Palyazatunkban vizsgalni kivantuk az emlérakok terapia rezisztenciajanak
okait, és olyan uij, ill. szinergisztikus terapias eljarasokat akartunk tesztelni, amelyek
a betegség eliminalasat, de legalabbis stabilizalasat eredményezhetik. Az elmult
négy év soran a kisérleteink eredményeit 31 kdzleményben irtuk le; a kdzleményeket
megjelentetd folydiratok dsszesitett impakt faktora 127.6. Az alabbi beszamoldban
els6sorban azokat az eredményeket targyaljuk részletesebben, amelyek jelenleg
vannak kozlés alatt, illetve amelyeket még nem zartunk le, ahol meég tovabbi
kisérletek szikségesek ahhoz, hogy megfigyeléseinket nemzetkdzi folyoiratokban
publikaljuk.

Kutatasaink soran a terapiakkal szemben fellépé rezisztencia négy teruletét
vizsgaltuk:

1. Tanulmanyozni kivantuk azokat a molekularis utvonalakat, amelyek fontos
szerepet jatszanak az ErbB2-t célzé antitest-terapiaval szemben mutatott
rezisztencia kialakulasaban.

Korabbi eredményeink szerint sejtvonalakban és xenograft tumorokban a
trastuzumab rezisztencia kialakulasaban fontos szerepet jatszik az ErbB2
trastuzumab kotd epitdpjanak hialuronsav altali maszkirozasa. A projekt soran
végzett kutatasaink soran ezen eredményeinket erésitettik meg emberi emiétumor
mintakon. Kidolgoztunk egy mddszert a pericellularis hialuronsav mennyiségének és
a membranhoz kotott, ErbB2 expressziora normalizalt trastuzumab mennyiségének
kvantitativ meghatarozasara konfokalis mikroszképos képeken. Az algoritmus
alkalmazasaval negativ korrelaciot talaltunk a pericellularis hialuronsav mennyisége
és a trastuzumab kotédeés kozott. A negativ korrelaciot mind egyedi mintak szintjén,
mind az egyes betegek 0sszehasonlitasa utan feltartuk. A trastuzumab koét6dését a
metszetek hialuronidaz emésztésével fokozni tudtuk, ami szintén a hialuronsav
maszkirozé hatasat bizonyitotta (J. Histochem. Cytochem, 60: 567-575, 2012).

Korabbi eredményeink és irodalmi adatok arra utaltak, hogy az elisidepsin
nevl kisérletes kemoterapikum a lipid tutajokon keresztll, azok hidroxilalt lipid
komponenseihez kotédve valt ki nekrotikus sejthalalt. Kutatasaink soran azt
vizsgaltuk, hogy a gydgyszer hatékonysaga hogyan valtozik hipoxia hatasara.
Eredményeik szerint a sejtek érzékenysége korrelaciot mutat a zsirsav 2-hidroxilaz
(fatty acid 2-hydroxylase, FA2H) enzim expresszidos szintjével. A legtdbb vizsgalt
sejtvonal érzékenysége felére, negyedére csokkent hipoxias korilmények kozott. Ez
0sszhangban van azon eredményeinkkel, melyek szerint a hipoxia csokkentette a
fluoreszcens elisidepsin koétédését ezen sejtek membranjahoz. (Marine Drugs,
11:4858-4875, 2013)



Kisérleteink soran az ErbB fehérjék sejtfelszini eloszlasanak vizsgalatara az
altalunk hasznalt Forster rezonancia energia transzfer (FRET) modszert alkalmassa
kellett tenni alacsony expresszids szinttel rendelkez6 fehérjék tanulmanyozasara is.
Ugyanis a FRET hatasfok pontos meghatarozasa olyan korilmények ko6zo6tt, amikor a
specifikus jel alacsony, a hattérzaj viszont magas (pl. szovetmetszeteken), jelentds
torzitasokat eredményez. Ennek kiklszObolésére kifejlesztettiink egy maximum
valoszinliségi becslésen alapuld eljarast, amely a detektalt fotonszamok Poisson
statisztikaja alapjan meghatarozza a legvaldoszinibb FRET értéket ugy, hogy a
meéreési hiba miatt kilégo pixeleket eltavolitjia az analizisbdl. A kidolgozott algoritmus
mikodbéképességét szimulacidkkal és alacsony fotonszam, ill. magas aspecifikus
jelolédés mellett is ellendriztik (Cytometry A, 85A: 942-952, 2014).

