatos sejtek proliferacio
gatlasaért vagy akar apoptotikus folyamatok elinditasaért. Ezért az NK sejtek IFN-y — mint
HER-2-Fc komplex-szel indukaltuk a target JIMT-1 sejt jelenléte nélkiil. A kolorimetrias mérés
eredménye alapjan kijelenthetd, hogy a sunitinib géatolta az NK sejt aktivaciora utald citokin
eredményeinkkel.

Elvégeztiink olyan kisérletet is, ahol csak a JIMT-1 vagy az NK sejt kapott kezelést, majd
mosasi 1épés utan inditottuk el az ADCC ko-kultarat. Az ADCC hatékonysagat kalcein-festéses

mikroszkopos eljarassal kovettiik nyomon.
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A sunitinib modositia a JIMT-1 sejtek fenotipusdt és adhézios képességét

Miutan az adhézids szignalizacid befolyasolhatja a sejthalal folyamatok szabalyozasat,
felmeriil, hogy a sunitinib ennek révén is beavatkozhat az ADCC reakcidba. Ezért a sunitinibbel
kezelt JIMT-1 sejteket Draq5 fluoreszcens festékkel jeldltiik, majd HCS mikroszkoppal
vizsgaltuk a morfologiai elvaltozast. A DRAQS egy membran permedbilis, duplaszala DNS-
hez sztdchiometrikusan kotddd fluoreszcens festék, amely a gyartdcég szerint joval kisebb
affinitassal, de kotédik az RNS-hez is. Mivel a citoplazma bévelkedik RNS-ben, igy azt
megfestve, vizsgalhato a sejtmorfologia megfeleld gerjesztés mellett. Méréseink ravilagitottak
arra, hogy a sunitinib szignifikans sejtméret novekedést indukal.

Tovabba megvizsgaltuk, hogy a hogyan valtozik a ADCC target sejtjeinek adhézidja
sunitinib kezelés hatdsara. A kisérlet sordn a sunitinibbel inkubalt JIMT-1 sejteket diszpaz
emésztéssel egybekotott SRB esszével vizsgaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kezelés

kovetkeztében markansan tobb JIMT-1 sejt tapadt a lemez felszinéhez.
A sunitinib kezelés csokkenti a sejtfelszini HER-2 kifejezodését

A trastuzumab-fiiggéd NK sejtes ADCC egyik kulcsmolekulaja a HER2 sejtfelszini
receptor. Ebbdl kdvetkezik, hogy a HER2 sejtfelszini denzitasa nagymértékben befolyasolja az
ADCC hatékonysag mértékét. Mivel ismert a receptor recirkulacié jelensége 994959697
amelynek lényege, hogy a sejt folyamatosan ,utaztatja” a receptorait a sejtfelszini és a
citoplazmatikus régiok kozott, felmeriilt benniink annak lehetésége, hogy a sunitinib
felgyorsitja a HER2 receptor internaliziciojat, ezzel csokkentve a trastuzumab sejtfelszini
targetjét, amely végiil az ADCC eldli menekiiléshez vezet. Ennek kideritésére a JIMT-1 sejtek
HER?2 lokalizacidjat immuncitokémiai vizsgalattal tanulméanyoztuk. A kisérlet soran Alexa
Fluor 647 festékkel konjugalt trastuzumab antitesttel inkubaltuk a JIMT-1 sejteket, amely
Kimutatta a sejtek HER-2 expressziobeli heterogenitasat, ugyanis a mikroszkopos felvételek
markans csokkenést jeleztek a sejtfelszini receptor denzitasban. Ugyanakkor Western blot-tal

igazoltuk, hogy a sunitinib-nek nincs hatasa a total HER-2 expressziora.
A sunitinib gdtolja a sejtciklust

