Valasz Dr. Kulka Janina egyetemi tanar biralatara:

El6szor kdszonetemet szeretném kifejezni, hogy MTA doktori munkam biralatat elvallalta és
azt pozitivan értékelte. Koszoném, hogy a formai hibdkra felhivta figyelmemet, az
elektronikus valtozatban kijavitottam O&ket. A tudomanyos kérdésekre az aldbbiakban
szeretnék valaszolni:

1.

...milyen tovdbbi eredmények vdrhatdk az olyan uj technikdk alkalmazdsatdl, mint pl.
Nanopipette, AFM, scanning ion conductance microscopy, dynamic single molecule
co-localisation?

Az él6 sejteken talalhatd receptor klasztereket vizsgald eljarasokkal szemben

kovetelményként elvarhato, hogy legyen nagy felbontasu, specifikus (tehat a vizsgalni

kivant molekulat azonositani lehessen) és non-invaziv. Ezen elvdrasoknak a legtébb
ma széleskorlen alkalmazott mddszer nem felel meg, hiszen pl. az
elektronmikroszkdp nagy felbontasu, de destruktiv, az AFM szintén nagy felbontdsu,
de a vizsgalni kivant molekula azonositdsa problémaba (itkdzik a membran felszinen.

De t6bb teriileten elindultak olyan fejlesztések, melyek a fenti kdvetelményeknek

eleget tesznek:

a. fejlesztések a fluoreszcens mikroszképia teriletén: a fluoreszcens mikroszkdp
specifikus és nem destruktiv, de feloldoképessége korlatozott (kb. 200 nm). Ezt az
utébbi id6ében a szuper-feloldoképességl eljarasok (mint pl. STED (stimulated
emission depletion microscopy), STORM (stochastic optical reconstruction
microscopy) jelentésen javitottdk, bar a rutinszer(i egyedi molekula feloldds még
mindig nehezen elérheté.

b. fejlesztések a pasztazo szondas mikroszképidk (scanning probe microscopy, SPM)
teriletén: az SPM eljardsok altaldban magas, akar az elektronmikroszkdpét
megkozelité felolddképességgel rendelkeznek, de specificitdsuk korlatozott volt.
Ezen a terileten jelent el6relépést az SPM technikak kombinaldasa valami mas
modalitassal (Am J Physiol Heart Circ Physiol 304:H1-H11, 2013), pl. a pasztazo ion
konduktancia mikroszkdép patch clamppel valé egyesitése, amikor a csatornak
egyedi konduktancidjanak mérése kombinalhaté az 50-100 nm-es feloldasu
topografiai képpel. Ugyanez az eljaras alkalmazhaté receptorok lokalis
stimulacidjara is, amikor a membranreceptoroknak csak egy kis hanyada
aktivalédik (Science 327, 1653, 2010). Hasonléképpen, ha az AFM szonddhoz
bioldgiailag relevans anyagot kotnek, akkor annak interakcidja a sejtfelszinnel
vizsgalhaté (chemical force microscopy). Ha a nanopipetta végéhez kalmodulint
kotnek, a kalmodulin-Ca®* kotédés affinitasa vizsgalhatd.

c. fejlesztések az egyedi molekula kdvetés (single molecule tracking) terlletén: a
fluorofdrral jelolt sejtfelszini molekulak kovetésében az Uj tipusu jel6ld anyagok
(pl. kvantum dot) alkalmazasa, ill. a mozgdsi palyak kovetésére kidolgozott Uj
algoritmusok jelentik a jelent&sebb el6relépést. Ezen technikakat akar két szin(
jelolésre is lehet alkalmazni, amikor is a receptorok dimerizacidja is nyomon
kovethetd (pl. Nat Struct Mol Biol 2011;18(11):1244-9). A kérdésben felvetett
»dynamic single molecule colocalization, DySCo) is egy hasonlé technika.

Az erre a kérdésre adott vdlasz 6sszegzéseként elmondhatd, hogy azon technikak,

melyek a funkcionalitast, a dinamikus képalkotast a magas feloldéképességgel



kombinaljak, jelentGsen tobb beldtast engednek majd a receptor klaszterek
szervez6désébe és miikodésébe él6 sejteken.

...mi az oka, hogy intraperitonedlisan oltottdk az dllatokat? Relevdnsak-e az
eredmények a human intravénds adagolds ismeretében?

