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3 Bevezetés

A tlidorak utdn az emlddaganatos korkép szedi legtobb aldozatat szerte a vildgon. Az
elsésorban noket ¢érintd, korlatlan sejtosztodassal jard megbetegedés szamos tipusat
kiilonboztetjiik meg mind genetikai, mind fehérje expresszids profiljuk alapjan. Az emlétumor
tipusa nagymértékben befolyasolja a megfeleld terapia kivalasztasat, ami lehet sugar-, kemo-,
immunterapia vagy ezek kombinacidja. A trastuzumab anti-HER2 humanizalt monoklonalis
antitest, amelyet mar a 2000-es évek elOtt bevezettek a klinikai gyakorlatba a HER2+
emlddaganatok kezelésére. Tumorellenes hatdsat igen széles skalan fejti ki ugy, mint a HER2
receptor tirozin-kinaz dimerizacidjanak gatlasaval vagy az immunrendszer citotoxikus sejtjei
altal vezérelt antitest-fliggd sejtes citotoxicitas (ADCC) altal. Ilyen sejt6l6 hatast immunsejtek
a természetes 6ldsejtek, masnéven az NK sejtek. A trastuzumab, mint egy hig ugy kapcsolja
Ossze a HER2+ tumorsejtet az effektor sejttel — annak CD16 receptoran keresztiil — és igy teszi
lehetévé, hogy kialakuljon az immunologiai szinapszis. Az immunsejt pedig ebbe a térbe {iriti
perforin-és granzim-tartalmi granulumait iranyitott exocitdzissal és indukalja a tumorsejt
apoptoézisat.

A nagy ateresztd képességli vizsgalatok alkalmaval lehetdség nyilik szimultan tobb szdz,
ezer vagy millid vegyiilet tesztelésére egy jol beallitott in vitro rendszerben. Az ugynevezett
drug repurposing a konyvtarsziirések azon fajtaja, amikor kereskedelmi forgalomban 1évo
hatoanyagoknak keresiink 11j, eddig nem ismert terapias hatasat.

A HER?2 receptort célzo trastuzumab terapia csupan az esetek csekély szazalékaban valt
ki kedvezd hatast az anti-HER2 ellenanyag ellen kialakuld rezisztencia kovetkeztében.
Azonban az ADCC-t indukal¢ funkciéja eredményes. Eppen ezért a disszertaciom 6 témaja a
klinikai gyakorlatban rendszeresen alkalmazott trastuzumab altal kozvetitett ADCC reakciot

fokozo gyogyszerhatdanyagok azonositasa drug repurposing segitségével.
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4 Irodalmi attekintés
4.1 Onkologiai alapfogalmak

., Az egész nagyobb, mint a részek sszessége.”’

Arisztotelész (i.e. 384 - 322)

Az Okori gordg filozofus hires idézete az onkoldgia teriiletén is megallja a helyét, amely
sz6 a gordg oncos (tdmeg, tumor) és 10gosz (tan) szavak Osszeolvadasabol ered 1234, Bar
Arisztotelész még nem talalkozhatott a tumorigenezis fogalmaval, ma mar tudjuk, hogy a
tumoros transzformdacidt az intra-és extracellularis folyamatok tobbszintli meghibasodésa
eredményezi. Az én olvasatomban ezt a mondatot Ugy értelmezhetjiik, hogy az elméleti és a
klinikai orvostudomany szakembereinek egyiittmiikodése elengedhetetlen egy-egy sikeres
terapias eljaras kidolgozasahoz. Bar a molekularis mechanizmusrél egyre tobbet tudunk, de
még a mai napig is vannak megvalaszolatlan kérdések, azaz vannak olyan részek, amelyek még
mindig hidnyoznak az egész megértéséhez.

A rék kialakulasa tobblépcsds folyamat, amely a normal egészséges sejtek atalakulasahoz
(transzformacid) vezet. A gének legalabb harom csoportja jatszik fontos szerepet a tumor
iniciacidban, ezek a proto-onkogének, a tumorszuppresszor gének és a DNS hibajavito
mMechanizmusait iranyit6é gének. Ezen genetikai elemeket érintd mutéaciok, amplifikaciok vagy
deléciok eredményezik a tumorsejtre jellemz6 szabalyozatlan sejtndvekedést és differencidciot
®. A karcinogének vagy inicatorok olyan faktorok, amelyek ezeket a folyamatokat elinditva
vezetnek a rakos korkép patogeneziséhez, ezt nevezziik karcinogenezisnek °'. A
karcinogenezis 1ényegében még csupan egy sejtet érint, amely mutaciokat felhalmozva rakos
Ossejtté (cancer stem cell, CSC) valik. A CSC hasonl6 tulajdonsagokkal redelkezik, mint a
normal éssejt, azaz képes szimmetrikus — 6nmegtjitd —, illetve aszimmetrikus — differenciacios
folyamatat produkalja, ami mar kontrollalatlanul proliferalé sejtek halmazat foglalja magaban
® Megkiilonboztetiink jo- és rosszindulaté daganatokat a proliferacios és invazios képességiik
alapjan. A benignus vagyis a jéindulati tumorokra jellemzd a relative lassan osztodo sejttomeg,
amely fizikailag jol koriilhatarolhato és a kornyezd vagy tavoli szovetekre nem atterjedd. Ezzel
szemben a malignus, azaz rosszindulati rakos megbetegedés esetén nagyon gyors proliferacio

és a sejtek testszerte valo megjelenése jellemzd 0.
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4.2 A tumorigenezist eldidézé molekuldris elviltozasok

Egy 2016-ban megjelent tanulmany szerint a daganatos megbetegedések mar kozel 2
millié éve sujtjak az emberiséget. Az elsé irasos feljegyzés 1775-ben jelent meg, amely
Osszefiiggést ir le a kéményseprok korommal val6 kitettsége és a herezacsko rak megjelenése
kozott M.

Proliferativ jelatvitel Novekedést szuppresszalo
fenntartasa folyamatok elkeriilése

ﬂ m Epigenetikai moddositasok

Immunrendszer
kikeriilése

Fenotipusos plaszticitas
elvesztése

Metabolikus utvonalak
deregluacidja

Sejthaldllal szembeni SR T
rezisztencia
Genom instabilitds és 3 Gvulladas
mutaciok felhalmozéasa o
Szeneszcens sejtek Qﬂ Polimorf mikrobiom

I:fjabb érhaldzat indukalasa Invazio és metasztazis

1. dbra A tumorsejtek altalanos jellemzo6i
A rak olyan megbetegedés, amely testszerte barhol felbukkanhat és ebb6l adédoan egy igen heterogén
korképrol beszélhetiink. A szoveti kornyezettdl fiiggetleniil azonban a daganatos szovetet felépité rakos
sejtek olyan molekularis (pl. mutaciok), fenotipusos (pl. fenotipusos plaszticitas: EMT) és funkcionalis

(pl. metabolizmus megvéltozésa) elvaltozasokat mutatnak, amely tulajdonsagok krucialisak az

crer

A tumorsejtek altaldnos jellemzdit az 1. dbra szemlélteti. A proliferativ jelatvitel
fenntartdsa az egyik legfobb jellemzdje a tumorsejteknek. A normal, egészséges sejtek szigoru
kontroll alatt tartjak sejtszam homeosztazisukat, ami tobbek kozott a ndovekedési faktorok
termelését, felszabaditasat foglalja magédban. A transzformalddott sejtek azonban szdmos
alternativ utvonalon képesek elkeriilni ezen reguldciot. Ilyen mechanizmus példaul, hogy
maguk termelik sajat novekedési faktor receptoraik ligandumait és ezaltal autokrin moédon

stimulaljak reprodukcidjukat. Tovabba a rdkos sejtek kiildhetnek szignalokat a kornyezd
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sztromaban 1évo egészséges tarsaiknak, hogy novekedési faktorokat szintetizaljanak szamukra.
Ugyanakkor ismert, hogy a rakos sejt felszinén megjelend receptorok szintjének fokozasaval
vagy szerkezeti valtozasaival hiperszenzitivvé valnak a novekedési faktorok érzékelésére
és/vagy ligandum jelenléte nélkiili jelatviteli itvonalak bekapcsolasara 2,13,

A fenotipuso0s plaszticitas értelmében a sejt tulajdonsagai megvaltoztatasaval adaptalodik
a folyamatosan valtozd kornyezeti feltételekhez 4. A tumoros sejtek azonban képesek
kikapcsolni ezen funkcidjukat €s teljesen onallova, fliggetlenné valni a kornyezetiiktol. Ismert,
hogy a daganatos sejtek egészséges, differencidlodott sejtek visszadifferencidlodaséaval
progenitor-szeri allapotba keriilnek, igy hozva létre a daganatos Ossejteket (CSC). Az
epitelialis-mezenchimalis atmenet (EMT) a sejtek fenotipusanak epitelialisbol mesenchymalis
tipusiva torténd megvaltozasat jelenti. Az EMT jellegzetességeit mutatd CSC-k esetében
nagymértékli gyogyszerrezisztencia figyelhetd meg. A daganatos Ossejtek ugyanis a
sejtmembranjukon olyan transzportereket fejeznek ki, amelyek a rakellenes gyogyszereket az
intracellularis térbdl az extracellularis kozegbe szallitjak 121°,

Az anyagcsere megvaltoztatdsa is krucidlis a rédkos sejtek szdmara azért, hogy képesek
legyenek biztositani a féktelen novekedéshez és osztodashoz sziikséges ATP energiat,
molekularis épitokoveket és raadasul mindezt rovid id6 alatt. Mindemellett az oxidativ stressz
karos hatasaival szemben is védekeznie kell a sejtnek €s mindehhez a transzformalodott sejt
metabolikus szinten adaptalodik 126,

Kimutattak, hogy az apoptézis intrinzik Gtvonala is gyakran megszakad a rakos sejtekben.
Az apoptozis elkeriilését a halalreceptorok jelatvitel defektusa, a pro-és anti-apoptotikus
fehérjék egyensulyanak felborulasa, illetve a csokkent kaszpaz aktivitas jellemzi Y.

Az olyan DNS mutaciokat, amelyek szelektiv novekedési elényt biztositanak egy-egy sejt
szamara ,,driver” mutacidknak nevezziik *8. Ugyanakkor a ,,passanger” mutaciok nem fokozzak
a sejt proliferacios képességét, de megtalalhatéak a rakos sejt genomjaban *°. A protoonkogének
funkcionyeréses mutacidja stimulalja a sejtnovekedési, osztddasi, valamint talélési
folyamatokat, mig a tumorszuppresszor gének funkcidovesztéses mutacidja szabalyozza a DNS
hibajavitasi, valamint sejtciklus ellendrzési folyamatokat 2°. Ismert, hogy a hisztonfehérjék N-
termindlisan bekovetkezd poszt-transzlacios modositasok (metilacid, acetilacio, ubikvitinacid,
foszforilacid) szintén részt vehetnek a proliferacids, differenciaciés vagy sejthalél
folyamatokban a hiszton-metildz és -demetildz enzimek kozvetitésével 21?°. Tovabba a nem-
kodold mikroRNS-ek is hatassal vannak a tumorigenezis folyamatara, ugyanis onkogénként is

viselkedhetnek 2022,
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Az angiogenezis az 1) vér- és nyirokerek kialakulasat jelenti egy mar meglévo
érrendszerbdl, ezaltal lehetdvé téve a daganatsejtek szdmara a tdpanyagok ¢és oxigén
utanpo6tlasat, illetve anyagcsere termékeik elszallitasat 23 .

A béltraktusban €16 mikrobdk esszencidlis ¢lettani folyamatokban vesznek részt
(immunrendszer fejlédése, vitaminszintézis, tapanyagfelvétel), azonban a mikrobiom
Osszetételének és diverzitasanak megvaltozasa — diszbidzis — hozzéjarulhat a daganatos korkép
patogeneziséhez 2* . A bélrendszeri mikrobék altal szekretalt bioaktiv metabolitok (reaktivalt
Osztrogén, rovid lancu zsirsavak, aminosav metabolitok, méasodlagos epesavak) befolyasolo
hatassal vannak a mitokondrialis anyagcsere folyamatokra, amelyek hozzajarulhatnak példaul
az emld tumorigenezis folyamatahoz °

A daganatok progresszidjanak egyik legfobb akadidlya az immunrendszer legydzése,
azonban a transzformalddott sejtek képesek a gazdaszervezet védekezo rendszerét maguk mellé
allitani, amely az immunoediting jelenségeként valt ismertté. Harom fazisat kiilonboztetjiik
meg, amelyek egymast meghatarozott sorrendben kdvetve az alabbiak: eliminacio, egyensuly,
menekiilés %,%’. Az elimini4cié alatt a transzformalt sejtek egy részét az immunrendszer
sikeresen legy6zi, azonban amelyek ezt a fazist kikeriilik, belépnek az egyensulyi szakaszba.
Ekkor a rikos sejtek egy funkcionalis dormancia allapotba keriilnek, amikor is csendes
megfigyeldként megtanulnak az immunrendszer tdmadé mechanizmusai ellen védekezni (pl.
antigénvesztés, immunszuppressziot kivaltd fehérjék kifejezése). A menekiilési fazisban pedig
mar az immunologiailag atformalt tumorsejtek fokozatosan novekedni kezdenek

21 Kiemelendé példaul a gyulladasos

immunszuppressziv tumormikrokdrnyezetiikben
makrofagok — M1-szerli — a tumor mikrokdrnyezeti stimulusok hatasara anti-inflammatorikus
makrofagokkd — M2-szerli — polarizdlodnak. Az M2 sejtek ugyanis hozzdjarulnak az
angiogenezis, az EMT folyamataihoz, tovabba immunszupressziv mechanizmusokat

kapcsolnak be 28,
4.3 Emlétumorokrél daltalanossagban

Az emld zsirszovet allomanyaban gazdag csatornahalozat figyelheté meg, amelyet a
luminélis és a bazalis mioepitélsejtek kozel 1:1 ardnyban alkotnak. A tejcsatorna kiilséd
rétegében elhelyezkedd hossziikas mioepitélsejtek kontraktilis tulajdonsaguk révén a laktacios
1doszak alatt a tejiiritésben kapnak fontos szerepet, ugyanakkor a bazalis membran termeld

képességiiknél fogva egyfajta természetes tumorszuppresszor funkcidval is rendelkeznek.
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Ezéltal elvalasztjdk az emld kotdszoveti alloméanyatol a proliferald epitélsejteket, igy

crer

\ Zsirszovet
‘ W Kotoszovet
‘ Borda

Bordakozi izom -

Lebeny L’

—Tejcsato,mé
s Luminalis
epitélsejt

B 3 Gyiijtocsatorna
/ Bimboudvar

Bazalis mioepitélsejt

2. abra A ndi emlé anatémiaja
Az eml6 mindkét nemben megtalalhato szerv, amely a férfiaknal a bimboudvarra korlatozodik és nem
termel tejet. A néi emlé azonban, mint masodlagos nemi jelleg a pubertas soran kezd maturalodni és

terhesség esetén a tejtermelddés helyszine. Ebbdl kifolyolag fibroglanduléris allomanyban gazdag zsir-

és kotészovetbdl allo szerv 3132,

Az eml6rak a tiidédaganat utan a leggyakoribb rakos megbetegedés, mig a ndk kérében
a legelterjedtebb 3. A korai stadiumu, attétet nem mutaté betegek 70-80%-a gyogyithatd. A
dolgozat ezen mondatanak forrasaul szolgald Nature cikk a korai emldrakot a kovetkezOképpen
definidlja: ,,A korai emlérdk a mellre vagy csak a honalji nyirokcsomokra terjed”. Ezen
megfogalmazas szintén igy szerepel a ,National Breast Cancer Foundation”
(https://nbcf.org.au) honlapjan is, amely azzal az informacioval is ki van egészitve, hogy ide
sorolando6 az 1-es és 2-es stadium. Az 1-es stadium azt jelenti, hogy a tumor mérete 2 cm-nél
kisebb, mig a 2-es stddium esetén a tumor mérete meghaladhatja a 2 cm-t és mar tavolabbi
helyeken is kimutathatoak a rakos sejtek. A 2A stadiumra jellemzd, hogy 2 cm alatti a tumor
mérete, de 1-3 nyirokcsomoban mar kimutathatd vagy 2-5 cm-es, de nincs jelen
nyirokcsomoéban. A 2B staddiumban pedig 2-5 cm-es tumor van 1-3 nyirokcsomon beliil vagy 5
cm-nél nagyobb kiterjedésii, de nyirokcsom6t nem érint. Az 5 éves tulélési rata korai emlérak
esetén 90 % kortili értéket mutat. A mellrak heterogén korképnek mindsiil mind molekularis
szinten, mind terapiara adott valaszreakcidja alapjan 3134, A PAMS50 (Prediction Analysis of

Microarray 50) teszt 50 gén expresszidja alapjan 6t molekularis (intrinzik) altipusba — bazalis-
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jellegti, alacsony claudin expresszidji, magas HER2 expresszidji, luminalis A- és B tipusok —
sorolja a primer emlétumorokat 313*. Azonban fehérje szintii, immunhisztokémiai csoportositas
alapjan beszélhetiink az ugynevezett helyettesité — surrogate — osztalyozasrél 3135,

A HER2-pozitiv emlétumorokon beliil megkiilonboztetiink nem-luminalis (“HER2-
enriched”) és luminalis alcsoportokat. A lumindlis HER2" dagatokra jellemz6 az 6sztrogén-és
progeszteron receptor pozitivitas és 15-30%-0s Ki-67 index, mig a nem-luminalis tipus
jellemzOen Osztrogén-és progeszteron receptor negativ fenotipust mutatnak és > 30 %-0s Ki-67
index-szel rendelkeznek. A HER2-enriched rosszabb progndzist eredményez dsszehasonlitva a

136

a luminalis tipussal *°. Az egyes emlétumor csoportokra jellemz6 tulajdonsagokat a 3. abra

foglalja Ossze.
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3. abra Az emlétumorok osztalyozasa

”

Az emlSétumorok csoportositasa a tumorszuppresszor, protoonkogén, hormonreceptor és novekedési

faktor receptorok alapjan 3.
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Az 1. tablazat a teljesség igénye nélkill listdzza azon protoonkogéneket ¢&s

tumorszuppresszor géneket, amelyek az emlddaganatos korképpel kapcsolatba hozhatok.

PROTOONKOGENEK TUMORSZUPPRESSZOR GENEK
Gén Fehérjetermék Gén Fehérjetermék
CCDNI ciklin D1 ATM ATM: DNS hibajavitas
ERBB2 I—IERERTK _ BRCAI BRCAI, 2-
FGERI FGF novekedés: faktor BRCA? DNS hibajavitas
receptora
emlémirigy fejlodését
GATA3 szabalyozo CDH]I E-cadherin: adhézié
trasnzkripeids faktor
., CHECEK2: DNS
MYC MYC transzkripeids CHEK? hibajavitas, sejteiklus,
faktor L .
apoptozis
T NF1: ER-u
PIK3C ZBK enzim katalitikus | 7y transzkripciés ko-
egysege represszor
PALB2 (FANCN): DNS
PALB2 (FANCN) hibajavitas BRCA2-vel
PTEN PTE’_\,T: PI3K—'Akt atonal
negativ regulatora
STE11: AMPE-t
STKH foszforilalé kiniz
p53: DNS hibajavitas,
P33 sejteiklus, kromatin
remodelling, apoptozis

1.tablazat Az emlédaganatok leggyakoribb funkcionyeréses protoonkogénjei és funkciovesztéses
tumorszuppresszor génjei

A protoonkogének a sejtndvekedési, osztodasi, illetve tilélési folyamatokat, mig a tumorszuppresszor
gének a DNS hibajavitasi, valamint a sejtciklus ellenérzési folyamatokért felelds fehérjéket kodolo

mRNS szekvenciakat hordozzak (Hanahan et al, 2022).
4.4 Az emlidaganatok 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 3! . Az
emlddaganatok diagndzisanak idépontjaban az esetek tobb, mint 90 %-aban nem tapasztalhato
metasztazis, ami igen kedvezd prognozissal tarsul *’. A klinikai orvostudomany fejlédésével a
primer tumorok eltavolitdsa is nagyban megvaltozott, ugyanis napjainkban mar lehetdség van
emlékonzervald miitétekre, szemben a teljes mell eltivolitasat jelentd masztektomiaval 31, Az

ugynevezett neoadjuvans terapiar6l elészor 1957-ben olvashattak a szakemberek, amelyet
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eredetileg a nem metasztatikus és nem operalhatdo emlorak kezelésére fejlesztettek ki. Ma mar
preoperativ kezelésként tartjuk szamon, ugyanis alkalmazasaval csokkenthetd a tumor mérete.
Ezaltal kisebb mértékli beavatkozas is elegendd, ami a gydgyulési idot is nagyban felgyorsitja,
illetve a beteg lelkivilagara is pozitiv hatassal van, hiszen esztétikailag is szebb végeredmény
kaphato. Ezzel szemben az adjuvans kemoterapias szereket a paciens a sebészeti beavatkozast

kdvetden kapja 8.
4.4.1 Sugar-¢és kemoterapia

A rakellenes terapiak egyik csoportjdba a nem-célzott sugarterapia sorolhatd. A
sugarterapia indirekten indukal szimpla-vagy duplaszalua DNS toréseket a genomban, mig a viz
radiolizise révén reaktiv oxigén szarmazékok keletkezésével oxidativ stresszt valt ki és indirekt
modon pusztitja el a sejteket a besugarzas helyén, azaz lokalis és nem szisztémas hatast fejt ki
%9, A nem-célzott kemoterapias gyogyszerhatoanyagok jelentik a rak kezelésének egyik modjat.
Szdmos Mechanizmus révén képesek kifejteni hatasukat. A taxdnok (pl. paclitaxel) a
citoszkeletalis rendszerre hatnak, a topoizomeraz inhibitorok (pl. antraciklinek) a replikacio
soran DNS-ben keletkez6 mechanikai fesziiltség megsziintetése nélkiil eredményeznek DNS
tortést. Az alkildlo 4gensek (pl. doxorubicin) DNS interkalaciéval okoznak szimpla-vagy
duplaszali DNS torést. Az antimetabolitok (pl. 5-fluorouracil) a DNS szintézis gatlasara
gyakorolnak hatast %°.

