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1. Bevezetés

Az orvostudomany egyik legnagyobb kihivasa a daganatos betegségek
kezelése. Az elmult évek kutatdsi eredményei alapjan nyilvanvalova
valt, hogy a rosszindulatii daganatsejteket olyan DNS hibak, mutaciok
hozzak létre, amelyek bizonyos jelatviteli titvonalak szabalyozésa révén
hozzajarulnak a daganatsejtek novekedéséhez, taléléséhez és
terjedéséhez. A  daganatok kezelése eddig szinte kizarolag
konvencionalis kezelési eszkdzokkel (kemoterapia, sugarkezelés)
tortént, de ma mar az eredményességének koszonhetben a célzott
terapiat széles korben hasznaljak. Szamos potencialis célpont koziil a
tirozin kinadzok bizonyultak a legmegfelelébb célpontnak, mivel ezek
kozil sokan a hibas jelatviteli wutak részvev6i, valamint
gyogyszerezhetéek. Eppen ezért a jelenleg FDA altal torzskonyvezett
monoklondlis antitest és kis molekulastlyu kindz gatlo tobbsége tirozin
gatlo.

1.1. Az AXL receptor tirozin kindz mint tumorterapias célpont
szerepe a daganatokban

Az AXL receptor tirozin kindaz a TAM receptor tirozin kinaz csalad
egyik tagja. A Gas6 kotddése a receptor extracellularis részéhez
elosegiti annak aktivaciojat, amely kivaltja a mitogén aktivalt protein
kinazok (MAPK), foszfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K), AKT és a NF-KB
(Nuclear Factor Kappa B). jelutvonalak aktivacidjat. AXL
overexpresszidjat szamos daganat fajtabol kimutattdk, mint pl. emlo,
gyomor, prosztata, tiid6, petefészek, vastagbél, maj és glioma. AXL
overexpresszidja  mozgékonysaggal, invazioval és  szegényes
prognodzissal van Osszefiiggésben. AXL receptor tirozin kindz
sejtvonalban megfigyelték, mint pl. Lapatinib rezisztens HER2 pozitiv
emlétumoros sejtvonalakban, Imatinib rezisztens gasztointestinalis
sztroma tumorokban, Erlotinib rezisztens fej-nyaki daganatos



sejtvonalakban ¢s Nilotinib rezisztens kronikus leukémia sejtekben.
Ezek a megallapitasok arra engednek kdvetkeztetni, hogy AXL receptor
tirozin kinaz egy igéretes célpont a daganat elleni harcban. Az ismert
AXL celzod stratégiak koziil a specifikusan AXL-t gatld kis
molekulasalytn inhibitorok hasznalata a legigéretesebb ¢és ol
megalapozott. A legtdbb kis molekulasuly inhibitor eredetileg mas
célpontra volt tervezve, de szintugy hatékonyan célozzék az AXL-t.

2. Célkitiizések

Habar szamos irodalmi adat igazolja AXL tirozin kindz szerepét a
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rezisztencia kialakulasaban nyitott kérdés maradt. Doktori munkam els6
részében az AXL receptor tirozin kinazt célzé kinazgatldk rendkiviil
agressziv tripla negativ emlddaganat (8sztrogén, progeszteron ¢s HER
receptor negativ) sejtvonalak migraciojara gyakorolt hatasaval
foglalkoztam.

Kisérleteim soran a kovetkez6 kérdésekre szerettem volna valaszt kapni:

1) Befolyasolja-e AXL receptor tirozin kindz expresszidja és
igen, mily modon.

2) Van-e kiilonbség az AXL receptor tirozin kindz gatlo
hatéanyagok migracio gatlo képességeben és
hatdsmechanizmusaban

Munkam masodik részében kiilonb6z0 eredetli, az AXL tirozin kinazt
fokozottan expresszald daganatos sejtvonalakban az AXL gatlassal elért
rezisztencia felfliggeszté hatast tanulmanyoztam, kiilonos tekintettel
mas tirozin kinaz receptorok aktivaciojara.

Kisérleteinkben a kovetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1) Milyen hatissal van az AXL tirozin kinaz gatlasa a tobbi
receptor tirozin kinaz aktivaciojara ¢s foszforilacidjuk
mintazatara?

2) Milyen kombinacids kezelésekkel el6zhetd meg az AXL
gatlokkal szembeni kompenzacidos mechanizmusok kialakulasa?



3. Médszerek
Sejtvonalak

A kisérleteinkben kiilonb6z6 eredetli daganatos sejtvonalat hasznaltunk:
eml6 (MDA-MB-231, MDA-MB-231-D3H2LN, Hs578T, BT549,
MDA-MB-436, MDA-MB-468), glioma (A172, U373, SF126. U118),
tidé (H1975, H1299, H292, A549), hasnyalmirigy (AsPC-1, BxPC3,
Capan2), petefészek (Ovcar8, Scov3), méhnyakrak (C4-I) és fibroblaszt
(NIH/3T3).