A HER?2 az epidermalis novekedési faktor receptorcsalad tagja, amely a sejtosztodast
iranyitd jelatviteli utvonal elsé résztvevdje. Amennyiben redukalodik a sejtfelszini HER2
receptorok szdma, belathatd, hogy a sejtproliferaci6 mértéke is visszaszorul. Ezért
megvizsgaltuk, hogy az altalunk alkalmazott sunitinib koncentracié és inkubacios ido,

eredményez-e barmiféle valtozast a sejtciklusban. A sunitinib kezelést kovetden, a JIMT-1
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sejtek DNS mennyiségét RNaz A enzimmel, majd DRAQS5 duplaszala DNS-t jel6lo
fluoreszcens festékkel inkubalva, aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Méréseink ravilagitottak
arra, hogy az ADCC soran alkalmazott 4 6réan at tarté inkubacios idé nem befolyasolja a sejtek
osztodasat. Azonban a 24 oras kezelés mar megemeli a GO/G1 fazisban rekedt JIMT-1 sejtek,

ugyanakkor csokkenti az S szakaszban 1évé tumorsejtek szamat (4 6ra sun — 24 6ra sun).
A sunitinib autofdgiat indukadl a JIMT-1 sejtekben

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az autofagia egy lehetséges menekiilési utvonal az NK
sejt-medialt sejtlizis el6l. Az ADCC soran ugyanis az immunoldgiai szinapszisba iriilé
természetes 6losejt-eredetli granzim b degradalddik a target sejten beliil az autofagoszomalis
uton. Ezért megvizsgaltuk, hogy a sunitinib vajon indukal-¢ autofagiat a JIMT-1 sejtekben. Az
LC3B-II az autofagia markere, amely a citoszolikus LC3B-I és a foszfatidil-etanolamin
markert western blot technikaval vizsgaltuk, ami kimutatta, hogy sunitinib-kezelt sejtekben
megemelkedett az LC3B-II mennyisége. Az autofagoszomakat az immuncitokémiai
mikroszkopos felvételeken is lathatjuk, amelyeket az LC3B-II pontok jeldlnek. Az elemzés
alapjan elmondhatjuk, hogy a sunitinib kezelés hatasara az LC3B-I1-pozitiv objektumok szdma

markansan megemelkedett.
A sunitinib ADCC rezisztencidat biztosit 3D szferoid modellben

A 3D in vitro kisérletek némiképp kozelebb allnak az in vivo helyzethez, mint a 2D sejtes
kisérletek. Ezért transzdukcios és transzfekcios 1épésekkel EGFP-t expresszald JIMT-1 sejteket
hoztunk 1étre, amelyeket szferoidok tenyésztésére hasznaltunk fel. Az NK sejtek hozzaadéasa a
JIMT-1 szferoidokhoz a tumorsejtek pusztuldsat eredményezte, hasonldéan a 2D ko-kultara
esetén. A sejthaldl mértékét Annexin V festddés alapjan hatdroztuk meg mikroszkopos
csoportosulnak, ezaltal egy gylrli régiot kialakitva. A szeferoid kezelése sunitinib-bel
csokkentette az Annexin V-festddésii sejtek megjelenését a 3D objektumokban.

Irodalmi adatok tdmasztjak ald, hogy az integrinek az adhézids funkcidjukon tul Iényeges
szerepet toltenek be a sejt tulélési folyamataiban. Koztudott ugyanis, hogy emlédaganatos
korképekben az integrin jelatvitel gatlasa az apoptotikus folyamatok megakadalyozasat idézi
el6. Ezen adatokbol kiindulva, kivancsiak voltunk arra, hogy ha az adhéziés szignalizaciod
gatlasa, az megsziinteti-e a sunitnib-okozta rezisztenciat az ADCC reakcioval szemben. A

sejttenyészté edényeket Pluronic F-127 oldattal vontuk be, amely megakadalyozza az adherens
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sejtek letapadasat. Eredményeink ravilagitottak arra, hogy nincs kiilonbség az adherens ¢és a
szuszpenziés ADCC hatékonysagot illetden, ugyanis a sunitinib gatlo tulajdonsaga tovabbra is

tapasztalhato.
A sunitinib nem indukalt Akt foszforilaciot a JIMT-1 sejtekben

A receptor tirozin kindzok (RTK) a daganatos korképek kialakulasdnak kulcsfontossagu
iranyitjak. Az Akt egy szerin/treonin specifikus protein kindz, amely az RTK tutvonal
kozvetitéje. Ugyanakkor azt is tudjuk, hogy az Akt fehérje az integrinek altal elinditott
jelatviteli folyamatok centralis reguldtora is. A fehérje aktivacidjara annak foszforilalt
formdjanak megjelenése utal, amit Western blot mddszerrel vizsgaltunk. Eredményeink

bizonyitottdk, hogy a sunitinib kezelés nincs hatassal az Akt foszforilaciora.
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Osszefoglalas