A masik csoport képviseldi kozé sorolandd a célzott terpids eljarasok, amelyek
kivalasztasanak alappillére a tumor molekularis jellemzdin alapszik, sot attdl is fiigg, hogy korai
vagy elérehaladott emlddaganatrdl van-e sz6 31%. A hormonszenzitiv daganatok esetén a
péaciens endokrin terapiaban részesiil. Az aromatdz inhibitor (letrozole, anastrozole,
exemestane) blokkolja az Osztrogén hormon szintézisét. A szelektiv Osztrogén receptor
modulatorok (tamoxifen, raloxifene) kompetitiv inhibitora az Osztrogén ligandumnak, igy
megakadalyozza annak magreceptorahoz torténd kotddését. A szelektiv Osztrogén receptor
blokkolok (fulvestrant) az 0Osztrogén receptor degradalasdn keresztiil csokkenti annak
koncentracidjat a sejtben *'. Klinikai hasznalatban van az a heterobifunkcionalis molekula is,
amely két ligandumot hordoz, amelyek koziil az egyik az dsztrogén receptorhoz, mig masik az
E3 ubikvitin ligdz enzimhez tartozik, ezaltal egymashoz kapcsolja a receptort és az enzimet,
mechanizmus mindegyének eredménye az Osztrogén altal kivaltott cellularis események

blokkolasa 2.
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4.4.2 Immunterapia
4.4.2.1 Monoklondlis antitestek

Az antitestet masnéven ellenanyagnak vagy immunglobulinnak nevezziik, amely a
plazmasejt durva felszinti endoplazmatikus retikulumén 1évé poliszomékon szintetizalodik 4.
Az immunglobulinok heterodimer fehérjék, amelyek két nehéz és két konnyti lancbol épiilnek
fel. Funkciondlisan megkiilonbdztetiink variabilis (V) és konstans (C) doméneket. A V régio
rendelkezik antigénkotd képességgel, mig a C régid hatdrozza meg az antitest altal kivaltott
effektor funkciot (komplement aktivacio, Fc receptorhoz kétddés). A konnyt és nehéz lanc V
doménje egyarant hdrom-harom komplementaritasért felelés régidt (complementarity
determining region, CDR) foglal magaban és egyiittesen alakit Ki antigén kotohelyet 4. Az
antigén olyan molekula, amely a gazdaszervezet immunrendszerét aktivalja *°. A CDR az
antigén csupan egy kis részét, az ugynevezett antigén determinanst, azaz az epitopot ismeri fel
és kotddik ahhoz #°. A rékellenes terapiak egyik eszkdze a monoklonélis antitestek alkalmazasa.
A monoklonalis immunglobulinok olyan ellenanyagok 0Osszessége, amelyek ugyanazt az

4746 A monoklonalis antitestek kiilonféle

egyetlen epitopot ismerik fel az antigénen
technologiaval allithatok el6 (pl. hibridoma technikaval). Hatasmechanizmusukat tekintve
beszélhetiink a kozvetlen elimindlasrol azaltal, hogy sejtfelszini receptorok agonistaiként vagy
antagonistaiként viselkedve indukaljak a tumorsejt apoptézisat. Ugyanakkor az antitesthez
citotoxikus agensek is konjugdlhatok (enzimek, toxin, radioizotop) és igy eredményezik a

célsejt pusztulasat >

. Az antitest molekula opszonin funkcidval is rendelkezik, azaz a célsejt
felszinén kikotddve opszonizalja — megjeldli — azt és az immunsejtek aktivacidjat indukélva
kozvetetten eredményez sejthalalt. A sejtfelszini proteinek epitopokat hordoznak az antitestek
szamara. Ilyen fehérje lehet a karcino-embrionalis antigén (CEA), a mezenchimalis epitelialis
tranzicios faktor (MET), epidermalis novekedési faktor receptor 1 (EGFR1 vagy ErbB 1),
ErbB2 (HER2), ErbB3, vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF), inzulin-szerti
novekedési faktor 1 receptor (IGF1R), adenozin receptor, tumor nekrézis faktor (TNF)-kapcsolt
apoptozis-indukalo 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
résztvevéi 3. A klinikumban 1997 6ta alkalmazott monoklonalis antitestek humanizalt
formaban vannak jelen azért, hogy maga a terapids dgens 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-
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HER?2 antitest csupan a HER2+ emlddaganatban szenvedd paciensek kevesebb, mint 35 %-anal
valt ki megfeleld terapiat. Ezek a betegek kordbban nem taldlkoztak trastuzumabbal, azaz
primer (,,0roklott”) ellendllo képességrol beszélhetiink. Masrészt azon paciensek, akik
kordbban mar kaptak trastuzumab kezelést, az esetek ~70%-4aban tapasztalhatd rezisztencia.
Ebben az esetben masodlagos (szerzett) ellenallasként definidlhatjuk “®. Ezen adatokbol
vilagossa valik, hogy a trastuzumab-kozvetitett terapids eljards modositasara/fokozasara van
szilkség ADCC-fiigg6 modon, amelynek indukalasara kivaldéan alkalmas a trastuzumab. A

trastuzumab rezisztencia hatterében all6 mechanizmusokat a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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. Molekularis .
Mechanizmus , v Hatas
resztvevo

extracellularis domén (trastuzumab
pP9SHER?2 kotohely) nélkiili, kinaz aktivitassal
rendelkezéd HER2 receptor ,,maradék”

Blokkolt trastuzumab

kotodés Mucin 4 epitdép maszkirozas
CD44/hialuronsav ., .
komplex epitdp elfedés

crer

PTEN proliferacids gatld szignal
Fokozott HER?2 jelatvitel PI3K intenziv proliferacio
Akt és PDKI intenziv proliferacid
elvéltozasok VP
IGEIR transzmembran tirozin-kindz receptor,
amely foszforildlja a HER2-t
alacsony expresszios szintje fokozott
p27 Cdk2 aktivaciot és  proliferaciot
Jelatvitel alt . ¢ eredményez
,: atvi le alternativ receptor reger (HER1) és | HER2 helyett egymassal alkotva
utvonalon HER3 heterodimert indul be a jelatvitel
c-Met Akt aktivacio
CXCR, a6p1 és . e
06p4 integrin jelatvitel
Nem hatékon effektor immunsejtek FcyRIII 158V/F
\em hatekony e Fc receptor polimorfizmus  csokkent ~ ADCC
immunrendszer aktivacio indukcio

2. tablazat Trastuzumab rezisztenciat eredményezé mechanizmusok
A trastuzumab terapia sikeressége tobb mechanizmus révén is meghitsulhat. A tumoros sejt eliminalasa
blokkoldédhat a trastuzumab kdtodésének hianyéaban, a fokozott HER?2 jelatvitel vagy alternativ szignal

transzdukcios utvonal aktivacidjan keresztiil. Ugyanakkor az immunrendszer aktivacioban fellépd zavar

szintén a terapia sikertelenségét eredményezi *°.

4.4.2.2 Bispecifikus antitestek

A bispecifikus antitestek szemben a konvencionalis ellenanyagokkal két eltérd antigén-
kotéhellyel rendelkezik egy azon molekuldn beliil 330, Az elsé generacids bispecifikus
ellenanyag molekuldk eldallitdsa igen komoly limitacidja, hogy kis mennyiségli terméket
eredményezett. A rekombindns technikdval torténd eldallitds azonban kikiiszobdlte a korabbi
problémat. Alkalmasak ADCC indukciojara, mialtal az antitest egyik Fab régidja a tumorsejt

sejtfelszini receptordhoz, mig masik Fab régioja az effektor sejtet ismeri fel és hidként
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funkcional kozottiik. Ugyanakkor az emlddaganat terapia részeként alkalmazhat6, mint szdmos
jelatviteli utvonal inhibitoraként. Igaz, tobb tanulmany is igazolta, hogy szolid tumorok esetén
hatékonysaga joval alacsonyabb, mint a hematolégiai malignitassal 6sszevetve 3, A TROP2
sejtnovekedési folyamatokat medidldo fehérje overexpresszidja elsésorban a triplanegativ
emldtumor sejtek (TNBC) jellemzdje. Bispecifikus antitest alkalmazasaval elérheté a TNBC-k
T-sejt-fliggd eliminalasa, ugyanis az antitest egyik epitdja a T sejt felszini CD3 molekuldja, mig

masik a TROP2 sejtfelszini protein 2.
4.4.2.3 Rak elleni vakcindk

Szamos tanulmany vizsgalja a dendritikus sejt, egész tumorsejt lizatum, RNS/DNS ¢és
peptid célponti neoantigén vakcindk hatékonysagat és biztonsagossagat a tumorterapiaban.
Azonban komoly kihivast jelent a megfelelé antigén kivalasztasa 3. Az immunrendszer
mikodésének része a ,,sajat” €s ,,nem-sajat” motivumok kozotti diszkriminacié. A tumor-
asszocialt antigének olyan tumorantigének, amelyek a normal, egészséges sejt felszinén is
megjelennek, de joval alacsonyabb mennyiségben. Ebbdl vilagosan latszik, hogy az
immunrendszer nem fogja megtdmadni a tumoros sejtet, hiszen ,sajat” motivumként
azonositja. Azonban a neoantigének olyan tumor antigének, amelyek a tumorsejtek aminosav-
kodold szekvenciat érintdé — nem szinonim — mutaciok fehérjetermékei. Mivel ezen fehérjék a
normal sejteken nem expresszalodnak, igy kivald terapias célpontta valnak %2, A rak ellenes

vakcindk eldnyeit és hatranyait a 3. tablazat foglalja 6ssze.
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Sejt-alapi vakcina

A, A MHCO El“’{? . ”
— WAZAS IMMUNo Setuias
MHCI = =
A —  Kontrollalt

antigén prezentacio

Hitriny:
— Draga és bonyolult eldallitas

Protein/peptid-alapi vakcina B
Elomny:

— Alacsony toxicitas
— Egyszerd eloallitas

JE;L}.

Protain vakeina Paptid valeina

Hatriny:

— Alacsony/mérsékelt immunogenitas
— Peptid vakeina: HLA altipus-fiigza
— Protein vakeina: draga eldallitas

Virilis/bakterialis-alapi vakeina

. Elény: Hatrany: o N
ol — Magas immunozemnitis — Potencialisan magas toxcitas
{:\?} . 'Y _ Kén_nverl sléatlithata — Fertozés Kalalalasanak veszélye
- ‘s o e — Velktor elleni immunvalasz
Ve nagymennyiségben
Wirdlis vakeina Bakterializ valrins
Geén-alapi vakcina Elény: Hitrany:
NS - - _ — Tébbfile antizgén — EBNS wvakecina: specifikus
RNE vakeina | 2 mer mif_'" ezyszeril szillitasa transzport/tarolas
- =) o — Cellularis és humoralis — DNS ésRNS vakcina: gyenge
y & A"."A immunvalasz immunogentias human szervezetben
S r indulcioja
DMNE valeina L& — Nem HLA-specifilms

3. tablazat A rak ellenes vakcinak elényei és hatranyai

A rékos sejtek az immunoediting mechanizmusa révén konnyedén elkeriilik az immunrendszer
védekezo reakcidit. Ezaltal vilagossa valt, hogy a szervezet tumoreliminalé képességét terapias uton
erositeni kell, ezért bevezették a rak ellenes vakcindk alkalmazasat. Lényege, hogy olyan antigént
juttatnak a szervezetbe, amelyek az egészséges sejteken nem, mig a tumoros sejtek felszinén
expresszalodik — ezeket neoantigéneknek nevezziik — és igy lathatova valnak az immunrendszer szaméara

és eltavolithatja azokat 5.
4.4.2.4 Adoptiv sejtterapia

Az adoptiv sejtterapia (adoptive cell therapy, ACT) szekvencialis 1épések sorozata,
amelynek célja a rakkal diagnosztizalt paciens anti-tumor immunvalasz reakciodinak aktivalasa.
Az ACT soran a betegbdl tumor-specifikus T-limfoctakat, természetes 6losejteket (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 sejtolé funkciojukkal azonnal képesek a
célpontok elimindlasara. A CD8+ T-sejtek effektor funkcidi kozé tartozik a gyulladédsos
citokinek (TNF-a, IFN-y) szekrécioja, apoptodzist indukaldo fehérjék (FASL, TRAIL)
expressszidja, valamint citotoxikus molekulak felszabaditasaval perforin-medialt sejtlizis 3354,

A tumor-infiltral6é limfocitak (TIL) fontos indikéatorai a tumor immunogenitdsanak, ugyanis

informaciot szolgaltatnak a varhatd prognozisrol, a kemoterapia hatékonysagarol, illetve
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segitséget nyljtanak a megfelelé immunterapia kivalasztasaban 33, Ismert, hogy a tumor
mikrokdrnyezetében a TIL-ken kiviil M1-tipusti makrofagok, dendritikus sejtek jelenléte is
kifejezetten elény6s. Ezek az immunsejtek hozzajarulnak az ACT sikerességéhez, tovabba a
kimeriilt TIL-k szerepét is atvehetik, amennyiben a paciens immun ellendrzési pontot gatlo
antitest (pl. anti-PD-1) kezelésben is részesiil. Az ACT specificitasanak eszkoze olyan autolog
T-sejtek visszajuttatasa a szervezetbe, amelyek T-sejt receptorai CRISPR/Cas9 technikaval
genetikai modositason estek at 3. 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
fokozhato, 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 aktivaci6 indukalhat6. Emléterapiara iranyuld klinikai vizsgalatokban
RORL1 (receptor tirozin-kinaz orphan receptor 1), NKG2D (natural killer group 2D) és MUC1

sejtfelszini antigénekre specifikus CAR T-sejteket vizsgaltak 3,
4.4.2.5 Kombinalt immunterdpia

Az immuterdpidra nem reagalod paciensek esetén terdpia kombindciokat alkalmaznak.
Példaul a trastuzumab (anti-HER2 monokondlis antitest) ADCC indukciojara kivaldan
alkalmas HER2+ eml6tumorban szenveddknél. A HER2+ eml6tumoros sejtek felszinén PD-L1
fehérjék is expresszalodnak, amelyet anti-PD-L1 és trastuzumab monoklondlis antitestek
a CD4+ és CD8+ T-limfoctiak szamara tolerogén valaszt kivalto fehérje. A CTLA-4 inhibitorok
CAR T-sejtek vagy anti-PD-1 antitestek kombinalt alkalmazasa is tesztelési fazisban van. Az
indolamin 2,3-dioxigenaz (IDO) olyan enzim, amely az effektor T limfocitak anergiajat
eredményezi, éppen ezért gatlasa javitja a prognozist. Kombinacioban szintén alkalmazhato

anti-PD-1 antitesttel 3,
4.4.3 Trastuzumab hatdsmechanizmusa

4.4.3.1 A human epidermalis novekedeési faktor receptorok

A HER1 (ErbB-1), HER2 (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) és HER4 (ErbB-4) tirozin-kinaz
aktivitassal rendelkezd human epidermalis ndvekedési faktor receptorok. Sejtndvekedési,
talélési, adhézios, migracios, valamint differenciacios jelatviteli folyamatok szabalyozasaban

vesznek részt (4. abra). Valamennyi receptor tartalmaz egy ligandumot (ndovekedési faktor)
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kotd extracelluldris domént (ECD), egy transzmembran lipofil szegmenst és egy intracellularis
tirozin-kindz domént (kivéve a HER3) *%°". A novekedési faktor extracelluldris doménhez
torténd kotddése két receptor dimerizaciojat indukalja. Amennyiben két azonos receptor all
parba, homodimerizaciordl, viszont, ha két kiilonbdzo, abban az esetben heterodimerizaciorol
beszéliink °’. Ez a folyamat teszi lehetdvé a tirozin oldallincok transz-autofoszforilaciojat,
ezzel dokkolo felszint biztositva a downstream jelatvitel soron kovetkezd elemeinek, amelyek

Src homolégia-2 (SH2) vagy foszfotirozin-kété (PTB) doménekkel rendelkeznek 58:°957,
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4. abra A human epidermalis novekedési faktor jelatviteli itvonal sematikus Abrazolasa

A csalad valamennyi tagja azonos strukturdval rendelkezik, kivéve a HER3-t, ugyanis hidnyzik az
intracellularis tirozin-kindz doménje. A HER2 kivételével a csalad minden tagjanak van ismert
liganduma, ennek ellenére mégis a leggyakoribb heterodimerizacios partner a kiemelkedéen magas
katalitikus aktivitasa miatt. Ezen tilmenden a HER2 extracellularis doménje konformaciojabol adodoan,
ligandum nélkiili allapotaban is képes jelatviteli utvonalat aktivalni. Ezért, ha a HER2 sejtfelszini
expresszidja megemelkedik, a HER csalad barmelyik tagjaval heterodimert alkotva novekedési faktor
jelenléte nélkiil is elindulnak az osztodasi, talélési mechanizmusok. A HER jelatvitel a Ras-mitogén-
aktivalt protein-kinaz utvonalon keresztiil kozvetiti a sejtproliferaciot, mig a sejthalalt a foszfatidil-

inozitol 3’-kinaz-AKT-mTOR utvonalon gatolja 5.

4.4.3.2 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 emldrakos paciensek kezelésére ®°. A
tulzott HER2 expresszio hatterében a gén amplifikacidja vagy overexpresszio allhat, amelynek
szazalékos eléfordulasa a 3. abran lathato 3. A HER2-pozitiv emlddaganatokban a ERBB2
gén akar 25-50 kopidban is jelen lehet, igy 40-szer 100-szor tobb HER2 fehérjetermék

keletkezik. A HER2-pozitiv emlétumor a masodik legagresszivebb tipus a triplanegativ csoport
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utan. Az adott eml6tipusra jellemzd molekularis tulajdonsagok szabjak az adott terapiara tipusat
6162 A HER2-pozitiv emlétumor kezelésére alkalmazandé a trastuzumab, anti-HER2
eIIenanyag. Az antitest két antigén-kété helye a HER2 receptor extracellularis doménjének
csupan receptor dimerizacidé valthatja ki, hanem a HER2 monomer metalloproteinaz altali
enzimatikus hasitodasa is egy ECD, egy transzmembran és egy foszforilalt tirozin-kinaz domén
egységre, amely utobbit p95-nek neveziink ©3°%64 A membran-kotott csonka receptor
konstitutiv aktivacidja folyamatosan bekapcsolva tartja a jelatvitelt 54, A trastuzumab tobbféle
mechanizmus révén képes megakadalyozni a HER2 jelatviteli utvonal aktivaciojat. A
metalloproteinaz géatlasan keresztiil blokkolja a HER2 ECD levalasat, tovabba képes
megakadélyozni a receptorok dimerizaciojat, illetve a trastuzumab-medialt receptor

crer

altal kozvetitett ADCC reakcid indukalasara 53 (5. abra).