A Herceptint embereknek leginkdbb intravénasan adjdk, de az egerek intravénads
oltasa, leginkabb az allatok kis mérete miatt, rendkivil nehézkes. Ezért hasznaljak a
kisérleti dllatok oltasdra az intraperitonedlis médot széleskorlen. Ez a legtdbb
esetben jé kozelitése az intravénds adagoldsnak, hiszen a ,bioavailability”
monoklonalis antitestek intraperitonealis oltasanal ~80%-os (Br J Clin Pharmacol.
69(6): 617-625). Intraperitonedlis oltdsnal az antitest 5-10 o6ra alatt eléri el a
csucskoncentraciét a vérben (J Nucl Med. 2003;44(7):1148-55.) és ott hosszu
féléletidével jellemezheté (emberben 28 nap, Curr Clin Pharmacol. 2008;3(1):51-55).
A nagyon lassu eliminacié miatt a lassu felszivodas a peritonealis lireghdl valdszinlleg
nem jelentds probléma, hiszen a vérben az egyensulyi koncentraciot a felszivodas és
az eliminacio sebességeinek kilonbsége szabja meg (a megoszlasi térfogat mellett). A
fentiek miatt Ugy gondolom, hogy a farmakokinetikaban levé kis eltérések ellenére az
egerek intraperitonealis oltasa jo kozelitése a human terapiaban hasznalt intravénas
adagolasnak, ezért eredményeink relevansak a klinikai gyakorlat szempontjabadl is.

...a heterogenitdst mennyire lehet észlelni és vizsgdlni sejtvonalakon?
Az intratumor heterogenitas tényleg nagyon fontos probléma, amit sejtvonalakkal
csak korlatozottan lehet modellezni. A heterogenitas létrejottét egy homogén
monoklonalis populacidbdl a sejt plaszticitdsa (mutdcidk, szabalyozasi folyamatok)
teszi lehetévé, és az er6forrasokért (tapanyag, novekedési faktorok) és a tulélésért
folytatatott verseny teszi sziikségessé. A heterogenitas genetikai és epigenetikai
okokra vezethetd vissza. Mindketté jelen van sejtvonalakban is (Phys Biol
2012;9(6):065005), de mivel sejtvonalak esetében a tumor sejteknek kevésbé kell
versengeni a tulélésért, mint in vivo, ezért az in vitro tapasztalhatd heterogenitas csak
gyenge modellrendszere az in vivo helyzetnek. Egy kicsit javul a helyzet, ha a
tumorsejtvonalat egérbe oltjuk, de még ez sem tekinthet6é a human daganatokban
tapasztalhato helyzet tokéletes masanak, hiszen
- az egerek tipikusan immundeficiensek
- a human tumorsejtek az egér kotGszovetével kevésbé tudnak egyittmikodni.
Ismert, hogy a tumor-kotGszévet interakciok kulcsfontossaguak a tumor
progresszio szempontjabdl (Histochem Cell Biol 2008;130(6):1091-103.).
Ennek ellenére xenotranszplantdlt tumor sejtvonalakban jol elkiilonithetéek a
tumoros Gssejtek és mas alpopuldcidk (Nature 488:522-526; Nature 488:527-530), de
a heterogenitas mértéke elmarad a human daganatokban tapasztalttdl, ahol mind a
primer tumoron belll, mind a metasztazis képzés folyaman igen nagymértékd
heterogenitas alakul ki.

..lehet-e szerepe a JIMT-1 sejtvonal trastuzumab rezisztencidjgban a PIK3CA
mutdcionak, a PTEN alacsony és a neuregulin-1 magas expressziéjanak?

A trastuzumab rezisztencia kialakuldsa rendkivil sokféle mechanizmusra vezethet§
vissza, mint azt az MTA doktori dolgozatomban is targyaltam. A rezisztencia
mechanizmusok kozott szerepel a PTEN hidnyzd expresszidja és a PI3K katalitikus



alegységének kinaz aktivitast fokozé mutdcidja. igy ezek valdjdban hozzajarulhatnak a

JIMT-1 sejtvonal trastuzumab rezisztenciajdhoz, hasonléan a fokozott neuregulin-1

expressziohoz. A fenti okfejtés elsGsorban in vitro koriilményekre vonatkozik, hiszen

in vivo kérilmények kozott a trastuzumab részben (mds vélemények szerint szinte
kizardlagosan) az ADCC reakcion keresztil fejti ki hatasat. A mi kisérleti
rendszeriinkben

- a trastuzumab kizarélag ADCC (vagy CDC, azaz komplement dependens
citotoxicitds) reakcié segitségével hatott, hiszen Fc rész mentes trastuzumab-
F(ab),-nek nem volt hatdsa (Mol Cancer Ther 2007;6(7):2065-72).