Tanulmanyoztuk, hogy a sejttenyésztés kortlményei hogyan befolyasoljak az
ErbB receptor tirozinkinazok jelatviteli hatékonysagat. Ezek az eredményeink
érdekesek és biztatéak, de még nem kerultek kozlésre. A konvencionalis és a 3-
dimenziés sejtkulturak vizsgalata soran olyan tumoros sejtvonalat alkalmaztunk,
melynek sejtfelszinén a sejtek osztdédasat és életben maradasat nagymértékben
befolyasolé ErbB2 receptorok overeszpresszidja figyelheté meg, valamint nem
elhanyagolhaté mennyiségben epidermalis ndvekedési faktor receptorokat (ErbB1) is
kifejez (SKBR-3 eml6 adenokarcindma sejtvonal). A sejteket Matrigel-be agyazva
tenyésztettik 3-dimenzios korulmények kozott 3, 7 illetve 10 napig, majd vizsgaltuk a
jelatviteli folyamatokban részt vevd fehérjéket western-blott technika alkalmazasaval.
Azt tapasztaltuk, hogy az ErbB1 receptorok foszforilacidéja 3D-s sejtkulturakban
jelentésen lecsokkent a konvencionalisan tenyésztett sejtekhez képest, ami
0sszhangban van azzal az eredmeényunkkel, hogy a matrigel-be agyazott sejtek
esetén az AKT kinaz, ami részt vesz a sejtek életben maradasaért felelés PISK-AKT
szignalizacios utvonalban, nem foszforilalédott akkor, amikor a sejtek 7 és 10 napig
RAS-MAPK dtvonalon keresztul szabalyoz6 MAP kinaz minden esetben
foszforilalédott (1.1. abra). Ezekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a 3-
dimenziés korilmények kdzott tenyésztett sejtek esetén a PI3-AKT jelatviteli utvonal
nem jatszik szerepet. Hasonlé eredményeket kaptunk abban az esetben is, amikor a
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sejtek mesenchymalis 8ssejtek (MSC) fellluszéjat kaptak 7 napon keresztil 2
naponta.



vizsgaltuk FRET segitségével, ahol 5 napon keresztul kalonb6zé aranyban voltak
jelen SKBR-3 és MSC sejtek, de nem tapasztaltunk valtozast mesenchymalis
ErbB2 expresszids szintje lecsokkent abban az esetben, ha jelen volt MSC is.
Tovabbi kisérleteink sroran vizsgalni fogjuk kilénb6z6 tumoros sejtek felszinén
tobbféle fehérje expresszidés szintjet mesenchymalis Ossejtekkel egyutt alkotott
kokulturakban.

2. Vizsgalni akartuk, hogy a multidrog rezisztencia (MDR) fehérjék tulzott
kifejez6dése hogyan jarulhat hozza terapiak hatastalansagahoz.

A trastuzumab kezelésre rezisztens JIMT1 eml6karcinoma sejteken vizsgaltuk
Hoechst 33342 festés segitségével az oldal populacidé megjelenése és az ABC
transzporterek expresszioja kozotti 0sszefuggést. Azt tapasztaltuk, hogy gyakorlatilag
minden JIMT-1 sejt kifejezi az ABCG2-t, valészinlleg az emlé mirigyham eredete
miatt. Ugyanakkor a sejteknek csak kb. 10 %-a mutat Pgp expressziot, azonban a
Pgp expresszié és az ,oldal-populacié festédés” nem korrelal egymassal. A Pgp+ és
Pgp™ sejteket aramlasi citometriaval elvalasztva és in vitro tovabb tenyésztve azt
tapasztaltuk, hogy az elvalasztott sejtek osztédasi Uteme nem tért el, a Pgp™ sejtek
utddai is Pgp negativak maradtak, mig a Pgp* sejtek mindkét populaciot létrehoztak.
Tovabbi kisérleteinkben a JIMT1 sejteket SCID egerekbe xenotranszplantalva azt
tapasztaltuk, hogy a kifejl6dott tumorokban a sejtek 90-95%-a Pgp” lett. A tumorokbal
CFSE fest6dés alapjan kulonb6zd osztédasi Uteml sejteket azonositottunk. A CFSE
festéket legkevésbé visszatartd, gyorsan osztédo sejtek kozott kimutattunk egy kis
sejtpopulaciét (0,2-0,3%), amely a sejtek zoméhez képest kb. 20-szoros Pgp
expressziot mutat. Mivel a tumor sejtek gyakran genetikailag instabilak, az intenziv
proliferacié soran genetikailag eltéré6 sejtpopulaciok is megjelenhetnek. Ezért
megvizsgaltuk, hogy az eltér6 Pgp expresszidju sejtpopulaciok megjelenésének
hatterében nem a Pgp-t kédolé mdrl gén amplifikacidja all-e. Kisérleteinkben
sikeresen ki tudtuk mutatni a JIMT-1 sejtekre jellemz6 erbB1 gén amplifikaciojat,
azonban az mdrl gén amplifikacidja nem volt detektalhatd. Reverzibilis, talan a
sejtek in vivo mikrokdrnyezete altal kivaltott Pgp expresszié valtozasasokra utal az a
tény is, hogy a SCID egerekbdl eltavolitott 20-szoros Pgp expressziot mutatd
sejteket, ha aramlasi citométer segitségével kiszortoljuk és in vitro tovabb
tenyésztjuk, lassan néhany hét alatt ismét lecsokken a Pgp expresszids szintjuk.