Trastuzumab
-‘\nﬁgén kotohely
Immun
effektor sejt

Humanizalt Trastuzumab
blokkolja a
dimerizaciét HER2 Endocitézis

.. HER2 HER1, HER2,
i HERS vagy HER4
ooy Trastuzumab ’
blokkolja 2 J‘

{W“TJ!' U‘l‘ 7
PP

&{\A‘}% ‘m: i

Szignaltranszdukeids utvonalak

HER? degradci6

5. dbra A trastuzumab hatismechanizmusai

A trastuzumab humanizallt Fc régioja biztositja, hogy az immunrendszer ne timadja meg az idegen anti-
HER?2 antitestet. Mig az epitopot felismerd Fab karjai a HER2 receptor extracellularis doménjének
membrankdzeli részére specifikusak. Kotddésével megakadalyozza a extracellularis domaén

lehasitodasat, a receptorok homo/heterodimerizéci(')jét, ugyanakkor ADCC indukcidra és a sejtfelszini

s
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4.4.3.3 Trastuzumab-kozvetitett ADCC

Az ADCC a velesziiletett — természetes — immunrendszer altali virus és tumor eliminélo
reakcié . Legjellemz8bb effektora a természetes 616sejt — natural Killer, NK sejt —, amely a
célsejtet annak felszini receptoraira specifikus antitestek révén ismeri fel, majd apoptotizalja
azt %. Nevezetesen a target sejtet opszonizalé ellenanyag Fc régioja és az azt felismeré NK sejt-
Fc receptorok kozott kialakuld kotés hozza 1étre az ugynevezett immunoldgiai szinapszist (IS),
amelynek célja az effektor sejt citotoxikus granulumainak iranyitott exocitdzisa a target sejt
iranyaba %6675 A szinapszis formacié szigortuan 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 molekulakat, mig a pSMAC (peripheral SMAC) az LFA-1 integrin fehérjéket 657,
Amennyiben befejez6dott a szoros junkcidé formacidja, megindul az effektor sejtekben a
mikrotubulus organizal6 centrum (MTOC) szervezddése az IS iranyaba. Az MTOC feladata
nyomvonalat biztositani a perforin és granzim-tartalmu citotoxikus vezikulumok szadmara,
amelyek kinezin és dinein-fiiggd modon kozlekednek a mikrotubulusok mentén az IS felé, ahol
a granulumok fuzionalnak a plazmamembrannal °668%° Az 1S-be keriilt perforinok nagy méreti,
transzmembran porusokat formalnak utat biztositva a granzimek szamara a célsejt citoszolja
felé 7059, A granzimek — granularis enzimek — sejthalalt indukal6 szerin protedzok, amelyek
koziil legnagyobb mennyiségben a granzim A (GzA) és B (GzB) tipusok vannak jelen az NK
sejtekben. A GzA kaszpaz-fiiggetlen sejthalalt indukél, mig a GzB kaszpaz 3,7 -fiiggd és -
fliggetlen titon is képes kivéltani a target sejt apoptozisat %1, Az ADCC fbb eseményeit az 6.

abra szemlélteti.
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6. abra A trastuzumab altal kozvetitett antitest-fiiggé cellularis citotoxicitas (ADCC) sematikus
abrazolasa (4lamy internetes abra nyomdn: alamy.com)

Az ADCC egy tobblépéses immunoldgiai reakcid, amely soran a trastuzumab (anti-HER2 ellenanyag)
epitopja a tumorsejt (célsejt) felszinén expresszaldodo HER2 molekula extracellularis doménjén
talalhato. A trastuzumab Fc régiojahoz viszont az ADCC effektor résztvevdje, az NK sejt CD16 Fc
receptora kapcsolodik, igy kialakitva az immunologiai szinapszist. Ennek kdvetkeztében az immunse;jt

iranyitott exocitozissal perforin és granzim molekuldkat juttat a célsejtbe és indukalja annak apoptdzisat
66, 67
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5 Célkitiizés
Az emlddaganatos megbetegedések a nok korében még napjainkban is a vezetd halalokok
egyike. Szamos terdpias eljaras elérhetd a betegség kezelésére, példaul a HER2+ malignitas
elleni anti-HER2 monoklonalis antitest. A trastuzumab szdmos 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 hatékonysaga tovabb fokozhato-e egyéb FDA altal jovahagyott gyogyszerhatdoanyag
hatasaval. Ennek megvalaszolasara a kdvetkezo kisérletes 1épéseket kivantuk elvégezni:
1. ako-kulturat 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 azonositdsat egy FDA
molekulakonyvtér szlirésével,
4. az ADCC hatékonysagot befolydsold ,hit” vegyiiletek validalasat sziiréstol 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 "2, In vitro koriilmények kozott szamos technika koziil valaszthatunk,
ha az ADCC hatékonysagrol szeretnénk képet kapni. Azonban olyan molekuldris biologiai
modszer mai napig nem elérhetd, ami nagy atereszté képességii vizsgalatokhoz alkalmazhato,
azaz nagyszamu vegyiilet egyidejli tesztelésére alkalmas. Ebbdl adoddan 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.
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6 Anyagok és médszerek
6.1 Anyagok és pufferek

6.1.1 Anyagok

Vegyszer Gyarto Katalégusszam
DMEM / F12 Sigma D8437
FBS Biosera FB-1090/500
inzulin Eli Lilly Nederland B.V. H10219
penicillin / streptomycin Biosera LM-A4118/100
DMEM Biosera LM-D1111
a-MEM Sigma M8042
MEM-NEAA Gibco 11,140-050
Na-piruvat Gibco 35,050-061
glutamin Gibco 35,050-061
IL-2 Novartis Hungaria Kft. PHC0026
ECIS plate (8W10E) Ibidi 72010
trastuzumab (Herzuma®) EGIS Pharmaceuticals
HCS plate (Cell Carrier Ultra) PerkinElmer 6055302
calcein-AM Sigma 177,783
FDA Approved Drug library

SCREEN-WELL® FDA approved
drug library V2

Enzo

BML-2843-0100

cetuximab (Erbitux®)

Merck

LDH reagens Invitrogen-Thermo Scientific | C20301

DRAQ5 eB_iosc_iz_ance-Thermo Fisher 65-0880-96
Scientific

Sunitinib malate Sigma PZ0012

10x PBS Lonza BE17-517Q

diszpaz Gibco 17,105-041

TCA Molar Chemicals Ltd. 09,290-101-190

SRB Sigma 230,162

Tris bazis Sigma T1503

Cell Tracker Blue Invitrogen-Thermo Scientific |C2110

formalin Molar Chemicals Kft 03300-101-340

Triton X-100 Sigma T8787

BSA VWR 421501)

anti-granzim B ellenanyag Biolegend 515,405

HER-2-Fc R&D systems 1129-ER

IFN-y ELISA kit R&D systems SIF50C

etanol VWR 85829.460

RNaz Sigma R6513

Tris-HCI Sigma T-3253-500G

Igepal Alfa Aesar CA-630

Na-deoxikolat Sigma D-6750

NaCl Sigma 31,016-6

EDTA Molar Chemicals Kft 02980-101-190

PMSF Sigma P7626
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Vegyszer Gyarto Katalogusszam
PIC Sigma P8340
glicerol VWR 24388,32
SDS Bio-Rad 1610302
DTT PanReac AppliChem A2948,0005
bromfenol kék Reanal 2187
B-merkaptoetanol Applichem Gmbh A1108,0100
nitrocelluléz membran Sigma (Amersham) 10600016

Tris Molar Chemicals Kft 09360-203-190

KCI Molar Chemicals Kft 04350-101-190

Tween20 VWR 0777-1L

ECL-Pico reagens Thermo Scientific 34,58

ECL-Femto reagens Thermo Scientific 34,094

nyul anti-LC3B ellenanyag Novus Biologicals NB100-2220

egér anti-B-aktin ellenanyag Santa Cruz Biotechnology sc-47778

egér anti-HER-2 ellenanyag Sigma OP-15

nyul anti-pAkt (S5473) ellenanyag Cell Signaling 4058S

nyul anti-Akt ellenanyag Cell Signaling 4691S

kecske anti-nytl 1gG HRP-konjugalt Cell Signaling 20745

ellenanyag

16 anti-egér IgG HERp-konjugalt Cell Signaling 7076S

ellenanyag

pLP-1 plazmid ViraPower™  Lentiviral

pLP-2 plazmid Invitrogen Directio_nal TOPOT_I\f

DLP-VSV-G Expressmn Kit:
Invitrogen: K495000

pWOX-EGFP Ajandék Prof. Dr. Tozsér Jozseftol

Invitrogen by Thermo Fisher

Lipofectamine 3000 transzfektalod kit | o . = "% L3000-008
Scientific

polybren: Hexadimetrin bromid Sigma H9268-5G

agardz Sigma A9539-500G

DMSO Molar Chemicals Kft 02610-101-340

Pluronic-F127 Sigma P2443

Annexin V-Alexa Fluor 647 Invitrogen-ThermoFisher | 53504

Scientific

DAPI PanReac AppliChem A1001

metanol Molar Chemicals Kft 05730-101-430

anti-egér 1gG Alexa Fluor488 Invitrogen by Thermo Fisher| 514409

Scientific
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6.1.2 Pufferek

Puffer neve

Komponensei

RIPA puffer (pH 7,4)

50 mM Tris-HCI, 1% igepal, 0,25 % Na-
deoxikolat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA

SDS mintapuffer

0,31 M Tris-HCI (pH 6,8), 50 % glicerol, 10
% SDS, 100 mM DTT, 0,01 % bromfenol kék,
1 M B-merkaptoetanol

Western blot blokkol6 puffer

5 % zsirszegény tejpor moso pufferben

Western blot moso puffer (pH 7,4)

TBS: 25 mM Tris; 0,136 M NaCl; 2,682 mM
KCI; 0,1 % Tween20

kimél6 strippel6 puffer (pH 2,2)

15 g glicin, 1 g SDS, 10 ml Tween20 1 |-re
dH20-val kiegészitve
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6.2 Modszerek
6.2.1 Sejtvonalak

A kisérletes munkam soran alkalmazott sejtvonalakat, illetve a fenntartasukhoz hasznalt
tenyésztd médiumok OsszetevOit az 4. tablazatban tiintettem fel. Valamennyi sejttipus
tenyésztése 37 °C-ot, 95 %-os paratartalmat, valamint 5% CO»-t biztositd inkubatorban tortént.
A sejtek mikoplazma-mentességét rendszeresen LookOut Mycoplasma PCR kit segitségével
ellendriztiik.

4. tablazat A kisérletek soran felhasznalt sejtvonalak és tenyészté6 médiumaik

Sejtvonal neve Sejtvonal tipusa Tenyésztéo médium osszetétele

- 80 % DMEM / F-12 médium
- 20 % FBS

- 0,3 U/ ml humén inzulin

-1 % penicillin / streptomycin

adherens ER/PR", HER2*
JIMT-1 human eml6 adenokarcindma
Trastuzumab (Herceptin)-rezisztens

adherens ER/PR", HER2* - 90 % DMEM (4,5 g / 1 gliik6z) médium
SKBR-3 human eml6 adenokarcinéma - 10 % FBS

Trastuzumab (Herceptin)-szenzitiv | - 1 % penicillin / streptomycin

adherens ER/PR/HER-2 - 90 % DMEM (4,5 g / 1 gliik6z) médium
MDA-MB468-HER-2 human eml6 adenokarcinéma - 10 % FBS

in vitro indukalt HER-2 pozitivitdas | - 1 % penicillin / streptomycin

- 90 % DMEM (4,5 g /1 gliik6z) médium
- 10 % FBS
- 1 % penicillin / streptomycin

adherens HER-2* human gyomor

MKN-7 adenokarcinéma

- 80 % a-MEM médium

- 20 % FBS

- 1% MEM-NEAA

- 1 %-Na-piruvat

- 1% penicillin / streptomycin
- 100 IU /ml IL-2

szuszpenzios, magas affinitast
CD16.176 V.NK-92 FcyRIITA (CD16)-t expresszalod
NK sejtvonal

6.2.2 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
hozzaadésa kovetkezett, ugyanis ez a sejtszam eredményezett 24 ora elteltével egy egybefiiggd

sejtréteget, melyet az impedancia értékekbdl kirajzolddé exponencidlis gorbe platd fazisa
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jelzett. Ekkor trastuzumab antitest (10 pg/ml, humanizalt anti-HER-2 monoklondlis antitest) és
az NK sejtek kiilonbozo aranyt hozzaadasaval (E:T=1:4, 1:2, 1:1 és 2:1) inditottam el az
ADCC reakciot. A kontroll lyukakba ugyanakkora térfogata JIMT-1 médium Keriilt
trastuzumab és NK sejt jelenléte nélkiil. Az impedancia (I) értékeket az ECIS késziilék 4000
Hz frekvencidn és 4 masodpercenként rogzitette. Az ADCC hatékonysadg mértékére az
impedancia értékek csokkenésébdl kovetkeztettiink, amely egyenesen aranyos a JIMT-1 sejtek

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

azaz minden well impedancia értékét viszonyitottam az ADCC kisérlet 0. id6pontjahoz. Az 1

az impedancia érték (ohm SI egységben), T az adott idéponthoz tartozo I érték.

Relativ ADCC hatékonysag = Iapcc(r) / INno abce(T).

6.2.3 ADCC-t moduldlo hatéanyagok azonositisa , high-content screening” (HCS)

modszerrel

A 96-lyuki HCS lemezekre JIMT-1 médiumot mértem (50 ul/lyuk). Minden lyukba 10*
JIMT-1 sejtet pipettaztam 75 ul térfogatban. 24 6raval késébb a JIMT-1, SKBR-3, MDA-
MB468-HER-2 és MKN-7 célsejteket 0,5 uM Kalcein-AM festékkel inkubaltam 1 oran
keresztiil 37 °C-on. A nem-fluoreszcens kalcein-AM passziv diffuzidval jut be a sejtekbe, ahol
az intracellularis észterazok lehasitjak az AM (acetoxi-metil-észter) csoportjat, majd az igy
keletkezd kalcein csapdaba esik a sejten beliil és megfeleld gerjesztés (488 nm) hatdséara
fluoreszkal. A nem-fluoreszcens kalcein-AM passziv diffuziéval jut be a sejtekbe, ahol az
intracellularis észterazok lehasitjak az AM (acetoxi-metil-észter) csoportjat, majd az igy
keletkezd kalcein csapdaba esik a sejten beliil és megfeleld gerjesztés (488 nm) hatdsara
fluoreszkal. A tapfolyadékkal torténd mosast kovetden 50 pl térfogatban kezeltiik eld (20 uM,
1 ora, 37 °C) a sejteket az Enzo FDA Approved molekulakdnyvtaraval a Freedom EVO
folyadékkezelé robot segitségével. Ezt kovetden inditottuk el az ADCC kisérletiinket 2x10%
festetlen NK sejt és trastuzumab JIMT-1-hez val6 pipettazasaval. Ezaltal a ko-kultarat 100 pl
JIMT-1 médium végtérfogatban, E:T=2:1, 10 pg/ml trastuzumab vagy 2 pg/ml cetuximab (anti-
A Calcein-nel festett JIMT-1 sejtek leképezését Opera Phenix High-Content Analysis
berendezéssel végeztiik az ADCC kezdetén (0 6ra) €s végén (3 ora) (10x szaraz objektiv, 0,3
numerikus apertira, nem-konfokalis méod, ex: 488 nm; em: 500-550 nm). Az ADCC

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

A fokuszsikban 1évo Kalcein-pozitiv JIMT-1 sejtek szamat 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-modszerrel detektaltuk (atméré: 40 um, splitting
sensitivity: 0,2; common threshold: 0,2). Az MKN-7 sejtek esetén az M-moddszer hasznalataval
tudtuk legprecizebben megtanitani a szoftvernek a sejtek hollétét, ami alapjan
egyértelmiisithetd azok azonositdsa (atmérd: 40 pm; 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 atmérdje 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+
tertliletet 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:
Tulélo sejtek aranya (%) = 100 x (célsejt szamssra / célsejt szamoesra)

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

6.2.4 LDH vizsgalat

A JIMT-1 sejteket (4000 sejt/lyuk) 96-lyuku plate-be pipettaztam, majd masnap az
elokezelés 20 uM sunitinibbel vagy azonos higitast DMSO-val 1 6ran at tértént. Ezt kovetéen
8000 NK sejt keriilt minden lyukba 10 pg/ml trastuzumab-tartalmta JIMT-1 médiumban (5%
FBS) és a ko-kulturat 6 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltam. Ezutan a plate centrifugalasaval
(250 g, 4 perc) a feliilszot atpipettaztam egy Gj 96-lyukt plate-re, majd az LDH reagens
(feliilusz6:LDH reagens = 1:1 = 20 ul/lyuk:20 pl/lyuk) hozzaadasa, és 20 perc elteltével az
abszorbancia meghatarozasa tortént MultiskanTM FC Microplate fotométer hasznalataval 450

nm-en. A citotoxicitas mértékét az alabbi képlet segitségével szamoltam ki:

Citotoxicitas (%) = 100 x (ODg+7+a — ODE+1) / (ODT liza1t — OD1),
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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.

6.2.5 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 kvetden (20
uM, 1 6ra, majd 10 uM, 3 o6ra), JIMT-1 médiumban higitott 1000-szeresen higitott (5 pM)
DRAQ)5 fluoreszcens festékkel inkubaltam 30 percen keresztiil 37 °C-on, majd mosasi 1€pés
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 pm?; splitting coefficient: 11,6; individual
threshold: 0,35; kontraszt: >0,35). Ezt kovetden a sejthatart a ,,Find cytoplasm” paranccsal
hataroztuk meg (csatorna: Alexa 633; modszer: A; individual threshold: 0,10). A kovetkezo
1épésben a ,,Select Population” meniiben (population: nuclei; médszer: common filters) a
morfoldgiai paramétereket listaztattuk a szoftverrel a ,,Calculate Morphology Properties”

mentiipontban.
6.2.6 Diszpaz esszé

A JIMT-1 sejtek kezelés hatasara bekovetkez6 adhézios képességét Vilchis-Nestor CA et
al. ™ tanulményara alapozva némi modositassal vizsgaltam. 24-lyuku plate-ben 6x10* JIMT-1
sejtet kezeltem 10 uM sunitinib malate-val vagy azonos higitasi DMSO-val 3 6ran 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
eltavolitasa utan a letapadva maradt sejteket 5x mostam 100 pl PBS-sel és 10 % TCA oldattal
fixaltam (4 °C, ¢jszaka) szulforodamin B (SRB) mérésre. Masnap a plate-t 1x atmostam PBS
oldattal, megszaritottam ¢€s 0,4 m/v %-o0s SRB festékkel inkubaltam 10 percig szobahén. Az
inkubaci6 letelte utdn 1% ecetsavas mosasi 1épések kovetkeztek, szaritasi 1épés (stritett
levegbvel, addig, amig teljesen cseppmentessé valt a lyuk, kb. 5 perc), valamint a kot6édott
festek 1 mM Tris bazis oldatban torténd felolddsa és 515 nm-en az abszorbancia leolvasasa

Tecan Spark multimode mikroplate miiszerrel.
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6.2.7 Intracellularis 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, sdtétben. A granzim B-pozitiv JIMT-1 sejtek szamat NovoCyte

aramlési citométerrel vizsgaltam.
6.2.8 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 hatdéanyaggal is kiegészitettiink (0,01 —30 uM). Az egynapos kezelést kovetden a sejt-

c gy

6.2.9 Sejtciklus elemzés

A JIMT-1 sejtek tripszines felvalasztasat kovetden jéghideg 70 %-os etanolban fixaltam
30 percig 4 °C-on. A sejtek PBS-sel tortén6 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.
6.2.10 Western blot

A JIMT-1 sejteket egyszeri PBS-es mosasi 1épést kdvetden 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 nitrocelluléz membranra

transzferaltuk (blottoltuk; 400 mA, 90 perc). Ezt kdvetden a membranokat 5 %-os sovany
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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. A Western blot soran alkalmazott antitestek paramétereit a 5.

tablazatban tiintettem fel.

Antitest specificitas Gazdafaj | Higitas El6hivas
, 90 % PICO,
LC3B nyul 5000x 10% FEMTO
[B-aktin egér 3000x
elsddeleges ;
antitest HER-2 egér 500x
pAkt (S473) nyul 1000x
PICO
Akt nyul 1000x
masodlagos anti-nyual IgG, HRP-kapcsolt kecske 2000x
antitest anti-egér IgG, HRP-kapcsolt 16 2000x

5. tablazat A Western blot kisérletek soran alkalmazott antitestek
6.2.11 EGFP- t (Enhanced Green Fluorescent Protein) kifejezd JIMT-1 sejtek eloallitasa

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 feliiluszojat 24 ora elteltével lecseréltiik, majd a lentivirust tartalmazé
médiumot 48 6raval a transzfekcidt kovetden 0sszegyljtottik, 0,45 pm-es sziirdén atszirtiik €s
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.