- a trastuzumab rezisztencia kialakuldsa kb. 5 hetet vett igénybe, tehat az
inokulacié utan azonnal trastuzumabbal kezelt sejtek még valaszoltak az
antitestre.

A fenti két ok miatt véleményem szerint a JIMT-1 sejtvonal in vivo rezisztenciajiért

inkabb a maszkirozas felelds.

...befolydsolja-e a trastuzumab vagy mds ErbB2 ellenes, molekuldrisan célzott szer
hatdsat az, hogy az ErbB2 milyen heteroasszocidtumban van jelen?

Ha elfogadjuk, hogy a trastuzumab elsGsorban ADCC révén hat, akkor az ErbB2-vel
heteroasszocial6 molekuldk csak akkor befolyasoljak az antitest hatasat, ha
maszkirozzak az ErbB2-t. Az ErbB2 heterodimerizacidjat gatldé pertuzumab és az
ErbB2 tirozin kinaz aktivitasat gatld kis molekulasulyd inhibitorok hatékonysagat
viszont csokkenthetik az ErbB2-vel heteroasszocialodé molekuldk. Mivel azonban az
ErbB jelatviteli haldozat kdzpontja az ErbB2, a legfontosabb molekula gatlasat egyéb
ErbB fehérjék expresszidja kevéssé tudja ellensulyozni. Ezért az allitds inkdbb forditott
iranyban igaz: az ErbBl-re specifikus inhibitorok hatdsat sokkal lényegesebben
csokkenti az ErbB2 magas expresszidja, esetleg mutdcidja (pl. Cancer Cell,
2006;10(1):25-38). Ezt alatdmasztja az is, hogy a klinikumban elterjedt ErbB2 tirozin
kindz inhibitor (lapatinib) az ErbBl-et is gatolja, igy az ErbB1 fokozott expresszidja
nem lehet a rezisztencia oka (ErbB3-nak nincs kinaz aktivitdsa, az ErbB4 jelent&sége
kevéssé dokumentdlt human daganatokban). Tehat elképzelhet6, hogy az ErbB
receptorok heteroasszocidcids partnereinek fokozott expresszidja csdkkenti a célzott
terdpidk hatékonysagat, de legtobb esetben teljesen mas jeldtviteli Utvonalak
aktivalédasa (pl. Met) szokott a rezisztencia mogott allni.

..volt-e K-Ras mutdcid a vizsgdlt sejtvonalakban és ha igen, ez befolydsolhatta-e a
gyogyszeres kisérletek eredményeit?

Tudomasom szerint az altalam hasznalt sejtvonalakban nem volt mutans K-Ras (Mol
Cancer Res. 2007;5:195-201; Cancer Lett. 2010;294:211-219). Ennek egyik lehetséges
oka az, hogy a K-Ras mutdcié leginkabb colon, tidd és pancreas tumorokban fordul
el6 (J Biomed Biotechnol. 2010;2010:150960), és a hasznalt sejtvonalak kozott nem
volt ilyen eredet(i. Egyébként mind az elisidepsin, mind a trastuzumab hatdsat elvileg
befolydsolhatja a mutdns K-Ras jelenléte. Bar tudomasom szerint a mutdns K-Ras és a
trastuzumab hatdsossdga kozott még nem talaltak Osszefliggést, el6bbi allitasomat
arra alapozom, hogy az EGFR ellenes antitestekkel kapcsolatban mar kimutattak,
hogy a receptor expresszid6 csokkentésével a mutans K-Ras csokkenti
hatékonysagukat (Neoplasia. 2012;14:190-205). Az elisidepsin és a mutans K-Ras
kozotti kapcsolatrdl szintén nincs tudomasom, de ezen gydgyszer hatékonysaga és az



Akt expresszid kozott mar taldltak negativ korrelaciot (Mol Pharmacol. 2005;68:502-
10), igy a K-Ras hatasa sem elképzelhetetlen.

Végezetil még egyszer szeretném megkdszonni, hogy MTA doktori disszertaciomat
kedvezGen értékelte.
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