A Pgp” sejtpopulacié in vivo kérilmények kozotti dominanssa valasanak okait
(a sejtek 90-95 %-at teszik ki) probaltuk a tovabbiakban kideriteni. Mivel a gyorsan
fejlédé tumorokban gyakran hipoxias korulmények uralkodnak, vizsgaltuk a Pgp



expresszio és a hipoxia kozotti 0sszefuggést. A JIMT-1 sejteket in vitro hipoxias
korilmények kozott tenyésztve 7 napig 50%-os emelkedést tapasztaltunk a Pgp”
sejtek aranyaban, mikdzben az expresszio mértéke nem valtozott. Ezutan a sejteket
ujabb 7 napig normal oxigén szint melletti tenyésztve a Pgp-t kifejez6 sejtek aranya
visszaallt az eredeti kb. 10 %-os értékre.

Egy masik kisérleti rendszerben az MDR okait vizsgalva bebizonyitottuk, hogy
a kis koncentracioban alkalmazott modulatorok és az UIC2 antitest egylttes adasa
gatolja a P-glikoprotein (Pgp) altali drog transzportot. A kombinalt kezelés SCID
egerekbe transzplantalt Pgp-t expresszald multidrog rezisztens tumorok méretének
klinikailag is relevans mértékl csokkenéséhez vezetett. A kezelés in vivo tapasztalt
tumor ellenes hatasahoz a Pgp gatlasan kivul az antitest-fuggd citotoxikus hatas
(ADCC) is hozzajarul (PLoS One. 9(9):e107875, 2014)

A sikeres tumor terapia egyik feltétele a multidrog rezisztenciaért felelés
fehérjék funkcionalis expresszidjanak detektalasa a terapia megkezdése elétt, illetve
a betegség alakulasanak kovetése soran. Erre a célra szolid tumorok és tumor
metasztazisok esetében legjobban a PET vizsgalatok alkalmazhatdk, amennyiben
megfelel6 radiofarmakonok kerulnek kifejlesztésre. In vitro kisérleteinkben a
rhodamin szarmazék 2'[(18)F]-fluoroethylrhodamine B-t teszteltik és igéretes, a Pgp-
hez nagy affinitassal kot6dé szubsztratnak talaltuk (Eur J Pharm Sci. 74:27-35,
2015), ezért a tovabbiakban Pgp® és Pgp  tumorokkal xenotranszplantalt allatokon
végzett kisallat PET vizsgalatokban kivanjuk tovabb tesztelni.