6.2.12 Sejthalal vizsgalata 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
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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 (JIMT-1 sejtek adhézidjanak megakadalyozasahoz, 45
perc, szobahd). A JIMT-1 szferoidokat 20 uM sunitinib-bel kezeltiik el6 1 6ran at, majd a 10
uM Cell Tracker Blue-val megfestett NK sejtek (E:T = 20:1), valamint a trastuzumab
ellenanyag (10 pg/ml) hozzaadasaval elinditottuk az ADCC kisérletet (24 ora, 37 °C). 24 6ra
elteltével a ko-kulturat Annexin V-Alexa Fluor 647 fluoreszcens konjugatummal inkubaltuk (1
ora, 37 °C). A mikroszkdpos felvételeket Opera Phenix konfokalis mikroszkoppal rogzitettiik
(10x objektiv; 0,3 numerikus apertara, konfokalis méd; EGFP: ex. 488 nm, em. 500-550 nm;
Alexab47: ex. 640 nm, em. 650-760 nm). A felvételeket a Harmony szoftverrel elemeztiik az
alabbiakban felsoroltak alapjan. A szferoidokat a JIMT-1 sejtek EGFP fluoreszcencidja alapjan
azonositottuk a ,,Find texture” opcidval, valamint méret szerinti sziiréssel (> 25 000). A latotér
sz¢€li objektumokat a ,,Select population” meniipont segitségével tavolitottuk el az elemzésbol.
Az Annexin festddésii (apoptotikus) sejtek a szferoidok periférikus régidiban tiintek fel, ezért
az un. apoptotikus gylirli régidban megmértiik az Annexin fluoreszcencia intenzitasat a ,,Select

region” (kiilsd hatar — 90%) modul segitségével.
6.2.13 Intracellularis LC3B festés

A JIMT-1 sejteket (1x10* sejt/lyuk) a kezeléseket kovetéen PBS-sel mostam, majd- 20
°C-os metanollal inkubaltam 30 percen 4t. A fixalas utan, a sejteket mostam, majd 0,1 %-0s
Triton X-100 oldattal permeabilizaltam (10 perc, szobahd), késébb 1 %-0s BSA-ban
blokkoltam (1 6ra, szobahd). Az anti-LC3B ellenanyaggal (500x 1% BSA-ban) 1 éjszakan at
inkubaltam a sejteket 4 °C-on. Masnap a mosasi 1épéseket kovetden 1 % BSA-ban higitott 1 ug
/ ml DAPI-val és masodlagos antitesttel (kecske anti-nyl IgG Alexa Fluor 647, 1000x)
inkubéltam (1 6ra, szobahd, letakarva) a sejteket. A mikroszkopizalast Opera Phenix konfokalis
mikroszkoppal végeztem (40x immerzids objektiv; 1,1 numerikus apertara; DAPI: ex. 405 nm,
ex. 435-480 nm; Alexa647: ex. 647; em. 650-760 nm). A sejtenkénti spot-ok szamat az alabbi
beallitasokkal hatdroztuk 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
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(csatorna: Smoothed 647; mod: F; membran csatorna: Plane Map Alexa488; individual
threshold: 0,05). A latotér szélére esd objektumokat ,,Select population” (populécio: 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; populacio: cells (removed border objects), region:

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

A JIMT-1 médiummal bevont 96-lyuktt HCS plate-be 1x10%/lyuk JIMT-1 sejtet 20 uM
sunitinibbel kezeltem eld 1 6ran at, melyet 10 pg / ml Alexa Fluor647-konjugalt trastuzumab-
tartalmi médiummal 10 uM koncentracidra higitottam és 3 oran keresztiil higitottam. Az
inkubacio utan a sejtek PBS-es mosason, majd fixalason (4 % formalin, 10 perc, szobahd) estek
at. A permeabilizélési 1épésben - 20 °C-0s 100 % metanolban alltak a sejtek 10 percig. Az
alkohol eltavolitasa utan 1 %-o0s BSA oldattal torténd blokkolas kdvetkezett (1 o6ra, szobahd),
majd az elsddleges anti-B-aktin ellenanyaggal (5000x, 1 6ra, szobahd) valo inkubalas. A nem
kotodott antitesteket mosasi 1épéssel tavolitottam el, amely utan a masodlagos anti-egér Alexa
Fluor488 (1000x) antitesttel inkubaltam a sejteket 1 oran at. Ujabb mosasi 1épést kovetden
DAPI (1 pg / ml, 10 perc, szobahd, letakarva) festéssel jeldltem a sejtmagokat, amely utan
szintén egy mosasi 1épés kovetkezett. A felvételeket Opera Phenix HCS mikroszkoppal

végeztiik (20x levegds objektiv; 0,4 numerikus apertura, nem-konfokalis mod).
6.2.15 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 eloszlastuak 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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7 Eredmények

7.1  ADCC paramétereinek bedllitisa ECLS mddszerrel

]
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7. abra Az impedancia értékek alakulasa az ECIS mérés soran (Applied biophysics honlap nyoman;
https://www.biophysics.com/whatlsECIS.php)

Az impedancia értékek (y tengely) az aranyelektrodok adherens sejttel vald boritottsagaval (x tengely)
egyenesen aranyos. Az ilires elektrod impedancidja zérdo (A szakasz), amely a sejtek folyamatos
letapadasaval fokozatosan emelkedik (B I szakasz). A 100 %-os konfluencia egy plato fazis formajaban
rajzolodik ki az impedancia gorbén (B 1I szakasz), mig a kezelés hatasara fellépd impedancia valtozas
a sejtek felvalasanak kovetkezménye (C szakasz). Az ADCC kisérletiinket minden esetben ezen
konstans fazis elérését kovetden inditottuk el az NK sejtek és a trastuzumab anti-HER2 ellenanyag

JIMT-1 sejtekhez torténo hozzdadasaval.

A JIMT-1 és NK sejt alkotta ADCC Kko-kultira eredményét a 8. abra mutatja.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az alkalmazott effektor - target sejt aranyok (E : T)
eltérd, ugyanakkor szignifikdns ADCC hatékonysagot eredményeztek. Tovabba azt is

megtudtuk, hogy elegend6 a 3 6ras inkubacios idén beliill maradnunk.
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8. abra ADCC optimalizalasa ECIS késziilékkel

A JIMT-1 csoport effektorok €s antitest nélkiil vettek részt a kisérletben és szolgaltak referenciaként,
mint maximalis impedancia értékek. Az ADCC eléréséhez 4-féle effektor target arannyal (E:T = 1:4,
1:2, 1:1 és 2:1) és egyféle trastuzumab (Tr, anti-HER2 ellenanyag) koncentracioval (10 pg/ml)
dolgoztunk. Az NK sejteket a trastuzumab-tartalmu JIMT-1 médiumban az impedancia plato fazisanak
elérését kdvetden adtuk a target sejtekhez (ADCC kezddpontja, ~ 24 6raval a plate-elés utan). A diagram
3 egymadstol fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja (=SEM). A statisztikai elemzést 2-utas ANOVA és Tukey-
teszt segitségével végeztiik. **p<0,01; ***p<0,001

7.2 HCS esszé optimalizdalasa ADCC vizsgalatdra

Bar az ECIS nagy szenzitivitassal rendelkezd, megbizhaté mérdmiiszer, az intézetiinkben
1évo késziilék csupan 16 well-es kisérletekre alkalmas. Ezért az ECIS sordn alkalmazott
kisérletes paramétercket atiiltettiik egy high-content screening-re (HCS) optimalizalt
mikroszkoprendszerre. Az ADCC hatékonyséagot ezaltal kép-alapu elemzéssel végeztiik, ahol a
JIMT-1 sejteket kalcein-acetoximetil (kalcein-AM) festékkel jeloltik, mig az NK sejteket
festetleniil adtuk a ko-kultirahoz. A kalcein-alapt ADCC kisérlet eredményét a 9. abra
szemlélteti. A statisztikai kiértékelés alapjan elmondhatjuk, hogy 2:1 E:T ardny 3 ora alatt
eredményezett olyan mértékii JIMT-1 sejt pusztulast, amelyet felhasznalva ADCC

aktivatorokat vagy inhibitorokat is azonosithatunk a sziirés alkalmaval.
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9. abra ADCC optimalizalasa kalcein-AM-alapi festési médszer és fluoreszcens mikroszkop
hasznalataval

(A) A JIMT-1 sejtek életképességét kalcein-AM-festéssel is nyomon kovettiik, ahol a festett sejtek
fluoreszcencidja alapjan hataroztuk meg az ADCC kezddpontja (0 6ra) és végpontja (3 ora) kozotti
célsejt pusztulast. A képeket Opera Phenix mikroszkoppal rogzitettiik (10x szaraz objektiv; 0,3
numerikus apertara; nem-konfokalis mod; ex: 488 nm; em: 500-550 nm). A kisérlet soran 1:4, 1:2, 1:1,
valamint 2:1 E:T aranyokat alkalmaztunk 10 pg/ml Tr jelenlétében, mig a kontroll (JIMT-1) csoport
esetén elhagytuk az NK sejtek és anti-HER?2 antitestet a rendszerbdl. Az adatokat 2-utas ANOVA és
Tukey poszt-hoc teszttel analizaltuk. (B) Reprezentativ felvételek a kalcein-festett JIMT-1 sejtekrél az
ADCC kezdeti (0 ora) és végpontjaban (3 ora). A skala 200 um-t jelol. ***p<0,001
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7.3 ADCC hatékonysdgot modosito hatoanyagok azonositasa high-content screening
(HCS) esszével

A sziirési kisérlethez kalcein-AM festési protokollt alkalmaztuk, amelynek 1épéseit a 10.

abra szemléleti.

1. JIMT-1 target sejtek 2. Target sejtek elokezelése 3. Inkubilas festetlen 4. Festett JIMT-1 target sejtek szamanak
festése SCREEN-WELL® FDA iltal és meghatarozasa Opera Phenix High-Content Analysis
festékkel engedélyezett molekula Trastuzumab (anti-HER2) késziilékkel
kdnyvtarral ellenanyaggal

>
B = /\/\

ADCC kezdeti ADCC
Ve Ve idépontja végpontja
(0 ora) (3 ora)

10. abra A Kkalcein-festés alapi molekulakonyvtar sziirési protokollja

(1.) A JIMT-1 sejtek jelolése kalcein-AM festékkel tortént (0,5 uM; 1 ora; 37 °C). (2.) A target sejtek
mosasat kovetéen a SCREEN-WELL molekulakonyvtar vegyiileteit TECAN pipettazd robot
segitségével adagoltuk a sejtekhez (20 uM, 1 ora, 37 °C). (3.) Jel6letlen NK sejtek és trastuzumab
(ADCCG; E:T =2:1; 10 pg Tr) vagy NK sejt és antitest nélkiili médium (kontroll) hozzaadasa a kalcein-
AM-jelolt JIMT-1 sejtekhez. (4.) A festett JIMT-1 sejtek megszamlalasa Opera Phenix mikroszkoppal
az ADCC kezdeti (0 dra) és végpontjaban (3 ora).

A HCS esszé alatt egy 774 gyogyszerhatdanyagot tartalmazé molekula konyvtarral
inkubaltuk az ADCC ko-kultirankat. A HCS kisérlet eredményeit a 11. abra mutatja. Az NK
sejtek szignifikans JIMT-1 sejthalalt indukaltak (a 10 plate-ben mért sejthalal atlaga 56 %). Hat
komponens valtott ki 6nmagaban (NK sejt hozzaadasa nélkiil) 20 %-nal magasabb JIMT-1
citotoxicitast. Ezen tilmenden egyik vizsgalt vegyiilet sem fokozta az ADCC hatékonysagot a
DMSO oldoszer kontrollhoz képest, azonban négy vegyiilet (hit; vinkrisztin, kolhicin,
podofillotoxin és sunitinib) nyujtott legalabb 20 %-os védelmet az ADCC-vel szemben.
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11. 4bra ADCC modulatorok azonositasa HCS mikroszkoppal

A Kalcein-festett JIMT-1 sejteket 1 o6ran at inkubaltuk a gyogyszerhatoanyagokkal (20 uM, - NK és +
NK plate). Az elokezelési id6 letelte utan a ,,+ NK” plate tartalmazta az ADCC-t biztosité JIMT-1 és
NK sejtek ko-kulturajat Tr jelenlétében (E:T = 2:1; 10 pg/ml), mig a ,,- NK plate” csak a festett JIMT-
1 sejteket. A festett JIMT-1 sejtek megszamlalasa két idépontban (0 és 3 ora; el6zetes kisérletek alapjan:
7., 8. abra) tortént HCS fluoreszcens mikroszkoppal. A diagramon minden pont 1-1 lyukat, azaz 1-1
kezelést jelol, amelyek koziil a kék pontok a DMSO oldoszer kontrollra utalnak. A zold objektumok
azok a szerek, amelyek a JIMT-1 sejtekre toxikusak 6nmagukban is (NK sejtek nélkiil), mig a pirosak
legalabb 20 %-0s csokkenést indukaltak az NK sejtek-okozta ADCC reakcioban (ADCC inhibitorok).
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7.4 Az ADCC hatékonysag mértékét csokkento hit-ek gatlo hatasanak megerdsitése kalcein

festéssel

A szlirés megbizhatosadganak ellendrzése érdekében megerdsité méréseket végeztiink az

ADCC inhibitoraival (12. abra). Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a négy

gyogyszerhatoanyag gatld hatasa reprodukalhato (10 uM koncentracio).
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12. abra A hit vegyiiletek ADCC-re gyakorolt gatlo hatasianak kvantitativ meghatarozasa

Kalcein festést kovetéen a JIMT-1 sejteket 1 oran at kezeltiik elé a négy hatdéanyaggal (a diagramon

szerepl6 koncentraciok kétszeresével), majd az NK sejteket is hozzaadtuk azonos térfogatban. A JIMT-

1 sejtek életképességét HCS mikroszkoppal kovettiik nyomon. A diagramok egymastol 3 fliggetlen

kisérlet atlagat mutatjak be (+SEM). Az ADCC hatékonysag statisztikai elemzéséhez Kruskal-Wallis

tesztet és Dunn poszt-hoc tesztet alkalmaztunk (vinkrszitin, podopfillotoxin és sunitinib), illetve 1-utas

ANOVA és Sidak poszt-hoc teszt kombinaciéjat (Kolkicin). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A (*) az

ADCC nélkiili és az ADCC csoportok kozotti valtozas mértékére utal. A kettdskereszt (#) a ,,0

uM + NK” elnevezést csoporttol valo szignifikans eltérésre utal a + NK csoporton beliil.
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7.5 A HCS-alapi ADCC esszé tovabbfejlesztése EGF P-t kifejezd célsejtek alkalmazdsdval

A 10. abran bemutatott sziirési protokoll leegyszertsitésével teszteltiink egy altalunk
Osszeallitott kis molekulakonyvtarat is, amelynek 1épéseit a 13. abran tiintetten fel. Ebben az
esetben az ADCC target sejtjei EGFP-t kifejez6 JIMT-1-k, amelynek el6allitasanak 1épései a
6.2.11 fejezetben ismertettem. Tizenkilenc kiilonb6zé vegyiilet — valamint DMSO, mint
oldészer kontroll — négy példanyban volt jelen a 96-lyuku plate-n (14. abra). A hatébanyagok
kozott szerepelt az a harom mikrotubulus gatloszer (kolkicin, vinkrisztin és podofillotoxin) is
— az esszé pozitiv kontrolljaiként —, amelyeket ADCC-t gatlé szerként azonositottunk a kalcein-

festésen alapuld HCS kisérleteinkben (11., 12. abra).

1. Célsejtek elokezelése vegyiiletkonyvtarral

folyadékkezelé robot segitségével JIMT-1 EGFP

sejtek

trastuzamab l\)/, o festetlen NK-92 sejtek
AN o0
Y
2. Inkubacié sejtekkel és
trastuzumab (anti-HER2) ellenanyaggal
JIMT-1 EGFP
sejtek

3. Adherens JINMT-1 EGFP célsejtek szamanak meghatarozisa High-Content Analysis
miiszerrel
ADCC kezdé pontja ADCC végpontja
(0 6ra) (36ra)

és

JIMT-1 EGFP JIMT-1 EGFP
sejtek sejtek
13. abra EGFP expresszion alapti molekulakonyvtar sziirési protokoll
(1.) A JIMT-1-EGFP sejtek el6kezelése a kis molekulakonyvtarral TECAN pipettazo robot segitségével
(20 uM, 1 6ra, 37 °C) valosult meg. (2.) Jeloletlen NK sejtek és trastuzumab (ADCC; E:T =2:1; 10 ug
Tr) vagy NK sejt és antitest nélkiili médium (kontroll) hozzaadasa a JIMT-1-EGFP sejtekhez. (3.) Az
EGFP-pozitiv sejtek megszamlalasa Opera Phenix mikroszkoppal az ADCC kezdeti (0 ora) és

végpontjaban (3 oOra).
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10

Colc
Betu
Gall
Vinc
Colc
Vinc
Quer
Nari
Név Pozicio Rovidités
1 Dimetil-szulfoxid 1.,12. oszlop; B3; G4;H5; A1l DMSO
2 Ciszplatin A2; B7; F4; F6 Cisp
3 5-fluorouracil D6; H4; A5; B2 Fluo
4 Pentoxifillin C2; D8; E5; F9 Pent
5 Tanninsav A6; C7; C9; D2 Tann
6 Etopozid D7; E2; G9;C5 Etop
7 lzatin C8; D11; ES; F2 Isat
8 Naringenin A8; B6; G2;H10 Nari
9 Quercetin E4; E11; G10; H2 Quer
10 Betulin A3; B5; B10; D5 Betu
11 Dexametazon C3; D9; G7; H11 Dexa
12 Gallotannin C10; D3; G5; G8 Gall
13 Temozolomid B8; C6; E3; F7 Temo
14 Cerulenin G6; A9; F3; F5 Ceru
15 Konkanavalin-A G3;G11;A7; E9 Conc
16 Fisetin F8; F11; H3; E6 Fise
17 NQDI-1 H6; H8; A4; B9 NQDI
18 Kolkicin E7; E10; A10; B4 Colc
19 Vinkrisztin C4; C11; D10; F10 Vinc
20 Podofillotoxin H7; H9; B11; D4 Podo

14. abra A HCS ADCC esszé teszteléséhez hasznalt vegyiiletkonyvtar

(A) Minden vegyiilet négy ismétlésben van jelen a konyvtarban, mig a 96 lyuku plate els6 és utolso
oszlopaba, illetve néhany tovabbi lyukba DMSO oldoszer kontrollt mértiink be. A kalcein-alapt
sziiréssel azonositott mikrotubulus gatloszerek (kolkicin, vinkrisztin és podopfillotoxin) szines hattérrel

vannak kiemelve. (B) A vizsgalt vegyiiletek nevei, pozicioi, illetve roviditett elnevezései.
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A transzdukalt JIMT-1 sejtek 488 nm-es hullamhosszon torténd gerjesztésiik alapjan
egyértelmiien elkiilonithetéek a nem-fluoreszkalé NK sejtektél. Eredményeink alapjan
kijelenthetjiik, hogy az NK sejtek-indukalta sejtpusztulas (50 % ,,+ NK csoportban)
reprodukalhatoan detektalhatd az altalunk optimalizalt rendszerben. A megismételhetoségre a
harom korabban (12. abra) mar ,hit”-ként azonositott mikrotubulus gatloszer wjboli
azonositasa enged kovetkeztetni, ugyanakkor 6nmagéban egyik szer sem indukalt citotoxikus

reakciot a ,,— NK” csoportban (15. abra).