Az NK sejtek altal végrehajtott ADCC egyik legjelentésebb mechanizmusa a
trastuzumab-fiigg6 HER2+ eml6rak sejtek eliminalasa. A disszertaciom alapjaul szolgald
kozlemények molekulakonyvtar sziirésére alkalmas, in vitro ADCC modell optimalizasara és
jellemzésére iranyultak. Ezen tilmenden szerettik volna jobban megérteni az ADCC-t
befolyasoldé mechanizmusokat.

A 774 FDA Aéltal engedélyezett vegylilet — a jeldletlen effektor NK sejtek és kalceinnel
megfestett JIMT-1 célsejtekbdl allo ko-kultara — HCS technikaval torténd tesztelésével, négy
olyan hatéanyagot sikeriilt azonositani, amelyek csokkentették az ADCC hatékonysagat.
Ugyanakkor hét molekula esetén tapasztaltunk JIMT-1 sejtekre iranyuld citotoxicitast. A
kolkicin, a podopfillotoxin és a vinkrisztin mikrotubulus polimerizacidt gatlo szerek, ami
magyarazza a tapasztalt ADCC gatldo hatast. Az inhibitorok ugyanis blokkoljak az
immunologiai szinapszis 1étrejottét, tovabba szintén negativ hatast gyakorolnak az
intracellularis vezikularis transzport folyamatokra, igy az exocitotikus 1épésekre is. Az irodalmi
adatok alapjan a negyedik hatéanyagra fokuszaltunk, amely a tobb célpontu receptor tirozin-
kinaz inhibitor (RTKI), a sunitinib. A sunitinib JIMT-1 sejtekre gyakorolt citoprotektiv hatasat
LDH felszabadulas mérésével és ECIS modszerrel is igazoltuk. Az RTKI ADCC-re gyakorolt
gatlo hatasat sikeriilt tovabbi HER2+ sejtvonalakon, illetve anti-HER1 antitest jelenlétében is
alatamasztani. Ez mind arra utal, hogy megfigyeléseink nem korlatozédnak csupan a JIMT-1
sejtre vagy a HER2 receptorra. Az NK sejtfunkciokat granzim b felszabadulasuk és IFN-y
szekréciojuk alapjan vizsgaltuk, és mind a két esetben csokkent aktivaciot detektalhattunk.
Kisérleteinkkel ravilagitottunk a sunitinib fenotipust modulald, HER?2 sejtfelszini kifejezédését
csokkentd, valamint autofagiat indukalo hatasaira is. Ugyanakkor a sunitinib gatolta a JIMT-1
sejtek apoptozisat 3D szferoid modellben, illetve szuszpenziés ADCC ko-kultaraban is.

Az ADCC-t befolyasold hatéanyagok azonositasara szolgald tovabbfejlesztett HCS
esszében EGFP-vel transzdukalt JIMT-1 sejtekkel dolgoztunk. Célunk az volt, hogy a lehetd
legkevesebb emberi tényezd befolydsolja az ADCC-t, amelynek majdnem minden Iépése
automatizalt beleértve a kezelési és elemzési 1€péseket.

Osszefoglalva elmondhatom, hogy a kalcein festésen alapulé modszerrel azonositottunk
egy 1) ADCC-t gatld szert, a sunitinibet. Ennek jelentdsége az, hogy a sunitinib negativan
befolydsolhatja a trastuzumab altal kozvetitett ADCC terapiat emlddaganatos betegeknél.
Ugyanakkor az EGFP-t expresszalo célsejtek detektalasara épiilé modszerrel kidolgoztunk egy

egyszerilibb, gyorsabb és megbizhat6 uj ADCC sziirési technikat.
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