Az ABC fehérjék, pl. a Pgp expresszidja gyakran a sikeres tumor terapia gatjat
képezi, ugyanis bizonyos tumorok esetében nem allnak rendelkezésre olyan
kemoterapias szerek, amelyeket az ABC transzporterek nem képesek eltavolitani a
tumor sejtekbdl. Az ABC transzporterek pontos mikodési mechanizmusanak
megértése elbsegitheti ujabb, az eddiginél szelektivebb gatloszerek kifejlesztését.
Sajnos az ABC fehérjék mikodési mechanizmusanak részletei kozel 30 évi intenziv
kutatbmunka utan sem ismertek pontosan. Vizsgalataink alatdmasztjak, hogy a
fehérje magas szubsztrat affinitasu, a citoplazma felé nyitott konformaciéjabol mar az
ATP koétédése hatasara atfordul az alacsony szubsztrat affinitasu, extracellularis oldal
felé nyitott konformacidba, melyet az ATP hidrolizise billent vissza az Ujabb
szubsztrat megkotésére alkalmas allapotba. Kisérleteink azt is bizonyitottak, hogy
mindkét ATP-kotbhely konzervalt Walker A szekvenciajaban el6idézett mutacié a
fehérjét inaktivalja, ugyanakkor csak az egyik ATP kotéhely mutaciéja nem
akadalyozza meg az ATP hidrolizisét és a fehérje transzport aktivitasat alatamasztva,
hogy az ATP kotéhelyek random modon kotelez6dnek el az ATP hidrolizisre
(Scientific Reports 6:24810, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25857708

3. Emlérak oOssejtek sejtfelszini és nuklearis markereit kivantuk
szisztematikusan meghatarozni.
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feltehet6en egér eredetl stréomalis sejtek kdzelében talalhatok.

Az ex vivo visszanyert CFSE pozitiv sejtek nagy része magas ABC
transzporter aktivitast mutat, de ez egyébként is jellemz6 az in vivo oltott sejtekre (|.
2. pont). Emellett szamos, mas epithelialis rendszerben &s/progenitorsejt markernek
mondhaté molekula is globalisan magas szinten fejezdédik ki az in vivo szaporodo
JIMT-1 sejtekben (pl. DKK4, C/EBPdelta, IFITM1), ami arra utal, hogy ez a sejtvonal
egészében tranziens amplifikalodo jelleget mutat. Ugyanakkor az ex vivo fagyasztott
metszetek immunfluoreszcens jeldlést kdvetd képanalizise azt mutatja, hogy a CFSE
pozitivitas a sejtek egy részében Nanog és OCT4 pozitivitassal jar egyutt, ami ezen
sejtek niche indukalta dormans jellegére utal. Erdekes médon az SSEA4 jeldlés
viszont antikorrelaciot mutat a CFSE pozitivitassal, ami tovabbi vizsgalatokat igényel.
A kivalogatott CFSE pozitiv sejtek ioncsatornainak jellemzése jelenleg is folyik.
Emellett az in vivo CFSE megtartast okoz6 niche in vitro modellezésén dolgozunk
kilénféle 3D rendszerekben. Ossejtekre jellemzd, globalis epigenetikai
specifikumokat nem sikerult kimutatnunk. Egér embrionalis 6ssejtek és neurogén
iranyban differencialtatott derivativumai kéz6tt nem volt kimutathatd kilonbség sem
altalaban a nukleoszomak, sem a promoter-kézeli (H3K4me3 pozitiv) nukleoszomak
stabilitasaban, ujonnan kifejlesztett hiszton eluciés tesztliinkben.

4. Tanulmanyozni kivantuk, hogy hogyan lehet javitani az emlétumor elleni
immunvalasz hatékonysagat.

A daganatos betegség elleni harc egyik fontos pillére az immunrendszer
mikodésének célzott befolyasolasa, a daganat elleni Immunitas fokozasa és a
daganatos szovetben kialakuld immunszupresszid csokkentése. Az elmult
évtizedben kiderult, hogy az immunrendszer sejtjei igen sokféle ioncsatornat fejeznek
ki, és a csatornak gatlasaval az immunrendszer mikodése specifikusan
befolyasolhaté. A pro- és anti-daganat hatasok egyensulya eltolhaté a daganatelleni
immunitas iranyaba (Philosophical transactions, 369:20130106,2014). Az elmult
években jelentés elérehaladast tettink annak megértésében, hogy a skorpiok altal
termelt peptid toxinok milyen hatasmechanizmussal gatoljak a limfocitak ioncsatornait
és ezeken keresztil a T sejtek egyes funkcidit.