A
DMSO 3 ora
' S effektor:
Tt ‘-"'-"‘ nem-fluoreszcencs NK sejtek
- “ w1yt &
g ity target:
PP S O :
b B JIMT-1-EGFP sejtek
30wy - s
B
150 ® DMSO
e Colchicine

e Vincrsitine sulfate
e Podophyllotoxin

Relativ JIMT-1 életképesség (%)

” L) e
M0 T rTrTecercoeeeecoeomeende e (; ———————
50 ﬁ PO XY SRS
0 ’
- NK + NK

15. abra Egy hazi vegyiiletkonyvtar tesztelése in vitro ADCC modellben

(A) Az ADCC reakci6 végén (3 ora inkubacio utan) késziilt felvétel, amelynek egy része 4x nagyitassal
mutatja a nem-fluoreszcens effektor NK és a zolden fluoreszkald JIMT-1sejteket. A kép rogzitése Opera
Phenix HCS mikroszkoppal tortént (10x objektiv). A méretaranyos skala 200 pm. (B) Az ADCC kisérlet
célsejtjeiként az EGFP-transzdukalt JIMT-1 emlékarcinoma sejtvonalat és CD16.176 V.NK-92
citotoxikus immunsejtet hasznaltunk. Az alkalmazott E : T arany 2 : 1 volt. A ,,— NK” csoport esetén a
JIMT-1-EGFP, NK sejtek és anti-HER2 antitest nélkiil, mig a ,,+ NK” csoport (ADCC) 10 pg/ml
trastuzumab ¢€s az effektor hozzdadasaval inkubalodtak a 3 oras kezelés idotartama alatt. Az életben
marado JIMT-1 sejtek aranyat Opera Phenix fluoreszcens mikroszkoprendszerrel kovettiikk nyomon. Az
NK sejtek ~ 50 %-0s JIMT-1 sejtpusztulast ereményeztek (+ NK) a kontroll kezelésekkel dsszevetve (—
NK). A piros szaggatott vonal jelzi a kiiszobértéket (> 70 % viabilitas), amely a DMSO-val kezelt ADCC
hatékonysaghoz képest 20 %-os gatlast jelent.
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A HCS kisérletek kozos jellemzdje, hogy a sziiréssel azonositott vegyiiletek hatasanak
megerdsitését egy eltérd technikéaval kell igazolni *. Enhez az ADCC kvantitéldsara alkalmas
ECIS gold standard modszert valasztottuk, a korabban mar ismertetett kisérletes
paraméterekkel, amelynek eredményeit a 16. abran lathatjuk. Valamennyi esetben 2 : 1 E :T
arany 50 % koriili JIMT-1 apoptdzist eredményezett, amely a ,,hit”-ek jelenlétében markansan

visszaesett.
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16. abra ADCC-t gatlo mikrotubulus gatloszerek megerdésitése ECIS esszével

A Kkisérlet soran kdvetett paramétereit az Anyagok és modszerek fejezetben ismertettem korabban. Az
impedancia értékek statisztikai kiértékelését 2-utas ANOVA és Tukey poszt-hoc teszttel végeztem. A *
a 3 oras idopontban tapasztalt impedancia értékek kozotti eltérésekre utal. A diagramok 3 egymastol

fliggetlen kisérletbdl szarmaz6 adatok atlagat abrazoljak (+SEM). ***p<0,001
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7.6 A sunitinib hatasanak megerésitése LDH és ECIS modszerekkel

A mikrotubulus organiziciot megbénitd szerekrdl szerzett ismereteink alapjan, Ugy
dontottiink, hogy a késébbiekben a tobb célponta tirozin-kindz inhibitor, a sunitinib gatld
hatasanak tanulmanyozasara fokuszalunk. A mikrotubulus organizaciot gatloszerek (kolkicin,
vinkrisztin, podofillotoxin) ADCC-re kifejtett hatasuk megmagyarazhatd az NK sejtek
citotoxikus granulumainak exocitdzisanak megbénitdsaval . Ezen tilmenden azért dontdttiink
a sunitib tovabbi felhasznaldsa mellet, mert a legnagyobb ADCC gatl6 hatast valtotta ki,
amelyrdl a megerdsitd vizsgalat kimutatta, hogy dozis-fliggd valaszreakcid, illetve receptor
tirozin-kinaz gatloszerként leginkabb Osszefiiggésbe hozhatd a HER2 jelatviteli ttvonal
mechanizmusaival. Els6 1épésben a szirési protokoll hasznalataval ellendriztiik a szer inhibitor
hatasanak reprodukalhatdsagat. A mérési adatok nem csupdn a gatlo hatast erdsitették meg,
hanem egy koncentracio-fiiggé ADCC hatékonysagot igazoltak (12. abra). A kalcein festésen
tul LDH felszabadulast mérd, illetve ECIS technika segitségével is igazoltuk az ADCC reakcid
soran tapasztalhaté JIMT-1 sejt rezisztenciat sunitinib kezelés mellett (17. abra). A laktat-
dehidrogenaz enzim valamennyi sejtiink citoplazméjaban fellelhetd, amely a sériilt membranon
keresztiil kijut a sejtbdl, igy in vitro kisérletes koriilmények kozott feliiluszobol detektalhato.
Az LDH, illetve az impedancia-alapt ECIS modszer is egyértelmiien kimutatta a sunitinib

jelenlétében megfigyelhetd csokkenést az ADCC hatékonysagban.
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17. abra A sunitinib ADCC-re gyakorolt gatlo hatasanak megerdsitése LDH és ECIS mddszerrel
(A) AJIMT-1 sejtek elékezelését (20 uM, 1 6ra) kovetden az ADCC-t trastuzumab és NK sejt tartalmu
JIMT-1 médium hozzaadasaval inditottuk el (10 uM sun, E:T = 2:1, 10 ug/ml Tr, 6 6ra). A sejthalalt
LDH felszabaduldst mér6 esszével detektaltuk. A statisztikai elemzést Kruskal-Wallis és Dunn poszt-
hoc teszttel végeztiik. (B) Az ECIS kisérlet soran a JIMT-1 sejtek 100 %-os konfluenciajat jelz6 plato
fazis elérése utan (~ 24 ora elteltével a plate-1ést kovetden) tortént az elokezelés (20 uM, 1 ora). Az
ADCC kezddpontja jel6lés utal az NK sejtek és anti-HER?2 antitest JIMT-1 sejtekhez valo hozzaadasara.
Az impedancia értékek statisztikai kiértékelését 2-utas ANOVA és Tukey poszt-hoc teszt egyiittesével
kaptuk meg. A diagramok 3 egymadstdl fiiggetlen kisérletb6l szarmazd adatok atlagat abrazoljak
(£SEM). **p<0,01; ***p<0,001
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7.7 A sunitinib az ADCC padn 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-pozitivitasiak %% A célsejtek életképességét
kalcein-festéssel és HCS mikroszkoppal mértiik. Az adatok kiértékelését kovetéen
kijelenthetjiik, hogy a sunitinib inhibitor hatasa nem JIMT-1 sejt specifikus (18. abra).

SKBR3 MKN7 MDA-MB-468-HER2-GFP
150% - 150% 150%
.é‘o .§° T b g .é‘o - v
(%] [ %] . (%]
8 100%] [~ 2 100%] (7 [ 2 100%
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% T o % = T %
> 50% > 50% S 50%
I " I
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18. abra A sunitinib ADCC hatékonysagot csokkenté hatiasa mem csupan JIMT-1 sejteken
érvényesiil

A kalcein-festett daganatos target sejtek el6kezelése (20 uM, 1 6ra) utan vette kezdetét maga az ADCC
kisérlet (10uM sun; 10 pg/ml Tr, 36ra). A ¢l sejtekre utald kalcein-pozitiv objektumok meghatarozasa
fluoreszcens mikroszkoppal tortént. A viabilitds mértékét 3 kiilonb6zo kisérlet atlagdbol szamoltuk ki
(xSEM). A statisztikai analizis Kruskal-Wallis teszt és Dunn poszt-hoc teszt (SKBR3) vagy 1-utas
ANOVA ¢és Sidak poszt-hoc teszt (MKN7 ¢s MDA-MB468-HER2-GFP) felhasznalasaval tortént.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Arra is szerettlink 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 alld ko-kultarat (19. abra). A Kalcein-festékkel jelolt JIMT-1 sejtek szamat
fluoreszcens  mikroszkoppal  hatdroztuk  meg, amelynek eredménye  alapjan

megbizonyosodhattunk arrdl, hogy a gatl6 hatas tovabbra is fennall.
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19. abra A sunitinib gatlé hatassal bir az anti-EGFR-altal kozvetitett ADCC reakciora

A Kalcein-festett, el6kezelt JIMT-1 sejteket (20 uM, 1 6ra) cetuximab (2 pg/ml, anti-EGFR ellenanyag)
és NK sejt jelenlétében 3 oran keresztiil inkubaltuk, és az €16 sejtek szamat fluoreszcens mikroszkoppal
hataroztuk meg. A reakcio soran bekdvetkezd statisztikai eltéréseket Kruskal-Wallis teszt és Dunn

poszt-hoc teszttel elemeztiik. *p<0,05; **p<0,01
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7.8 A sunitinib gdtolja az NK sejtek aktivaciojat

Az ADCC reakcioban a granzim B az egyik olyan citotoxikus molekula, amely az NK
sejtek granulumaibol iranyitott exocitozissal az immunologiai szinapszisba iiriil ®¢. Ezért
aramlasi citometriaval megvizsgaltuk, hogy a sunitinib befolyasolja-e ezen a granzim B
felszabadulasat. Méréseink alapjan elmondhatd, hogy a granzim B bejut a JIMT-1 sejtekbe,
tovabba a sunitinib csokkentette a granzim B—pozitiv JIMT-1 sejtek aranyat az ADCC-DMSO
kontrollhoz képest (20. abra).
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20. abra A sunitinib mérsékeli az NK sejtek granzim b exocitozisat

Az NK sejtek granzim b (GzB) felszabadulasat aramlasi citometriaval vizsgaltuk, ahol a JIMT-1 sejteket
cell tracker blue fluoreszcens festése utan az elokezelési 1épés, valamint a festetlen NK sejtek és
trastuzumab antitest hozzaadasa, majd 3 6ran at torténé inkubalas kovetkezett. A citotoxikus molekula
detektalasat az anti-granzim b Alexa Fluor 647 ellenanyaggal torténd inkubalassal értiik el. A grafikon
4 egymastol fiiggetlen kisérlet atlagat abrazolja (:SEM). A statisztikai elemzés 1-utas ANOVA és Sidak
poszt-hoc teszttel tortént. *p<0,05; ***p<0,001

Ismert, hogy az NK sejtek altal szekretalt interferon-y (IFN-y) citokin szamos
immunologiai reakciot indit el 88, Az IFN-y felelés ugyanis a daganatos sejtek proliferacio

gatlasaért vagy akar apoptotikus folyamatok elinditdsaért 8. 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 gatolta az NK sejt aktivaciora utald citokin
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eredményeinkkel (21. abra).
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21. abra A sunitinib gatolja az NK sejtek IFN-y szekréciojat

Az NK sejteket trastuzumabot (10 pg/ml), HER2-Fc¢ fehérjét (1 ug/ml), illetve sunitinibet (0,01 — 30
uM) tartalmazé médiumban kezeltiik. 24 ora elteltével a sejtek feliiluszojaboél ELISA moddszerrel
hataroztuk meg az IFN-y koncentraciot. A grafikon 3 fliggetlen kisérlet atlagat mutatja (:SEM). A
kezelések kozotti statisztikai eltéréseket Kruskal-Wallis teszt és Dunn posz-hoc teszttel igazoltuk.
**p<0,01; ***p<0,001

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

mikroszkopos eljarassal kovettiik nyomon (22. abra).
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22. abra Az NK sejtek sunitinib el6kezelése csokkenti az ADCC mértékét

A kalcein-festett JIMT-1, valamint a jel6letlen NK sejteket 10 uM sunitinibbel inkubaltuk 4 éran at,
majd mosasi 1épéssel eltavolitottuk a kozegbdl és elinditottuk az ADCC-t trastuzumab jelenlétében (10
pg/ml). Az €16 JIMT-1 sejtek szamat HCS fluoreszcens mikroszkoppal hataroztuk meg. A statisztikai
elemzést 1-utas ANOVA ¢és Sidak poszt-hoc teszttel szamoltuk ki. ***p<0,001
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7.9 A sunitinib modositja 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 fluoreszeens festék, amely a gyartdcég szerint joval kisebb
affinitassal, de kotédik az RNS-hez is. Mivel a citoplazma bévelkedik RNS-ben, igy azt
¢ 8283

megfestve, vizsgalhatd a sejtmorfologia megfeleld gerjesztés mellet Méréseink

ravilagitottak arra, hogy a sunitinib szignifikans sejtméret novekedést indukal (23. abra).
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Sunitinib kezelést (20 uM, 16ra, majd 10 uM, 3 o6ra) kovetden a JIMT-1 sejteket DRAQS fluoreszcens
festékkel (5 uM, 30 perc) tettiik lathatova a HCS mikroszkop szamara. (A) A felvételeket 20x
objektivvel nem-konfokalis tizemmoddban rogzitettiik. A skala 100 um-t mutat. (B) A diagram 3
fliggetlen kisérlet medianjat abrazolja (:SEM). A statisztikai elemzéshez 1-utas ANOVA-t és Sidak

tesztet hasznaltunk. ***p<0,001
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Tovabba megvizsgaltuk, hogy a hogyan valtozik a ADCC target sejtjeinek adhézidja sunitinib
kezelés hatasara, amelynek eredményét a 24. abra szemlélteti. A kisérlet soran 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.

Diszpaz esszé
24. abra Sunitinib kezelés fokozza a JIMT-1 sejtek adhéziojat

'é‘ 057 . A JIMT-1 sejteket a sunitinib (10 uM) kezelést kovetden diszpéz
E 0.4 T enzimmel inkubédltuk, majd minden kezelési csoportot Otszoros
E 0.3 ismétlésszammal 200 pl-es pipettaheggyel felszuszpendaltuk, majd
g 0.2 lefixaltuk SRB esszére. A diagram az optikai denzitasi értékek atlagat
2 abrazolja (£SEM). A statisztikai kiértékelés 1-utas ANOVA ¢és Sidak
g 0-17 poszt-hoc teszt egylittesével tortént.
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7.10 A sunitinib kezelés csokkenti a sejtfelszini HER-2 kifejezodését

A trastuzumab-fiiggé NK sejtes ADCC célmolekulaja a HER?2 sejtfelszini receptor. Ebbol
kovetkezik, hogy a HER2 sejtfelszini denzitasa nagymértékben befolyasolja az ADCC
hatékonysag mértékét. Mivel ismert a receptor recirkulacio jelensége 8485868788 amelynek
lényege, hogy a sejt folyamatosan ,,utaztatja” a receptorait a sejtfelszini és a citoplazmatikus
régiok kozott, felmeriilt benniink annak lehetdsége, hogy a sunitinib felgyorsitja a HER2
receptor internalizaciojat, ezzel csokkentve a trastuzumab sejtfelszini targetjét, amely végiil az
ADCC eldli menekiiléshez vezet. Ennek kideritésére a JIMT-1 sejtek HER2 lokalizacigjat
immuncitokémiai vizsgalattal tanulmanyoztuk. 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 (25. abra). Ugyanakkor Western blot-tal igazoltuk,

hogy a sunitinib-nek nincs hatasa a total HER-2 expressziora (26. abra).
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25. abra Sunitinib csokkentette a sejtfelszini HER2 kifejezédést

A JIMT-1 sejtek kezelése és egyben festése Alexa Fluor 647 fluorofdrral konjugalt trastuzumab antitesttel tortént
(piros). A sejtek formalinos fixalasa utan a sejtmagot DAPI-val (kék), mig a sejtek konttrjat anti-B-aktin Alexa
Fluor 488 (z61d) ellenanyaggal jeloltiik. A felvételeket HCS fluoreszcens mikroszkoppal rogzitettiik (20x szaraz

objektiv, nem-konfokalis méd).
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26. abra A sunitinib nincs hatassal a HER2 génexpresszidjara

A JIMT-1 sejtek sunitinib-tartalmt médiumban val6 inkubalasa (4 éra) utan, a sejteket Western blot-ra
gyljtottiik 6ssze, majd a HER2 fehérje szintjét vizsgaltuk. (A) A kisérlet soran loading kontrollként a
B-aktin proteint (43 kDa) hasznaltuk. Az ECL technikaval vizualizalt HER2 fehérje mennyisége nem
valtozott a kezelés hatasara. (B) A denzitometralast image J szoftver segitségével végeztik. A

statisztikai elemzéshez 1-utas ANOVA-t és Sidak poszt-hoc tesztet alkalmaztunk.
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7.11 A sunitinib gatolja a sejtciklust

A HER?2 az epidermalis novekedési faktor receptorcsalad tagja, amely a sejtosztodast
irdnyito jelatviteli utvonal elsd résztvevéije °6. Amennyiben redukalédik a sejtfelszini HER2
receptorok szdma, belathaté, hogy a sejtproliferaci6 mértéke is visszaszorul. Ezért
megvizsgaltuk, hogy az altalunk alkalmazott sunitinib koncentraci6 és inkubacios ido,
eredményez-e barmiféle valtozast a sejtciklusban. A sunitinib kezelést kovetden, a JIMT-1
sejtek DNS mennyiségét RNaz A enzimmel, majd DRAQS5 duplaszald DNS-t jel6lé
fluoreszcens festékkel inkubalva, aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Méréseink ravilagitottak
arra, hogy az ADCC soran alkalmazott 4 6ran at tartd inkubacios id6 nem befolyasolja a sejtek
osztodasat. Azonban a 24 6ras kezelés mar megemeli a GO/G1 fazisban rekedt JIMT-1 sejtek,

ugyanakkor csokkenti az S fazisban 1év6 tumorsejtek szamat (4 6ra sun — 24 6ra sun) (27. abra).
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27. abra A sunitnib a sejtciklus G0/G1 fazisaban tartja a JIMT-1 sejteket

(A) A JIMT-1 sejtek sunitinib gyogyszerhatoanyaggal torténd kezelése (4 vagy 24 éra) utan, RNaz A
enzimmel inkubaltuk, majd DRAQS festékkel jeloltik a DNS allomanyt és aramlasi citométerrel
vizsgaltuk a sejtciklust. (B) A sejtciklus kvantitativ elemzése. A diagramok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat

mutatjak (£SEM). A statisztikai kiértékelés 2-utas ANOVA ¢és Tukey teszttel tortént. **p<0,01
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7.12 A sunitinib autofdgidat indukal a JIMT-1 sejtekben

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az autofagia fokozodasa egy lehetséges menekiilési
itvonal az NK sejt-medialt sejtlizis elél 8. Az ADCC soran ugyanis az immunologiai
szinapszisba {iriild természetes OlOsejt-eredetli granzim b a target sejten belill az
autofagoszomdkba keriilve degradalodhat 9919293 Ezért megvizsgaltuk, hogy a sunitinib vajon
indukal-e autofagiat a JIMT-1 sejtekben. Az LC3B-II az autofagia markere, amely a
autofagoszomak felszinén foglal helyet. Az LC3B-II markert western blot technikaval
vizsgaltuk és megfigyeltiik, hogy sunitinib-kezelt sejtekben megemelkedett az LC3B-II
mennyisége (28. abra). Az autofagoszomakat az immuncitokémiai mikroszkopos felvételeken
is lathatjuk, amelyeket az LC3B-II pontok jelolnek. Az elemzés alapjan elmondhatjuk, hogy a
sunitinib kezelés hatdsara az LC3B-ll-pozitiv objektumok szdma markansan megemelkedett

(29. abra).
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28. abra A sunitinib autofagiat indukal a JIMT-1 sejtekben

A JIMT-1 sejteket 4 oran keresztiil tartottuk sunitinib-tartalmi médiumban (1 6ra, 20 uM; 3 6ra 10 uM),
majd Western blottal tanulméanyoztuk a kezelés hatasara bekovetkezd LC3B-I és-11 fehérje mennyiségét.
A kisérlet soran B-aktin fehérje alapjan bizonyosodtunk meg arr6l, hogy azonos mennyiségii fehérjét
vittiink fel a gélre. (A) Az ECL technikaval vizualizalt membranon jol kivehet6 a kezelés altal indukalt
LC3B konverzid. (B) A diagram a savok denzitometrias analizisének eredményeit abrazolja. A

statisztikai elemzéshez 1-utas ANOVA és Sidak poszt-hoc teszt kombinaciojat hasznaltuk.
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29. abra Az immuncitokémiai vizsgalat kimutatta a megemelkedett LC3B fehérje expressziot

sunitinib kezelés kovetkeztében

(A) A JIMT-1 sejtek sunitinib-kezelése utan a sejteket fixaltuk, majd anti-LC3B antitesttel inkubaltuk

és Opera Phenix mikroszkoppal végeztiik a leképezést (40x viz immerzids objektiv, konfokalis mod).