Szolid fazisu peptid szintézis felhasznalasaval olyan modositott skorpid toxint
hoztunk létre (N17A/F32T-AnTx) amelyik a vad tipusu peptidhez képes sokkal
nagyobb szelektivitassal gatolja a limfocitak Kv1.3 K* csatornajat. A vad tipusu és a
mutans peptid NMR szerkezetének Osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy a
szelektivitas novekedéséért elsésorban a maodositott toxin vad tipusuhoz képest



sokkal rigidebb szerkezete lehet a felel6és, ami nem engedi meg azt, hogy a toxin
tobbféle ioncsatornahoz is koétédjon. Eredményeink alapjan egy olyan Uj
szelektivitasi mechanizmust definialtunk, ami elsésorban a toxinok kulonbdzé
flexibilitasan alapszik (Scientific Reports, 5 18397, 2015).

A peptidek szerkezet-funkcié vizsgalatainak egyik pillére az ionaramok és a
szelektivitas mérése elektrofiziologiaval, a masik pedig az NMR-alapu szerkezet
meghatarozas. Ez utébbiban Iényeges elbrelépést tettunk azzal, hogy az AnTx (Id
fentebb) egy olyan valtozatat allitottuk elé, amely az N17A/F32T helyettesités mellett
a ciszteinek helyett szelenociszteint tartalmazott, és a toxin a stabilitasat a diszulfid
hidak helyett 4 db diszeleneid kotés biztositotta. Az igy létrejott Sec-N17A/F32T-
AnTx megtartotta fizioldgias aktivitasat, azaz nagy hatékonysaggal gatolta a Kv1.3
csatornakat, ugyanakkor a Sec specialis tulajdonsagai miatt az NMR szerkezet
meghatarozasbol a peptidek diszulfid/diszeleneid hidak koérlli  konformacios
dinamikajara vonatkoz6 lényeges, Uj informacié volt kinyerheté (Chemical Sci.
ISSN:2041-6520, 2015).

A fentebb ismertetett gondolatmenetnek megfeleléen szamos olyan uj skorpio
toxint izolaltunk és jellemeztink, melyeknek igen komoly szerepe lehet az Immunitas
megfelel6 iranyba torténé modositasaban, és a daganat elleni Immunitas
fokozasaban. Ezek kozé tartozik a Centruroides tecomanus skorpiobdl szarmazoé o-
KTx 10.4, a-KTx 2.15; a-KTx 2.16; a-KTx 2.17 and y-KTx 1.9 (Toxicon,115:1-12,
2016), valamint az Urodacus yaschenko skorpié mérgébdl szarmazo urotoxin (a-KTx
6.21), mely peptid toxin a korabban leirt orientaciétol eltéréen kapcsolddik a csatorna
porusahoz (Mol. Pharmacol, 86:28-41, 2014).

Felmertult annak a lehetésége, hogy a kombinalt kezelések egyik célpontja a
STAT3 transzkripciés faktor lehet. A STAT3 (pl. IL-6 altal kivaltott) tirozin
foszforilacioja szamos, a sejtek proliferaciojaban és tulélésében, ill. az apoptdzis
gatlasaban kritikus gén atirodasat valtia ki. A STAT3 szerin oldallancon is
foszforilalédhat. A kétfajta foszforilacids mechanizmus egyensulya kritikus a STAT3
mikodés szabalyozasaban. A foszforilacios mechanizmusok kozoétti kapcsolat, illetve
az azt regulalo tényezok feltarasa el6segitheti a STAT3 funkcido megértését, igy az
azt célzo terapias eljarasok kifejlesztését.

Sajat és irodalmi adatok alapjan a benzofenantridinvazas alkaloidok ko&zé
tartozé kelidonin szamos sejttipus esetén azok apoptdzisat valtja ki. Kisérleteinkben
a STAT3 érintettségét tanulmanyoztuk a kelidonin altal kivaltott apoptozis
folyamataban. A STAT3 aktivalasat IL-6 kezeléssel idéztuk el6. IL-6 stimulaciod
hatasara a STAT3 tirozin és szerin oldallancokon térténé foszforildlddasa, valamint



magi transzlokacidja volt megfigyelhetd. Ellentétben a tirozin foszforilaciés adatokkal,
a STAT3 mar kllsé stimulus (azaz citokinkétés) hianyaban is megfigyelhetd, un. alap
szerin foszforilaciojahoz viszonyitva stimulus (IL-6 kot6dés) hatasara csak
kismeértékl szerin foszforilacié ndvekedést tapasztaltunk.

Kelidoninnal torténd el6kezelés a sejtek jelentdés hanyadaban drasztikusan
megnovelte az alap szerin foszforilacidé szintjét, ezzel szemben az alap tirozin
foszforilacio mértéke nem valtozott. Ezen sejtekben IL-6 kezelés hatasara mar nem
tapasztaltuk a szerin foszforilacidé mértékének tovabbi ndvekedését, azaz kelidonin
hatasara feltehetéen az 6sszes elérhetd STAT3 szerin foszforilacioja bekdvetkezett,
JLelitédtek” a foszforilacios helyek. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a
kelidonin a szerin foszforilaciot pozitivan szabalyozé folyamatokat felerdsiti és/vagy a
negativ szabalyozokat gatolja.

Erdekes modon az IL-6 altal kivaltott tirozin foszforilacidé mértékének
csOkkenése és az alap szerin foszforilacio noévekedése egymassal korrelal: a
megnovekedett alap szerin foszforilacids szinttel rendelkezd sejtek tobbségén a
STATS tirozin foszforilacidja nem kovetkezett be IL-6 stimulacié hatasara. Ezen
sejtekben a STAT3 magi transzlokacitja sem figyelheté meg.

A trastuzumab rezisztens eml6tumor sejtek immunrendszer altali
tamadhatdsagat tobb terapias modellrendszerben is teszteltik, ezek kdzul harom is
eredményesnek bizonyult.

Egyrészt a pertuzumab ErbB2-t célz6 monoklonalis antitestet trastuzumabbal
kombinacioban és dnmagaban is vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a két antitest
kombinacioja  klinikai
dozisokat alkalmazva 1600 -

additiv hatasu, és ez a

1200 4 contoland
F(ab’),s

hatas az antitest
medialt citotoxicitason

. . o
alapszik, mivel az Fc 800 - /
fragmentumot 5

nélkul6zé F(ab"), "‘.?f-"""

Tumor size (mm®) + SEM

fragmentumot  tisztan 400 1 /o4

Y/ 4 =" combined
elsalitva  és  azzal W o84 % e Wabs

kezelve sem egyedi, 0 1

4.1. abra time (days)

60 70

) i\

sem kombinalt
terapias hatast nem
lattunk (4.1.abra).



In vitro ADCC Vvizsgalatokbdl azt is megallapitottuk, hogy alacsony
koncentracioknal a két antitest 100 -
hatasa additiv, mig telitd
koncentracioknal nem jelentkezik ¢ %0 =
tobblethatas (4.2. abra). Az in 2 %% ] =
vivo eredmények fényében ezt % £ 40 - %
ugy értelmezhetjik, hogy a §§e20 l % %
klinikai dozirozassal elért antitest 2 o = =
koncentraciok feltehetéleg nem L I

6.6 pM 87 pM

telitik sem a sejteken expresszalt .
concentration

ErbB2-t, sem az ADCC

mechanizmust s - M Tr & % Tr+%Pr
" ’ . . = Pr [ | Tr+Pr

mag)./a.raz ata az in vivo 4.9 4bra

additivitast.

Ennek megfeleléen a kombinalt kezelés nagyobb szamban és mélyebb tumor
penetracioval rekrutalja az NK sejteket, ami az ex vivo fagyasztott tumorok kvantitativ
immunflureszcencias

analizisébdl allapithaté meg

_.;:%‘ 1 (4.3. abra). A kisérletek arra

o P .

= hivjak fel a figyelmet, hogy a
2008 ATr+Pr ) ”gy ,. v
2 g - ErbB2 pozitiv emlétumorok
ﬁg 06 or immuterdpidja soran az
® 204 alkalmazott ddzisok nem
o 5 TrFab2 otk "
= % 02 “*——é——f o Ctrl .e iti ’ az ' antitumor

= immunvalaszt, és azonos

s 0 o o

c 0.0 0 10 t:?rgete’t elter? ’ efntop?kon
4.3. 4bra distance from edge (mm) tamadé kombinacioval jobb

terapias hatas érhet6 el. Ez
fontos Uzenet a klinikkum szamara: egyrészt mechanisztikusan magyarazza, hogy a
most befejezett CLEOPATRA Kklinikai kiprobalas kapcsan miért értek el egy évnél
hosszabb atlagos tulélést metasztatikus emlérak esetén, masrészt azt indikalja, hogy
barmely ErbB2 pozitiv tumor esetén a maximalis megengedett dozissal végzett
kombinalt kezelést kellene végezni.