(B) A szoras diagram 3 fliggetlen kisérlet sejtenkénti LC3B spot szamat mutatja (+SEM). Legalabb 3682

adatpont volt felhasznalva a statisztikai elemzéshez, amelyet Kruskal-Wallis teszt és Dunn-poszt hoc

teszttel végeztiink. **p<0,01; ***p<0,001
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7.13 A sunitinib ADCC rezisztencidt 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 Iétre, amelyeket szferoidok tenyésztésére hasznaltunk fel. Hasonloan a 2D ko-
kultarahoz, az NK sejtek a szferoidokat alkotd JIMT-1 sejtek apoptozisat eredményezte. A
sejthalal mértékét Annexin V festddés alapjan hataroztuk meg mikroszkopos felvételekrdl. Az
ezaltal egy gytrli régiot kialakitva. A szeferoid kezelése sunitinib-bel csokkentette az Annexin

V-festddésii sejtek megjelenését a 3D objektumokban (30. abra).
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30. abra A sunitinib gatolja a JIMT-1 sejtek apoptézisat in vitro 3D ADCC modellben

JIMT-1 — EGFP sejtek (z6ld) felhasznalasaval generaltunk szferoidokat. Az ADCC kisérlethez
trastuzumab (10 pg/ml) és cell tracker blue fluoreszcens festékkel-jelolt NK sejteket (kék) (E:T = 20:1)
hasznaltunk. A 24 6ras sunitinibbel val6 inkubalas utan a ko-kultirat Annexin V 647 (piros) festékkel
festettiik (1 ora, 37 °C). A mikroszkopizalas HCS késziilékkel tortént (10x szaraz objektiv, konfokalis
mod). (A) Reprezentativ felvételek az ADCC reakciorol. A skala 500 um-t jelol. (B) Az oszlopok a
szferoid koriil megjelend apoptotikus gytiiriiben mérheté Annexin V 647 fluoreszcencia intenzitasat
mutatja (4 fiiggetlen kisérelet =SEM). A statisztikai elemzés kiszamitasahoz Kruskal-Wallis és Dunn-
poszt-hoc tesztet hasznaltunk. **p<0,01; ***p<0,001

Irodalmi adatok tdmasztjak ald, hogy az integrinek az adhézids funkcidjukon tul Iényeges
szerepet toltenek be a sejt talélési folyamataiban. Koztudott ugyanis, hogy emlédaganatos

korképekben az integrin jelatvitel gatlasa az apoptotikus folyamatok megakadalyozasat idézi
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el 94%°%_ Ezen adatokbol kiindulva, kivéncsiak voltunk arra, hogy az adhézios szignalizacio
gatlasa megsziinteti-e a sunitnib-okozta rezisztenciat az ADCC reakcioval szemben. A
sejttenyészté edényeket Pluronic F-127 oldattal vontuk be, amely megakadalyozza az adherens
sejtek letapadasat. Eredményeink ravilagitottak arra, hogy nincs kiillonbség az adherens és a
szuszpenziés ADCC hatékonysagot illetden, ugyanis a sunitinib gatlo tulajdonsaga tovabbra is

tapasztalhat6 (31. abra).
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31. abra Sunitinib ADCC-t blokkolé hatisa egyarant megfigyelheté szuszpenziés ko-kultira
esetén is

A 96-lyuku plate egyik felén a lyukak felszinét Pluronic F-127 oldattal (0,5 %; 45 perc) vontuk be, hogy
elinditottuk az ADCC reakciot az NK sejtek és trastuzumab antitest hozzaadasaval (E: T =2:1, 10 pg/ml
Tr), majd LDH esszével hataroztuk meg a sejthalal mértékét. A diagram a citotoxicitas mértékét 3
fliggetlen kiséret atlagaként tiinteti fel (:SEM). Az adatok kozotti szignifikanciat Kruskal-Wallis teszt

és Dunn poszt-hoc teszt segitségével vizsgaltuk. **p<0,01; ***p<0,001
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7.14 A sunitinib nem indukalt Akt foszforildciot a JIMT-1 sejtekben

A receptor tirozin kindzok (RTK) a daganatos korképek kialakulasanak 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 4ltal elinditott
jelatviteli folyamatok centralis reguldtora is %. A fehérje aktivaciojara annak foszforilalt
formajanak megjelenése utal, amit Western blot moédszerrel vizsgaltunk. Eredményeink

bizonyitottak, hogy a sunitinib kezelés nincs hatassal az Akt foszforilaciora (32. abra).
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32. abra A sunitinib nem indukalja az Akt aktivaciéjat

A sunitinib-kezelt JIMT-1 sejtek Akt és foszfo-Akt mennyiségét Western blot-tal vizsgaltuk. A kisérlet
soran 20 pg fehérjét vittiink fel a gélre és vizsgalt mennyiségek azonossagahoz a B-aktin fehérjét
alkalmaztuk. (A) Az ECL-alapu detektalas soran el6szor a pAkt format vizualizaltuk, majd az anti-pAkt
ellenanyagokat strippeléssel tavolitottuk el, és a membrant anti-Akt antitesttel inkubaltuk. (B) A
megjelend savok intenzitasat denzitometralassal szamszer(sitettiik, majd Image J szoftverrel értékeltiik.
Az oszlopok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat mutatjak (=SEM). A statisztikai elemzést 1-utas ANOVA és

Sidak poszt-hoc teszttel végeztiik.
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8 Megbeszélés

Az NK sejtek a velesziilett immunrendszer tagjaiként a tumoros és a virus-fert6zott
sejtieink eliminalasara evolvalodott citotoxikus limfocitak 91%0%° Az NK sejtek szamos
aktivalo receptort hordoznak a felsziniikon, ilyen példaul az NKG2D, DNAM-I vagy a CD16
(IgG Fc receptor), valamint az adhézidés receptorokat, mint az integrin LFA-1. Ezen
immunsejtek tolerancidjat a gatlé receptorok altali ,sajat szignal”, vagyis a f6
hisztokompatibilitdsi komplex I (MHC-I) felismerése valtia ki %1% Az NK sejtek
valaszreakcioja az aktivalo, illetve a gatlo receptorok feldl érkezd impulzusok ereddjébol
kovetkezik %1% Amennyiben a mérleg nyelve a citotoxikus funkci6 bekapcsoldsa iranyaba
billen, a citoszolikus Ca?* koncentracié megemelkedik, valamint a mikrotubulus organizalo
centrum (MTOC) a targetsejt iranyaba szervezddik, majd a citotoxikus granulumok — perforin
¢s granzim tartalma — az MTOC mentén elvandorolnak a preszinaptikus membranhoz ¢és
fuzionalva azzal, végiil az immunologiai szinapszisba iiritik tartalmukat és a célsejt apoptozisat
indukaljak %7911 Kisérletes munkam soran az NK sejtek 4ltal kdzvetitett ADCC reakciot a

JIMT-1 sejtek trastuzumab (anti-HER?2 antitest) ellenanyag altali opszonizalasa tette lehet6vé.

crer

crer

ismeri fel, ezaltal hidat alakitva ki a target és effektor sejtek kozott. Az igy kialakuld
immunologiai szinapszisba exocitdzissal kijutd peforin és granzim molekulak a JIMT-1 sejtek
apoptotikus pusztulasat eredményezik, még abban az esetben is, ha a daganat ellenall6 a
trastuzumabbal szembeni in vivo kezelésre 192, Az NK sejtek daganatterapiaban torténd klinikai
felhasznalasanak otlete mar az 1980-as években felmeriilt, amelynek finomitdsa még a mai
napig tart 1, Az NK sejtek 4ltali ADCC hatékonysdg fokozisa nagy jelentdséggel birhat a

kiilonféle daganatos megbetegedések kezelésében 7°.

Tovabba a kemoterapias szerek
daganatellenes immunvalaszra gyakorolt hatasanak megértése segitheti a potencialis
antagonista hatasok elkertilését.

HCS modelliink alkalmasnak bizonyult in vitro ADCC hatékonysagot modulald
gyogyszerhatoanyagok kisziirésére. Az altalunk tesztelt FDA molekulakonyvtar hatéanyagai
koziil négy molekula csokkentette az NK sejtek altal kdzvetitett citotoxikus folyamatot, amely
a JIMT-1 sejtek menekiilését eredményezte az ADCC el6l. A vinkriszitin, a kolkicin, illetve a
podofillotoxin egyarant mikrotubulus destabilizalé vegyiilet . Az NK-sejtek aktivalodasa utdn

az els6 1épések egyike a litikus granulumok konvergencidja, azaz azok gyors athelyezédése a

mikrotubulus-szervezo kozpont (MTOC) felé. Ezt kdvetéen az MTOC és a konvergalt litikus
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granulumok az NK- és a tumorsejtek érintkezési pontja, az ugynevezett immunologiai
szinapszis felé polarizaloédnak. A litikus enzimet tartalmazo granulumok ezutan az
immunologiai szinapszisba iiriilnek, ami a tumorsejtek pusztulasat okozza °%7%101 Ezen
gatloszerek egyontetiien a tubulin monomerekhez kétddve blokkoljak mikrotubulussé torténd
polimerizacidjukat, ezzel megakadalyozva azon haldézat kialakuldsat, amely az NK sejtek
citotoxikus mediatorainak intracellularis mozgasaban, illetve felszabaditasaban vesz részt "°,1%,
Ezen irodalmi adatokat figyelembe véve kisérletsorozatunk tovabbi Iépésében a sunitinib tobb
célpont tirozin-kinaz inhibitor (pl. VEGFR-1-3; PDGFR-a és -B; FMS-sszerti tirozin-kinaz 3)
tanulmanyozasara Osszpontositottunk. A sunitinib széles korben alkalmazott gyogyszer
hatéanyag veserakok (renal cell carcinoma, RCC) kezelésére 1%, A lapatinib a sunitinib-hez
hasonloan FDA altal jovahagyott receptor tirozin kinaz inhibitor (EGFR és HER2 RTKI).
Azonban a lapatinibnek ismert azon hatasa, hogy a HER2 akkumuléciot valt ki az ADCC
célsejtjén, amelynek kovetkeztében nagyon eredményes trastuzumab-fliggé ADCC reakciot
irtak le 1°61071%8 oy viszont eredményeink ellentmondanak az irodalomban olvasottaknak az
RTK gatlészerek ADCC-re gyakorolt hatasat illetéen. Ennek oka, hogy az irodalomi adatok 48
oréan at tartd kezelés eredményei, szemben a mi kisérleteinkkel, ahol csupan 4 oraig volt a
sunitinib RTK gatld a sejteken. Belathatd, hogy a nagy inkubacids idébeli eltérés miatt nem
feltétleniil korrelalthatd egymassal a két jelenség, ugyanis 48 ora alatt joval tobb élettani
jelenség torténik (pl. génexpresszid), mint 4 ora alatt.

Szamos technika 4all rendelkezésre, ha ADCC hatékonysdganak meghatdrozasara.
Valaszthatunk a klasszikus radioaktiv krom felszabadulasi tesztt6l, a citoplazmatikus
enzimfelszabadulasi probakon &t fluoreszcencia-alapi mérésekig (aramlasi citometriai,
mikroszkopos) sok lehetéseg koziil 9. Ezeknek viszont kozos limitacidja, hogy nem alkalmasak
nagy ateresztOképességii vizsgalatokhoz. Kifejlesztettiink egy képalapi HCS-esszét, amely
hasznalhatd  vegyliletkonyvtarak  szilirésére =~ ADCC-modositd  gyogyszerhatdanyagok
azonositasara. Azonban a festés miatt sziikség van egy mosasi 1épésre is. természetesen, mint
minden modszernek, ennek a technikdnak is megvannak a hatranyai. Mivel képelemzés alapa
citotoxicitasi esszérdl beszéliink, igy a fokuszsikban detektalhato EGFP-pozitiv sejteket
detektaljuk. Feltételezziik, hogy az elhalt sejtek felvaldsuknak kdszonhetden kikeriilnek a
mikroszkop latoterébdl és relevans képet kapunk a sejtpusztulasrél. Ez azonban azt is jelenti,
hogy nem tudunk kiilonbséget tenni az elhalt és haldokldé (még nem teljesen felvalt) sejtek
Ezenkiviil szamolnunk kell annak lehetdségével is, hogy a fluoreszcens jel6lés interferal a

hatéanyaggal, amely jelenséggel talalkoztunk a szintén a sunitinib és kalcein esetén is. A
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szliréssel kapott ,hit”-ek hatasat tobbféle technikaval sziikséges megerdsiteni. Esetiinkben
megbizhatonak tekinthetjiik méréseinket, hiszen pozitiv kontrollként olyan hatéanyagokat
(kolkicin, podofillotoxin, vinkrisztin) vontunk be kisérleteinkbe, amelyek igazoltan negativ
hatassal vannak az ADCC-re.

A Kkalcein-festett JIMT-1 sejtek sejtszambeli elemzése ravilagitott a sunitinib
koncentracio-fiiggd ADCC-t gatlé hatasara. A mechanizmus tanulmanyozédsa soran a ko-
kultira mellett megvizsgaltuk a sunitinib hatasat kiilon a JIMT-1 target sejteken és kiilon az
effektor NK sejteken is. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az ADCC hatékonysag
markans csokkenése mogotti mechanizmus igen Osszetett, azaz tobb ponton bénitja az
immunoldgiai reakcidt. Igazoltuk, hogy a sunitinib negativ hatassal bir az NK sejtek
aktivaciojara és ebbdl kifolyodlag citotoxikus funkciojara. A granzim B csokkenése a sunitinib-
kezelt célsejtekben az enzimnek az NK sejtbdl a célpontba torténd széllitasanak karosodéasara
utal. A sunitinib kezelést kovetéen megfigyelhetd csokkent mértékii granzim B exocitozis
valdsziniileg magyarazhat6 az NK sejten beliili , trafficking” megbénitasaval. A gatolt granzim
B felszabadulas magyarazhaté az NK sejtek aktivalodasaban tapasztalt szuppresszioval,
amelynek hatterében a sunitinibbal kezelt NK-sejtek csokkent IFNy-termel6dése allhat. A
pontos mechanizmus, amellyel a sunitinib karositja a NK-sejtek miikodését az ADCC-ben,
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A JIMT-1 sejtek kezelése egyedi kultiraban — azaz nem ADCC rendszerben —
morfologiai valtozast idézett el6, mivel a sunitinib-kezelés szignifikansan megndvelte a sejtek
teriiletét a kontroll sejtekhez képest. Feltételeztiik, hogy a JIMT-1 sejtek szubsztrathoz torténd
tapadasanak megvaltozasa hozzédjarulhat az ADCC-vel szembeni rezisztencidhoz. A diszpaz
emésztéssel kombinalt SRB essz¢é adatai kimutattak a sunitinib-kezelt JIMT-1 sejtek erésebb
expresszioja lehet. Ismert ugyanis, hogy az adhézios molekuldkon keresztiil torténd jelatvitel
eredményezheti a sejtek kiilonbozo citotoxikus szerekkel szembeni rezisztenciajat °.
Munkacsoportunk korabban igazolta, hogy az oxidativ stressz altal kivaltott partanatosz vagy a
sejtstirliség-fliggd jelatvitel a PARP1 gatldsdhoz vezet, amely a partanatosz, mint programozott
nekrotikus sejthalal forma kdzponti szabalyozo molekuldja kapcsolatba hozhat6é az oxidativ
stresszel szembeni ellenéllassal %11, Az integrin jelatvitel kozponti molekulaja az Akt talélési
kinaz, amely az adherens sejtek apoptozis rezisztenciajaval van kapcsolatban 116127 Az epitél
sejtek adhéziotol valo fliggdségét mi sem bizonyitja jobban, mint az anoikisz sejthalal forma
létezése. Az anoikisz ugyanis nem mas, mint a programozott sejthalal egyik forméaja, amely az

adherens sejtek esetén akkor kovetkezik be, amikor azok levalnak a kdrnyezd extracelluldris
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matrixrél (ECM) 112, Azonban az integrin jelatvitel szerepe a sunitinib-kezelt JIMT-1 sejtek
ADCC rezisztencidjdhoz tovabbi vizsgalatokat igényel. Az Akt foszforilacid, azaz
aktivaciojanak hianya, illetve a tapado és nem tapadd JIMT-1 sejtek ADCC szenzitivitas kozotti
kiilonbség hianya azonban arra utal, hogy az integrin jelatvitel valosziniileg nem jelenti a
sunitinib altal kivaltott rezisztencia kozponti mechanizmusat a modelliinkben. Megjegyzendo,
hogy a sunitinibbel kezelt sejteknél tapasztalt megvaltozott sejtmorfologia epitelialis-
mesenchimalis atmenetre (EMT) is utalhat. A vesekarcinoma sejtekben a sunitinib EMT-t
indukal, amelyet az EGFR aktivalasan keresztiil a sunitinib rezisztenciaval hoztak
osszefiiggésbe 1%°. Bar kisérletesen nem vizsgaltuk ezt a lehetéséget a modelliinkben, nem
zarhat6 ki, hogy a sunitinib altal kivaltott ADCC rezisztencia részben az EMT-indukcionak
kdszonhetd.

A masik utvonal, amely a sunitinib véd6hatasdnak hatterében allhat, az autofigia
indukcidja lehet. Az autofagia egy olyan intracellularis Gjrahasznositasi Gtvonal, amelyet
elsésorban a tApanyagszegény kornyezet valt ki, amikor a sejt éhezik 133, Ezért, hogy elkeriilje
a pusztulast, elkezdi fogyasztani sajat magat, elsdsorban fehérjéinek és lipidjeinek
mobilizalasaval 3, Azonban az autofagia ennél sszetettebb és a sejt homeosztazis kozponti
utvonalanak tekinthetd. Ugyanis nemcsak a tdpanyagszegény kornyezet inditja el az autofagia
folyamatat, hanem a sériilt vagy nem funkcionalis organellumok vagy sejtkomponensek
felhalmozodasa is. Bar az autofégia vezethet sejthaldlhoz (autofagikus sejthalal 1), az esetek
tulnyomo részében citoprotektiv mechanizmusként mitkddik. Az autofagia blokkolasat a rakos
sejtek ellenalloképességének lekiizdésére javasoltdk 11°. Preklinikai modellekben a HER?2 4ltal
indukalt autofagia hozzajarult a HER2+ emldraksejtek trastuzumab rezisztenciajahoz 116, Ezért
javasoltak, hogy az autofagia gatlasa fokozhatja a HER2+ emldrdk trastuzumabbal szembeni
érzékenységét 115,116 Annak ellenére, hogy a JIMT-1 sejtek fokozottan HER2-t expresszalnak,
mégis rezisztensek a trastuzumab kezeléssel szemben 7, mig szenzitivek a trastuzumab altal
kozvetitett ADCC-re 1%, Jelenlegi adataink arra utalnak, hogy az autofagia szintén elnyomhatja
a JIMT-1 sejtek ADCC-vel szembeni érzékenységét, és igy az autofagia indukcidja
hozzajarulhat a sunitinib deszenzitizal6 hatasahoz. Baginska és munkatéarsai kimutattak, hogy
az autofiagia fontos szerepet tolt be az NK sejtek altal kozvetitett velesziiletett
immunvalaszokban. Leirtak ugyanis, hogy in vitro koriilmények kozott emlédaganatos
Az NK sejtek ugyan képesek voltak felismerni a rékos sejteket, azonban a limfocita-eredetli
granzim B a hipoxias célsejt autofagoszomaiban degradalodott. Igy belathatd, hogy az

apoptozisért felelds molekula elimindldsaval a daganatos sejt megmenekiil végzetes sorsa eldl.
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Ugyanakkor az autofagia beclinl molekula gatlasa kovetekeztében a granzim B altal indukalt
apoptozis detektalhatova valt mind in vitro, mind in vivo kisérletekben %,

Az ADCC hatékonysag egyik alappillére a reakcioban részt vevo antitest epitopjanak
jelenléte a célsejten. Ez esetiinkben a JIMT-1 sejtek HER2 receptoranak extracellularis
doménjének egy aproé részlete. A JIMT-1-re jellemzé HER2 overexpresszio révén a sejt kivalo
célpontjava valik a tratuzumab-altal kozvetitett ADCC reakcionak. Azonban belathatd, hogy
amennyiben a HER2 receptorsiiriiség csokken, az maga utan vonja az antitest-fliggd sejtes
citotoxicitas hatékonysaganak drasztikus csokkenését is. A JIMT-1 sejtek sunitinib-bel torténd
inkubécidja utan a mikroszkopos felvételek alapjan kijelenthetjiik, hogy a sejtfelszini HER2
expresszio lecsokkent a kontroll sejtekhez képest. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a
trastuzumab altal kivaltott HER2 “downregulacidja” transzkripcios szinten valdésul meg, nem
eredetli IFN-y produkcidjanak kovetkezménye, amely fontos szerepet tolt be a HER2
sejtfelszini kifejezédésében trastuzumab kezelést kovetéen '8, A western blot kisérletek
ravilagitottak arra, hogy a sunitinib kezelés hatdsdra nem torténik valtozds a HER2
mennyiségében fehérje szinten, ami nem meglepd, hiszen a rovid inkubacids id6 (4 6ra) alatt
nem vérhaté ilyen 1éptékii sejtszintli vélaszreakcid. Igy felmeril a HER2 membran
targetingjének sunitinib altali gatlasa. Az ErbB csalad mas tagjaitol eltéréen a HER2 ellenall az
internalizacidnak és a degradacionak, igy a sejtfelszinen marad. Bar a HER2 sejtfelszinen
tartasanak hatterében 4ll6 mechanizmusok nem teljesen ismertek, korabbi tanulméanyok
kimutattak, hogy az internalizacio elkeriilése érdekében a HER2-nek kdlcsonhatasba kell 1épnie
a HSP90 nevii dajkafehérjével — chaperonnal — és a PMCA2 nevii kalcium-pumpaval a
sejtfelszinbdl kiemelkedd specifikus plazmamembran-doménekben %, Az, hogy a sunitinib

hogyan zavarja meg a HER2 membranvisszatartasat, tovabbi vizsgalatokat igényel.
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32. abra A sunitinib, mint ADCC inhibitor

A sunitinib ADCC gatl6 hatasa tobb szinten mutatkozik meg. A cetuximab (anti-HER1)-kozvetitett
ADCC-t ugyanugy gatolta, mint a trastuzumab (anti-HER2) jelenlétében. A JIMT-1 sejtek méretének
novekedését okozta, valamint tapadasi képességére is stimulalo hatast gyakorolt. Ugyanakkor a
membran-kotott HER2 receptotok mennyisége is lecsokkent, mig a citoplazmatikus térben
koncentracidja megemelkedett. Tovabba autofagia-indukcidéra utald6 LC3B akkumulacio is
detektaltalhato volt a sunitinibbel kezelt JIMT-1 sejtekben. A csokkent mértékii granzim B exocitozis
és IFN-y szekrécio az NK sejtek funkciojara gyakorolt gatlo hatasara enged kovetkeztetni.