Mivel az ErbB2 célpontu antitest terapiaval szemben tanusitott rezisztencia
egyik kulcseleme a daganatsejtek szamottev® extracellularis matrixa (ECM), azt a
munkahipotézist allitottuk fel, hogy az olyan esetekben, mikor a passzivan diffundalé
terapias antitestek mar nem képesek athatolni az ECM-on, az ErbB2-t felismerni
képes immunsejtek aktiv felkutatdé mozgasuk miatt még mindig eljutnak a célponthoz.
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Ennek tesztelésére olyan atprogramozott T sejteket hoztunk létre, melyek un.
kiméra antigén receptort (CAR) fejeznek ki. A konstrukcié a trastuzumab alapjat
képez6 4D5 antitestbdl készitett egylancu variabilis fragmentumot (scFv) tartalmazza
target kot6 részként, ez egy flexibilis linkerrel kapcsolodik a CD28 — CD3zeta
szegmenseket tartalmazo tandemhez. A lentiviralis transzdukcidval létrehozott egeér
CAR-T-sejtek felismerik a human ErbB2-t, a CD28 szegmens létrehozza a
kostimulatorikus jelet, ami a sejtek tuléléséhez és klonalis expanzidjahoz szikséges,
mig a CD3zeta
beinditja a 120 -
citotoxikus 100 4
valaszt, amely az 80
scFv alkalmazasa
miatt MHC
fuggetlen, viszont
minden ErbB2

60 -+
= ]IPT-1 + mCD3 #1453

40 7 == IMT-1 + mCO3 nt

Cytotoxicity [34]
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JIMT-t célsejteket 4.4. abra
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vezet (4.4. abra).

In vivo az igy eldallitott
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pozitiv JIMT-1 xenograftokat még ME 15001 — CART less
abban a stadiumban is, amikor a & 10004

trastuzumab kezelés mar g 500

egyaltalan nem hatékony (4.5. 5

abra, CART: egyszeri 200.000 sejt °3 50 100 150
iv., CART less: egyszeri 20.000 days

sejt iv.). Figyelemre méltd, hogy 100

hénapokkal a tumor eliminalasa & I_

utdn is perzisztalnak ezek a £ _|_

transzgén T sejtek, és az *2 50 -

ismételteb  beoltott  JIMT-1 £

xenograftokat nem engedik kinéni. - —I

Elmondhatjuk tehat, hogy a 00 oA - a0
kifejlett ECM-mel  rendelkez6 4.5. abra days

tumorok esetén, mikor mar a
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kombinalt antitestterapia sem hatékony, a paciens sajat T sejtjeinek atprogramozasa
tovabbra is teljes objektiv valaszt eredményezhet.

Mivel a trastuzumab hatasmechanizmusai kozo6tt az antitest altali
leszabalyozas, és ezaltal okozott funkcio-csdkkenés is fontos mechanizmus,
vizsgaltuk azt is, hogy a rezisztens tumorok terapiajaban az archazolid
myxobakterialis antibiotikum, amely a vakuolaris V-tipusu proton ATPaz gatldja, és
igy a leszabalyozast potencialisan el6segiti, sikerrel alkalmazhato-e. Azt
tapasztaltuk, hogy a V-ATPaz archazoliddal torténé gatlasa jelentésen gatolta a
JIMT-1 sejtek proliferaciojat, fokozta a sejtek apoptédtikus pusztulasat, és
csokkentette az Akt tulélési kinaz mikodését. Emellett a sejtmembranban csokkent a
kifejez6d6 ErbB2 mennyisége, mig a citoplazmaban - kolokalizalodva az
endoszomakkal, lizoszémakkal és autofagoszomakkal — felhalmozédott az ErbB2,
melynek aktivaltsagi allapota ugyanakkor, foszforilaltsaga alapjan kvantitalva,
jelentésen csokkent. In vivo a SCID egerekbe oltott JIMT-1 tumorok ndvekedését az
Archazolid gatolta, a kezelt egerek tumoraiban csokkent a Ki67 proliferaciés marker
elé6fordulasa (Mol Oncol.8:9-19, 2014), tehat vizsgalataink alapjan rendelkezésre all
egy Uj, inhibitor molekulara alapozott terapias modalitas is a trastuzumab rezisztencia
lekizdéseére.
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