(Alamy internetes dbra nyomdn: alamy.com)

Osszefoglalasként  elmondhatjuk, hogy Ilétrehoztunk egy sejtmorfometriai
mérdrendszert a trastuzumab-fiiggé ADCC szamszerisitésére. Egy tobb szaz komponensii
vegyiiletkonyvtar sziirése a multicéli kindz gatld sunitinibet azonositotta ADCC-szuppressziv
szerként. A sunitinib ADCC-ellenes hatasdnak hatterében allo lehetséges mechanizmusok kozé
tartozik az NK-sejtek aktivalodasanak gatlasa és a HER2 csokkent membranvisszatartasa, az
autofagia indukcidja és az integrin jelatvitel stimuldlasa a célsejtekben. Azok a kisérletek,
amelyekben az NK-sejteket és a célsejteket kiilon-kiilon tettiik ki a hatdéanyagnak, arra utalnak,
hogy az ADCC sunitinib altali elnyoméasa foként az NK-sejtek inaktivalasanak koszonhetd, €s
a célsejtekre gyakorolt hatasok kevésbé fontosak lehetnek. A sunitinib komplex hatasainak
hierarchidja tovabbi vizsgélatot igényel. Ami a vizsgalatunk klinikai jelentdségét illeti,
eredményeink Ovatossdgra intenek a trastuzumab ¢és a sunitinib esetleges egylittes

alkalmazasaval kapcsolatban trastuzumab-rezisztens emlérak esetén.
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9  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 gatlo hatast. Az inhibitorok ugyanis blokkoljdk 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 lehet6
legkevesebb emberi tényezd befolyasolja az ADCC-t — amelynek majdnem minden Iépése
automatizalt beleértve a kezelési és elemzési 1épéseket —, és igy ezen immunologiai reakciot
fokoz6 vagy gatlo gyogyszerhatdanyagaot azonositsunk.

Osszefoglalva elmondhatom, hogy a kalcein festésen alapulé modszerrel azonositottunk
egy 1) ADCC-t gatlo szert, a sunitinibet. Ennek jelentdsége az, hogy a sunitinib negativan

befolyasolhatja a trastuzumab 4altal kozvetitett ADCC terapiat emlddaganatos betegeknél.
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Ugyanakkor az EGFP-t expresszalo célsejtek detektalasara épiilé modszerrel kidolgoztunk egy

egyszerilibb, gyorsabb és megbizhat6 uj ADCC sziirési technikat.
10  Summary

ADCC is one of the most prominent NK cell-mediated, trastuzumab-dependent therapy
for HER2 positive breast cancer. My dissertation was based on the optimization and
characterization of an in vitro ADCC model for screening molecular libraries. In addition, we
also would have liked to better understand the mechanisms that influence ADCC.

By screening 774 FDA-approved compounds — a co-culture of unlabeled effector NK
cells and calcein-stained JIMT-1 target cells — using the HCS technique, we identified four
agents that resulted in a significant reduction in ADCC efficacy. However, cytotoxicity to
JIMT-1 cells was observed for seven molecules. Colchicine, podophyllotoxin and vincristine
sulphate known as microtubule inhibitors, which also explains the observed reduced JIMT-1
cell apoptosis. The inhibitors inhibit the formation of immunological synapses and also have a
negative effect on intracellular vesicular transport processes, including exocytosis. Based on
the literature, we focused on the fourth agent, which is the multi-target receptor tyrosine kinase
inhibitor (RTKI) sunitinib. The cytoprotective effect of sunitinib on JIMT-1 cells was also
demonstrated by LDH release and ECIS methods. The inhibitory effect of RTKI on ADCC was
confirmed in additional HER2+ cell lines and in the presence of anti-HER1 antibody. This
suggests that our observations are not limited to JIMT-1 cells or the HER2 receptor. NK cell
function was assessed by their release of granzyme b and secretion of IFN-y, and in both cases
reduced activation was observed. Our experiments also highlighted a complex mechanism
involving modulation of target cell phenotype, HER2 downregulation and autophagy induction.
At the same time, sunitinib inhibited apoptosis of JIMT-1 cells in a 3D spheroid model and in
suspension ADCC co-culture.

In an improved HCS assay for the identification of influencing ADCC agents, EGFP-
transduced JIMT-1 cells were used. Our goal was to minimize human factors influencing
ADCC and we automated almost all steps, including treatment and analysis steps.

In summary, we have identified the sunitinib as a new ADCC inhibitor, using a calcein
staining method. The key message from our results is that FDA-approved sunitinib may
interfere with trastuzumab-mediated ADCC therapy in patients with breast cancer. Moreover,
we have developed an easier, faster and reliable new ADCC screening technique based on the

detection of target cells that express EGFP.

76



77



11

10.

Irodalomjegyzék

Janssen, D.F. Oncology: etymology of the term. Medical oncology (Northwood,
London, England). 38 (3), 22, doi: 10.1007/s12032-021-01471-4 (2021).

Tabassum, D.P., Polyak, K. Tumorigenesis: it takes a village. Nature reviews. Cancer.
15 (8), 473-483, doi: 10.1038/nrc3971 (2015).

Upton, J., Janeka, 1., Ferraro, N. The whole is more than the sum of its parts: Aristotle,
metaphysical. The Journal of craniofacial surgery. 25 (1), 59-63, doi:
10.1097/SCS.0000000000000369 (2014).

Maurovich-Horvat, P. The whole is more than the sum of its parts-Aristotle. European
heart journal. Cardiovascular Imaging. 18 (3), 294-295, doi: 10.1093/ehjci/jew281
(2017).

Tysnes, B.B., Bjerkvig, R. Cancer initiation and progression: involvement of stem cells
and the microenvironment. Biochimica et biophysica acta. 1775 (2), 283-297, doi:
10.1016/j.bbcan.2007.01.001 (2007).

Bocchetta, M., Carbone, M. Epidemiology and molecular pathology at crossroads to
establish causation: molecular mechanisms of malignant transformation. Oncogene. 23
(38), 64846491, doi: 10.1038/sj.0nc.1207855 (2004).

Schrenk, D. What is the meaning of “A compound is carcinogenic”? Toxicology
reports. 5, 504-511, doi: 10.1016/j.toxrep.2018.04.002 (2018).

Ayob, A.Z., Ramasamy, T.S. Cancer stem cells as key drivers of tumour progression.
Journal of biomedical science. 25 (1), 20, doi: 10.1186/s12929-018-0426-4 (2018).

Anna Meiliana, Nurrani Mustika Dewi, Andi Wijaya Cancer Stem Cell Hypothesis:
Implication for Cancer Prevention and Treatment. Indonesian Biomedical Journal. 8
(1), 21-36 (2016).

Patel, A. Benign vs Malignant Tumors. JAMA oncology. 6 (9), 1488, doi:
10.1001/jamaoncol.2020.2592 (2020).

78



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Peters, J.M., Gonzalez, F.J. The Evolution of Carcinogenesis. Toxicological sciences :
an official journal of the Society of Toxicology. 165 (2), 272-276, doi:
10.1093/toxsci/kfy184 (2018).

Hanahan, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer discovery. 12 (1), 31-46,
doi: 10.1158/2159-8290.CD-21-1059 (2022).

Hanahan, D., Weinberg, R.A. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 144 (5),
646674, doi: 10.1016/j.cell.2011.02.013 (2011).

Wang, F., Du, H., Li, B., Luo, Z., Zhu, L. Unlocking phenotypic plasticity provides
novel insights for immunity and personalized therapy in lung adenocarcinoma.
Frontiers in genetics. 13, 941567, doi: 10.3389/fgene.2022.941567 (2022).

Tanabe, S., Quader, S., Cabral, H., Ono, R. Interplay of EMT and CSC in Cancer and
the Potential Therapeutic Strategies. Frontiers in pharmacology. 11, 904, doi:
10.3389/fphar.2020.00904 (2020).

Dong, Y., Tu, R., Liu, H., Qing, G. Regulation of cancer cell metabolism: oncogenic
MYC in the driver’s seat. Signal transduction and targeted therapy. 5 (1), 124, doi:
10.1038/s41392-020-00235-2 (2020).

Wong, R.S.Y. Apoptosis in cancer: from pathogenesis to treatment. Journal of
experimental & clinical cancer research : CR. 30 (1), 87, doi: 10.1186/1756-9966-30-
87 (2011).

Vogelstein, B., Papadopoulos, N., Velculescu, V.E., Zhou, S., Diaz, L.A.J., Kinzler,
K.W. Cancer genome landscapes. Science (New York, N.Y.). 339 (6127), 15461558,
doi: 10.1126/science.1235122 (2013).

Stratton, M.R., Campbell, P.J., Futreal, P.A. The cancer genome. Nature. 458 (7239),
719-724, doi: 10.1038/nature07943 (2009).

Lee, E.Y.H.P., Muller, W.J. Oncogenes and tumor suppressor genes. Cold Spring
Harbor perspectives in biology. 2 (10), a003236, doi: 10.1101/cshperspect.a003236
(2010).

79



21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

van Haaften, G. et al. Somatic mutations of the histone H3K27 demethylase gene UTX
in human cancer. Nature genetics. 41 (5), 521-523, doi: 10.1038/ng.349 (2009).

Shimono, Y. et al. Downregulation of miRNA-200c links breast cancer stem cells with
normal stem cells. Cell. 138 (3), 592-603, doi: 10.1016/j.cell.2009.07.011 (2009).

Saman, H., Raza, S.S., Uddin, S., Rasul, K. Inducing Angiogenesis, a Key Step in
Cancer Vascularization, and Treatment Approaches. Cancers. 12 (5), doi:
10.3390/cancers12051172 (2020).

Sadrekarimi, H. et al. Emerging role of human microbiome in cancer development and
response to therapy: special focus on intestinal microflora. Journal of translational
medicine. 20 (1), 301, doi: 10.1186/s12967-022-03492-7 (2022).

Miko, E. et al. Microbiome-Microbial Metabolome-Cancer Cell Interactions in Breast
Cancer-Familiar, but Unexplored. Cells. 8 (4), doi: 10.3390/cells8040293 (2019).

Radosa, J.C., Stotz, L., Miiller, C., Kaya, A.C., Solomayer, E.-F., Radosa, M.P. Clinical
Data on Immunotherapy in Breast Cancer. Breast care (Basel, Switzerland). 15 (5),
450-469, doi: 10.1159/000511788 (2020).

Mittal, D., Gubin, M.M., Schreiber, R.D., Smyth, M.J. New insights into cancer
immunoediting and its three component phases--elimination, equilibrium and escape.
Current opinion in immunology. 27, 16-25, doi: 10.1016/j.c0i.2014.01.004 (2014).

Gonzalez, H., Hagerling, C., Werb, Z. Roles of the immune system in cancer: from
tumor initiation to metastatic progression. Genes & development. 32 (19-20), 1267
1284, doi: 10.1101/gad.314617.118 (2018).

Pandey, P.R., Saidou, J., Watabe, K. Role of myoepithelial cells in breast tumor
progression. Frontiers in bioscience (Landmark edition). 15 (1), 226-236, doi:
10.2741/3617 (2010).

Deugnier, M.-A., Teuliére, J., Faraldo, M.M., Thiery, J.P., Glukhova, M.A. The
importance of being a myoepithelial cell. Breast cancer research : BCR. 4 (6), 224-230,
doi: 10.1186/bcr459 (2002).

80



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Harbeck, N. et al. Breast cancer. Nature reviews. Disease primers. 5 (1), 66, doi:
10.1038/s41572-019-0111-2 (2019).

Said Camilleri, J. et al. Review of Thermal and Physiological Properties of Human
Breast Tissue. Sensors (Basel, Switzerland). 22 (10), doi: 10.3390/s22103894 (2022).

Barzaman, K. et al. Breast cancer immunotherapy: Current and novel approaches.
International immunopharmacology. 98, 107886, doi: 10.1016/j.intimp.2021.107886
(2021).

Chia, S.K. et al. A 50-gene intrinsic subtype classifier for prognosis and prediction of
benefit from adjuvant tamoxifen. Clinica/ cancer research : an official journal of the
American Association for Cancer Research. 18 (16), 4465-4472, doi: 10.1158/1078-
0432.CCR-12-0286 (2012).

Bastien, R.R.L. et al. PAMS50 breast cancer subtyping by RT-gPCR and concordance
with standard clinical molecular markers. BMC medical genomics. 5, 44, doi:
10.1186/1755-8794-5-44 (2012).

Krishnamurti, U., Silverman, J.F. HER2 in breast cancer: a review and update.
Advances in anatomic pathology. 21 (2), 100-107, doi:
10.1097/PAP.0000000000000015 (2014).

Waks, A.G., Winer, E.P. Breast Cancer Treatment: A Review. JAMA. 321 (3), 288-300,
doi: 10.1001/jama.2018.19323 (2019).

Montemurro, F., Nuzzolese, I., Ponzone, R. Neoadjuvant or adjuvant chemotherapy in
early breast cancer? Expert opinion on pharmacotherapy. 21 (9), 1071-1082, doi:
10.1080/14656566.2020.1746273 (2020).

Price, J.M., Prabhakaran, A., West, C.M.L. Predicting tumour radiosensitivity to deliver
precision radiotherapy. Nature reviews. Clinical oncology. 20 (2), 83-98, doi:
10.1038/s41571-022-00709-y (2023).

Tilsed, C.M., Fisher, S.A., Nowak, A.K., Lake, R.A., Lesterhuis, W.J. Cancer
chemotherapy: insights into cellular and tumor microenvironmental mechanisms of
action. Frontiers in oncology. 12, 960317, doi: 10.3389/fonc.2022.960317 (2022).

81



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Nathan, M.R., Schmid, P. A Review of Fulvestrant in Breast Cancer. Oncology and
therapy. 5 (1), 1729, doi: 10.1007/s40487-017-0046-2 (2017).

Hanker, A.B., Sudhan, D.R., Arteaga, C.L. Overcoming Endocrine Resistance in Breast
Cancer. Cancer cell. 37 (4), 496-513, doi: 10.1016/j.ccell.2020.03.009 (2020).

Tartakoff, A.M., Vassali, P., Détraz, M. Plasma cell immunoglobulin secretion. Arrest
Is accompanied by alterations the golgi complex. The Journal of Experimental
Medicine. 146, 1332-1345 (1977).

Schroeder, H.W.J., Cavacini, L. Structure and function of immunoglobulins. The
Journal of allergy and clinical immunology. 125 (2 Suppl 2), S41-52, doi:
10.1016/j.jaci.2009.09.046 (2010).

Hodges, R., Heaton, R., Parker, J.M.R., Molday, L., Molday, R. Antigen-antibody
interaction. Synthetic peptides define linear antigenic determinants recognized by
monoclonal antibodies directed to the cytoplasmic carboxyl terminus of rhodopsin. The
Journal of biological chemistry. 263, 11768-75, doi: 10.1016/S0021-9258(18)37850-5
(1988).

Van Regenmortel, M.H. The concept and operational definition of protein epitopes.
Philosophical transactions of the Royal Society of London. Series B, Biological
sciences. 323 (1217), 451-466, doi: 10.1098/rsth.1989.0023 (1989).

Taylor, P.C., Adams, A.C., Hufford, M.M., de la Torre, 1., Winthrop, K., Gottlieb, R.L.
Neutralizing monoclonal antibodies for treatment of COVID-19. Nature reviews.
Immunology. 21 (6), 382-393, doi: 10.1038/s41577-021-00542-x (2021).

Vu, T., Claret, F.X. Trastuzumab: updated mechanisms of action and resistance in
breast cancer. Frontiers in oncology. 2, 62, doi: 10.3389/fonc.2012.00062 (2012).

Pohlmann, P.R., Mayer, I.A., Mernaugh, R. Resistance to Trastuzumab in Breast

Cancer. Clinical cancer research : an official journal of the American Association for

Cancer Research. 15 (24), 74797491, doi: 10.1158/1078-0432.CCR-09-0636 (2009).

Chames, P., Baty, D. Bispecific antibodies for cancer therapy: the light at the end of the
tunnel? mAbs. 1 (6), 539-547, doi: 10.4161/mabs.1.6.10015 (2009).

82



o1.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

Liu, H. et al. Bispecific antibody targeting TROP2xCD3 suppresses tumor growth of
triple negative breast cancer. Journal for immunotherapy of cancer. 9 (10), doi:
10.1136/jitc-2021-003468 (2021).

Lu, Y.-C., Robbins, P.F. Cancer immunotherapy targeting neoantigens. Seminars in
immunology. 28 (1), 22-27, doi: 10.1016/j.smim.2015.11.002 (2016).

Lopes, A., Vandermeulen, G., Préat, V. Cancer DNA vaccines: current preclinical and
clinical developments and future perspectives. Journal of experimental & clinical
cancer research : CR. 38 (1), 146, doi: 10.1186/s13046-019-1154-7 (2019).

Dudley, M.E., Rosenberg, S.A. Adoptive-cell-transfer therapy for the treatment of
patients with cancer. Nature reviews. Cancer. 3 (9), 666—675, doi: 10.1038/nrc1167
(2003).

La Gruta, N.L., Gras, S., Daley, S.R., Thomas, P.G., Rossjohn, J. Understanding the
drivers of MHC restriction of T cell receptors. Nature reviews. Immunology. 18 (7),
467-478, doi: 10.1038/s41577-018-0007-5 (2018).

Hudis, C.A. Trastuzumab--mechanism of action and use in clinical practice. The New
England journal of medicine. 357 (1), 39-51, doi: 10.1056/NEJMra043186 (2007).

Luque-Cabal, M., Garcia-Teijido, P., Fernandez-Pérez, Y., Sanchez-Lorenzo, L.,
Palacio-Vazquez, I. Mechanisms Behind the Resistance to Trastuzumab in HER2-
Amplified Breast Cancer and Strategies to Overcome It. Clinical Medicine Insights.
Oncology. 10 (Suppl 1), 21-30, doi: 10.4137/CM0.S34537 (2016).

Hubbard, S.R., Miller, W.T. Receptor tyrosine kinases: mechanisms of activation and
signaling. Current opinion in cell biology. 19 (2), 117-123, doi:
10.1016/j.ceb.2007.02.010 (2007).

Du, Z., Lovly, C.M. Mechanisms of receptor tyrosine kinase activation in cancer.
Molecular cancer. 17 (1), 58, doi: 10.1186/s12943-018-0782-4 (2018).

Lu, R.-M. et al. Development of therapeutic antibodies for the treatment of diseases.
Journal of biomedical science. 27 (1), 1, doi: 10.1186/s12929-019-0592-z (2020).

83



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Igbal, N., Igbal, N. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HERZ2) in Cancers:
Overexpression and Therapeutic Implications. Molecular biology international. 2014,
852748, doi: 10.1155/2014/852748 (2014).

Zelli, V. et al. Circulating MicroRNAs as Prognostic and Therapeutic Biomarkers in
Breast Cancer Molecular Subtypes. Journal of personalized medicine. 10 (3), doi:
10.3390/jpm10030098 (2020).

Valabrega, G., Montemurro, F., Aglietta, M. Trastuzumab: mechanism of action,
resistance and future perspectives in HER2-overexpressing breast cancer. Annals of
oncology : official journal of the European Society for Medical Oncology. 18 (6), 977—
984, doi: 10.1093/annonc/md1475 (2007).

Wu, Y., Li, L., Zhang, D., Ma, F. Prognostic Value of the Serum HER2 Extracellular
Domain Level in Breast Cancer: A Systematic Review and Meta-Analysis. Cancers. 14
(19), doi: 10.3390/cancers14194551 (2022).

Lo Nigro, C., Macagno, M., Sangiolo, D., Bertolaccini, L., Aglietta, M., Merlano, M.C.
NK-mediated antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity in solid tumors: biological
evidence and clinical perspectives. Annals of translational medicine. 7 (5), 105, doi:
10.21037/atm.2019.01.42 (2019).

Krzewski, K., Strominger, J.L. The killer’s kiss: the many functions of NK cell
immunological synapses. Current Opinion in Cell Biology. 20 (5), 597-605, doi:
10.1016/j.ceb.2008.05.006 (2008).

Capitani, N., Baldari, C.T. The Immunological Synapse: An Emerging Target for
Immune Evasion by Bacterial Pathogens. Frontiers in immunology. 13, 943344, doi:
10.3389/fimmu.2022.943344 (2022).

Mody, C.H. et al. Microbial killing by NK cells. Journal of leukocyte biology. 105 (6),
1285-1296, doi: 10.1002/JLB.MR0718-298R (2019).

Chowdhury, D., Lieberman, J. Death by a thousand cuts: granzyme pathways of
programmed cell death. Annual review of immunology. 26, 389420, doi:
10.1146/annurev.immunol.26.021607.090404 (2008).

84



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Voskoboinik, 1., Whisstock, J.C., Trapani, J.A. Perforin and granzymes: function,
dysfunction and human pathology. Nature reviews. Immunology. 15 (6), 388—400, doi:
10.1038/nri3839 (2015).

Trapani, J.A. Granzymes: a family of lymphocyte granule serine proteases. Genome
biology. 2 (12), REVIEWS3014, doi: 10.1186/gb-2001-2-12-reviews3014 (2001).

Descamps, B. [Recent data on antibody-dependent cell cytotoxicity, or the ADCC
phenomenon]. Comptes rendus des seances de la Societe de biologie et de ses filiales.
174 (4), 741-749 (1980).

Vilchis-Nestor, C.A., Roldan, M.L., Leonardi, A., Navea, J.G., Padilla-Benavides, T.,
Shoshani, L. Ouabain Enhances Cell-Cell Adhesion Mediated by B(1) Subunits of the
Na(+),K(+)-ATPase in CHO Fibroblasts. International journal of molecular sciences.
20 (9), doi: 10.3390/ijms20092111 (2019).

Tolosa, L. et al. Development of a multiparametric cell-based protocol to screen and
classify the hepatotoxicity potential of drugs. Toxicological sciences : an official
journal of the Society of Toxicology. 127 (1), 187-198, doi: 10.1093/toxsci/kfs083
(2012).

Islam, M.N., Iskander, M.N. Microtubulin binding sites as target for developing
anticancer agents. Mini reviews in medicinal chemistry. 4 (10), 1077-1104, doi:
10.2174/1389557043402946 (2004).

Dai, X., Cheng, H., Bai, Z., Li, J. Breast Cancer Cell Line Classification and Its
Relevance with Breast Tumor Subtyping. Journal of Cancer. 8 (16), 3131-3141, doi:
10.7150/jca.18457 (2017).

Keller, S. et al. Effects of trastuzumab and afatinib on kinase activity in gastric cancer
cell lines. Molecular oncology. 12 (4), 441-462, doi: 10.1002/1878-0261.12170 (2018).

Krzewski, K., Coligan, J.E. Human NK cell lytic granules and regulation of their
exocytosis. Frontiers in immunology. 3, 335, doi: 10.3389/fimmu.2012.00335 (2012).

Smyth, M.J. et al. Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

contributes to interferon gamma-dependent natural killer cell protection from tumor

85



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

metastasis. The Journal of experimental medicine. 193 (6), 661-670, doi:
10.1084/jem.193.6.661 (2001).

Trapani, J.A., Smyth, M.J. Functional significance of the perforin/granzyme cell death
pathway. Nature reviews. Immunology. 2 (10), 735-747, doi: 10.1038/nri911 (2002).

Cui, F., Qu, D., Sun, R., Zhang, M., Nan, K. NK cell-produced IFN-y regulates cell
growth and apoptosis of colorectal cancer by regulating IL-15. Experimental and
therapeutic medicine. 19 (2), 1400-1406, doi: 10.3892/etm.2019.8343 (2020).

van Zandvoort, M.A.M.J. et al. Discrimination of DNA and RNA in cells by a vital
fluorescent probe: lifetime imaging of SYTO13 in healthy and apoptotic cells.
Cytometry. 47 (4), 226-235, doi: 10.1002/cyt0.10076 (2002).

Smith, P.J., Wiltshire, M., Davies, S., Patterson, L.H., Hoy, T. A novel cell permeant
and far red-fluorescing DNA probe, DRAQ5, for blood cell discrimination by flow
cytometry. Journal of immunological methods. 229 (1-2), 131-139, doi:
10.1016/s0022-1759(99)00116-7 (1999).

Ahn, S., Maudsley, S., Luttrell, L.M., Lefkowitz, R.J., Daaka, Y. Src-mediated tyrosine
phosphorylation of dynamin is required for beta2-adrenergic receptor internalization
and mitogen-activated protein kinase signaling. The Journal of biological chemistry.
274 (3), 1185-1188, doi: 10.1074/jbc.274.3.1185 (1999).

Sorkina, T., Huang, F., Beguinot, L., Sorkin, A. Effect of tyrosine kinase inhibitors on
clathrin-coated pit recruitment and internalization of epidermal growth factor receptor.
The Journal of biological chemistry. 277 (30), 27433-27441, doi:
10.1074/jbc.M201595200 (2002).

Ritchie, M., Tchistiakova, L., Scott, N. Implications of receptor-mediated endocytosis
and intracellular trafficking dynamics in the development of antibody drug conjugates.
mADbs. 5 (1), 13-21, doi: 10.4161/mabs.22854 (2013).

Burke, P., Schooler, K., Wiley, H.S. Regulation of epidermal growth factor receptor
signaling by endocytosis and intracellular trafficking. Molecular biology of the cell. 12
(6), 1897-1910, doi: 10.1091/mbc.12.6.1897 (2001).

86



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Cheng, J. et al. Molecular Mechanism of HER2 Rapid Internalization and Redirected
Trafficking Induced by Anti-HER2 Biparatopic Antibody. Antibodies (Basel,
Switzerland). 9 (3), doi: 10.3390/antib9030049 (2020).

Viry, E. et al. Autophagic degradation of GZMB/granzyme B: a new mechanism of
hypoxic tumor cell escape from natural Kkiller cell-mediated lysis. Autophagy. 10 (1),
173-175, doi: 10.4161/auto.26924 (2014).

Yuan, H. et al. LPS-induced autophagy is mediated by oxidative signaling in
cardiomyocytes and is associated with cytoprotection. American journal of physiology.
Heart and circulatory physiology. 296 (2), H470-479, doi: 10.1152/ajpheart.01051.2008
(2009).

Zois, C.E., Koukourakis, M.I. Radiation-induced autophagy in normal and cancer cells:
towards novel cytoprotection and radio-sensitization policies? Autophagy. 5 (4), 442—
450, doi: 10.4161/aut0.5.4.7667 (2009).

Bakondi, E. et al. Role of intracellular calcium mobilization and cell-density-dependent
signaling in oxidative-stress-induced cytotoxicity in HaCaT keratinocytes. The Journal
of investigative dermatology. 121 (1), 88-95, doi: 10.1046/].1523-1747.2003.12329.x
(2003).

Baginska, J. et al. Granzyme B degradation by autophagy decreases tumor cell
susceptibility to natural killer-mediated lysis under hypoxia. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America. 110 (43), 17450-17455,
doi: 10.1073/pnas.1304790110 (2013).

Aoudjit, F., Vuori, K. Integrin signaling inhibits paclitaxel-induced apoptosis in breast
cancer cells. Oncogene. 20 (36), 4995-5004, doi: 10.1038/sj.0nc.1204554 (2001).

Schmidmaier, R., Baumann, P. ANTI-ADHESION evolves to a promising therapeutic
concept in oncology. Current medicinal chemistry. 15 (10), 978-990, doi:
10.2174/092986708784049667 (2008).

Weaver, V.M. et al. beta4 integrin-dependent formation of polarized three-dimensional
architecture confers resistance to apoptosis in normal and malignant mammary
epithelium. Cancer cell. 2 (3), 205-216, doi: 10.1016/s1535-6108(02)00125-3 (2002).

87



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Rahimi, M., Talebi Kakroodi, S., Tajvidi, M. The Importance of RTK Signaling Genes
and their Inhibitors in Breast Cancer. Journal of Obstetrics, Gynecology and Cancer
Research. 7 (4), 258-271, doi: 10.30699/jogcr.7.4.258 (2022).

Stupack, D.G., Cheresh, D.A. Get a ligand, get a life: integrins, signaling and cell
survival. Journal of cell science. 115 (Pt 19), 3729-3738, doi: 10.1242/jcs.00071
(2002).

Hsu, H.-T. et al. NK cells converge lytic granules to promote cytotoxicity and prevent
bystander killing. The Journal of cell biology. 215 (6), 875-889, doi:
10.1083/jch.201604136 (2016).

Tallerico, R. et al. NK cells control breast cancer and related cancer stem cell
hematological spread. Oncoimmunology. 6 (3), €1284718, doi:
10.1080/2162402X.2017.1284718 (2017).

Eitler, J. et al. Inability of granule polarization by NK cells defines tumor resistance and
can be overcome by CAR or ADCC mediated targeting. Journal for immunotherapy of
cancer. 9 (1), doi: 10.1136/jitc-2020-001334 (2021).

Barok, M. et al. Trastuzumab decreases the number of circulating and disseminated
tumor cells despite trastuzumab resistance of the primary tumor. Cancer letters. 260 (1
2), 198-208, doi: 10.1016/j.canlet.2007.10.043 (2008).

Fabian, K.P., Hodge, J.W. The emerging role of off-the-shelf engineered natural Killer
cells in targeted cancer immunotherapy. Molecular therapy oncolytics. 23, 266276,
doi: 10.1016/j.omt0.2021.10.001 (2021).

Ben-Shmuel, A., Sabag, B., Biber, G., Barda-Saad, M. The Role of the Cytoskeleton in
Regulating the Natural Killer Cell Immune Response in Health and Disease: From
Signaling Dynamics to Function. Frontiers in cell and developmental biology. 9,
609532, doi: 10.3389/fcell.2021.609532 (2021).

Mizumoto, A. et al. Induction of epithelial-mesenchymal transition via activation of
epidermal growth factor receptor contributes to sunitinib resistance in human renal cell
carcinoma cell lines. The Journal of pharmacology and experimental therapeutics. 355
(2), 152-158, doi: 10.1124/jpet.115.226639 (2015).

88



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Jeong, J., Kim, W., Kim, L.K., VanHouten, J., Wysolmerski, J.J. HER2 signaling
regulates HER?2 localization and membrane retention. PloS one. 12 (4), e0174849, doi:
10.1371/journal.pone.0174849 (2017).

Scaltriti, M. et al. Lapatinib, a HER2 tyrosine kinase inhibitor, induces stabilization and
accumulation of HER2 and potentiates trastuzumab-dependent cell cytotoxicity.
Oncogene. 28 (6), 803-814, doi: 10.1038/0nc.2008.432 (2009).

Maruyama, T. et al. Lapatinib enhances herceptin-mediated antibody-dependent cellular
cytotoxicity by up-regulation of cell surface HER2 expression. Anticancer Research. 31
(9), 2999-3005 (2011).

Neri, S., Mariani, E., Meneghetti, A., Cattini, L., Facchini, A. Calcein-acetyoxymethyl
cytotoxicity assay: standardization of a method allowing additional analyses on
recovered effector cells and supernatants. Clinical and diagnostic laboratory
immunology. 8 (6), 1131-1135, doi: 10.1128/CDL.8.6.1131-1135.2001 (2001).

Ruan, Y. et al. Mechanisms of Cell Adhesion Molecules in Endocrine-Related Cancers:
A Concise Outlook. Frontiers in endocrinology. 13, 865436, doi:
10.3389/fend0.2022.865436 (2022).

Regdon, Z. et al. High-content screening identifies inhibitors of oxidative stress-induced
parthanatos: cytoprotective and anti-inflammatory effects of ciclopirox. British journal
of pharmacology. 178 (5), 1095-1113, doi: 10.1111/bph.15344 (2021).

Zhan, M., Zhao, H., Han, Z.C. Signalling mechanisms of anoikis. Histology and
histopathology. 19 (3), 973-983, doi: 10.14670/HH-19.973 (2004).

Zamame Ramirez, J.A., Romagnoli, G.G., Kaneno, R. Inhibiting autophagy to prevent
drug resistance and improve anti-tumor therapy. Life sciences. 265, 118745, doi:
10.1016/j.1f5.2020.118745 (2021).

Shimizu, S., Yoshida, T., Tsujioka, M., Arakawa, S. Autophagic cell death and cancer.
International journal of molecular sciences. 15 (2), 3145-3153, doi:
10.3390/ijms15023145 (2014).

89



115.

116.

117.

118.

Maycotte, P., Thorburn, A. Targeting autophagy in breast cancer. World journal of
clinical oncology. 5 (3), 224-240, doi: 10.5306/wjco0.v5.i3.224 (2014).

Cufi, S. et al. Autophagy-related gene 12 (ATG12) is a novel determinant of primary
resistance to HER2-targeted therapies: utility of transcriptome analysis of the autophagy
interactome to guide breast cancer treatment. Oncotarget. 3 (12), 1600-1614, doi:
10.18632/oncotarget.742 (2012).

Tanner, M. et al. Characterization of a novel cell line established from a patient with
Herceptin-resistant breast cancer. Molecular cancer therapeutics. 3 (12), 1585-1592
(2004).

Shi, Y., Fan, X., Meng, W., Deng, H., Zhang, N., An, Z. Engagement of immune
effector cells by trastuzumab induces HER2/ERBB2 downregulation in cancer cells
through STAT1 activation. Breast cancer research : BCR. 16 (2), R33, doi:
10.1186/bcr3637 (2014).

90



12 Targyszavak

Onkologia
Tumorigenezis
Sunitinib
Természetes 610se;jt
Emlddaganat
Antitest-fliggd sejtes citotoxicitas
ADCC

HER2
Trastuzumab
Herceptin

HCS

13 Keywords

Oncology
Tumorigenesis
Sunitinib

Natural Killer cell
Breast cancer

Antibody-dependent cellular toxicity

ADCC
HER?2
Trastuzumab
Herceptin
HCS

91



13 Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetdémnek, Prof. Dr. Virdg Laszlonak, aki a
PhD tanulmanyaim alatt végig fogta a kezem. Irdnymutatdst adott, hogyan érdemes
megkozeliteni egy elméleti kérdést vagy kisérletes problémat. Szamtalan alkalommal
biztositott szabadkezet egy-egy elméletem kisérletes alatdmasztasara, annak ellenére, hogy
tudta, nem azt az eredményt fogom kapni, ami elérébb vinné a kutatasunkat. Kiemelném
higgadtsagat és magabiztossagat, amely igazdn inspirald szamomra. Paratlan id6ébeosztéasi
képessége is figyelemreméltod, ugyanis végelathatatlan elfoglaltsagai ellenére, mindig volt ideje
egy-egy kérdés megvitatasara vagy lelki vigasz nyujtasara.

Koszonet illeti Dr. Hegedlis Csaba adjunktus urat, akitdl a folyadékkezelé robot és a
mikroszkopos felvételek készitésében, kiértékelésében vagy az altalam elemzett mérések
ellendrzésében kaptam segitséget.

Kiilon kiemelném Dr. Demény Matét, aki fél szemmel mindig figyelemmel kisérte
munkamat és nem ritkdn Onszantabdl is a szarnyai ald vett. K6z6s munkank alkalmaval
megtanulhattam téle tobbek kdzott az dramlési citometria magabiztos haszndlatat.

Sokat tanultam Dr. Regdon Zsolt labortarsamtol is, aki els6sorban a mikroszkopizalas
rejtelmeibe vezetett be. Isotta Sturniolo PhD hallgat6 személyében egy életviddm, magabiztos
ifji holgyet ismerhettem meg, akinek a 3D szferoid kisérletek elvégzését koszonhetem.

Nem mehetek el a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet munkatarsai koziil Prof. Dr. Sz6116si
Janos, Prof. Dr. Vereb Gyorgy, illetve Dr. Szo6r Arpad megemlitése nélkiil, akik a JIMT-1 és
NK sejteket biztositottak szdmomra. Ugyanakkor meglatasaitk még szofisztikaltabba
varazsoltak a megfigyelt jelenségek mogott 4ll6 molekularis mechanizmusok feltérképezését.
Mindemellett Arpad ELISA kisérletei nélkiil kevésbé lehetett volna szines kozos
kozleménylink.

Emlitést érdemel Dr. Bakondi Edina, Dr. Kovéacs Katalin, Dr. Polgar Zsuzsanna, Dr. Kiss
Alexandra, Dr. Kokai Endre, Hajnddy Zoltdn és Nagy-Pénzes Mate, akikhez szintén
fordulhattam kérdéseimmel. Tovabba Togyi Baldzs és Postényi Balazs a JOVE folydiratban
publikalt kozlemény készitése soran nyujtott informatikai tudasukkal segitették munkamat.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Janka Eszter Annanak, aki a statisztikai elemzések
ellendrzését végezte.

Megemliteném a Virdg-labor azon volt/jelenlegi munkatarsait, akik nélkiil nem miikodhet
gordiilékenyen a kisérletes munka. Herbaly Mihalyné Erzsike bar ma mar nagymamaként tolti

nyugdijas éveit, nem felejthetem el a kezdetekben nytjtott batoritd, olykor vigasztalo szavait
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¢s kiilonleges humorat. A fiatal anyuka, Olajosné Gulyas Erika mérhetetlen kedvessége is
megkonnyitette mindennapjaimat. Tankané Farkas Andrea “csupasziv” kollégandnk
nemcsupan kivalé munkajaval konnyitette életiinket, hanem paratlan kreativitasaval igazan
otthonossa tette a munkakornyezetiinket. Varga David fiatal munkatarsunkra baratsagos
személyisége miatt emlékSzem vissza szivesen.

Ugyanakkor az Orvosi Vegytani Intézet valamennyi dolgozéjanak is koszonetet mondok,
akik mind a maguk teriiletén jarultak hozza ahhoz, hogy megszerezhessem doktori
fokozatomat.

Mérhetetlen halaval tartozom a csaladomnak, sziileimnek, kiilongsen Edesanyémnak, aki
egyediilallo sziilsként — Edesapam halalat kvetéen — tovabbra is biztositotta szamora, hogy
mindig a legkivalobb oktatasi intézményekben tanulhassak. Talpraesettségiik, intelligenciajuk
és szigortsaguk azon tulajdonsagaik, amelyek megnyitottak szamomra azokat a bizonyos
ajtokat, amelyek a PhD fokozatom megszerzéséhez vezetnek.

Koszonet illeti paromat, aki szeretetével €és 0sztonzd szavaival, mindig igyekezett
elhessegetni a kétségeimet, hogy a megfeleld tuton jarok-e.

Végezetiil koszondm azon kevés embernek, akiket a barataimnak mondhatok, hogy

igyekeztek az élet barmely teriiletén felmeriilé nehézségek atlenditésén.
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