Inhibitorok és ligandok

A Lapatinib, az SKI606 és az MPCD84111-es inhibitorokat a Vichem
Chemie Kutaté Kft. szintetizalta, mig a BMS777607-es ¢és R428
inhibitorokat a LDC Discovery GmBH-t6] (Dortmund, Németorszag)
kaptuk. A Herceptin és Erbitux monoklonalis antitesteket a martinsriedi
Max-Planck Gyogyszertarbol vasaroltuk. A rekombinans human NRGI
(#396-HB-050) ¢és Batimastat (BB94, #2961) az R&D Systems, GmbH,
Németorszagi fiokjabol szereztiik be.

RNS interferencia

A Kkisérlet soran kiilonb6zé gén specifikus AXL, Lyn, Met, EGFR,
HER2, HER3 ¢és pl130Cas siRNA hasznaltunk. Kontrollként Ambion
kontroll # 1 siRNA hasznaltuk. 120000 sejtet 6 lyuka platre raktunk,
majd 24 oras inkubaciot kovetden a sejteket 48 oraig 40 nM-os
végkoncentracioban siRNS-el kezeltiik. A Lipofectamine RNAiIMAX-ot
a gyarto eldirdsai alapjan hasznaltuk.

Sejtviabilitds és migrdcios assay

A sejtek viabilitasat a gyartd eldirasai alapjan CellTiter-Glo assayvel
vizsgaltuk meg.

A sejtek motilitasat Boyden kamras assayvel hataroztuk meg. 8§ uM
porus nagysagii Boyden kamra felsé osztattaban 50000 ezer sejtet
tettiink ki. A kamra alsé osztattaban kemoattraktansként 1%-os FCS-t



tartalmazé médiumot helyeztiink. 3.5 o6ras inkubaciot kovetden a
membranon atmigralt sejteket fixaltuk és megszamoltuk.

SDS PAGE és Western blot analizis

nitrocelluléz membranra blottoltuk és NET zselatinnal blokkoltuk. A
membranokat foszfo-Lyn (Tyr507), foszfo -Src (Tyr 416), foszfo -Pyk
(Tyr 580), foszfo FAK (Tyr576/577), foszfo p130Cas (Tyr 410), foszfo
HER3 (Y1289), foszfo HER2 (Y1248), EGFR, foszfo AKT (S473),
HER2 ,HER3 , Met ¢és Tubulin elsédleges antitestekkel inkubaltuk. A
HRP-k6tott  kecske anti-nyul és  kecske anti-egér masodlagos
antitestteket 1:10,000 higitasban hasznaltuk. A kotott antitesteket ECL
szubsztrat reakcioval detektaltuk és Hyperfilm ECL filmmel exponaltuk

Humadn foszfo-RTK array

A human foszfo-RTK arraz-t a gyart6 eldirasai alapjan végeztiik el. A
membranokat 500 pg fehérjét tartalmazé mintaval inkubaltuk egy
¢jszakan keresztiill. Az elOhivas erdsitett kemoluminenszcenciaval
tortént

Immunoprecipitacio

A HER2 és HER3 antitesteket A-sepahorose gyongyokhoz kotottik. A
lizatumokat a kotott antitestekkel 4 °C-on 16 oraig inkubaltuk. A
precipitatumokat Western blottal elemeztiik.

3D szferoid kultiura

crcr

higitottuk. A sejteket a kirakast kdvetden inhibitorokkal kezeltiik.



Kvantitativ PCR

Az MDA-MB-231-es sejteket jelzett idOpontok szerint 10 pM
BMS777607-el vagy DMSO-val kezeltiik. Az RNS ¢és a specifikus egy
szalu cDNS szintézise a cég/ gyartd ajanlasai alapjan tortént. A ¢cDNS
szintéziséhez, 1ug teljes RNS-t és 200 ng radom hexamer primert
hasznaltunk. A PCR-t a gyartd ajanlasai alapjan StepOnePlus
késziiléken futattuk.

Foszfo-AXL ELISA

Az €heztetett sejteket 1 oraig inhibitorral kezeltiik, majd 30 percig 250
AXL ellenes (klon 259/2, I1gG1 izotipus) vontuk be. A sejtlizatumokat
4°Con egy ¢jszakan at inkubaltuk. A floreszcens szignal detektalasahoz
az alkaline foszfataz AttoPhos Substrate Set-et hasznaltuk. 90 perc
inkubacié utan a detektalas 430 excitacios és 560 nm emisszios
hulldamhosszon tortént.

NRGI-ELISA és Foszfo-AKT S473 ELISA

A human NRGI-ELISA ¢és a Pan AKT-specifikus ELISA kitet par
modositassal a gyartd eldirasai alapjan hasznaltuk. A lizatumokat a
biotinilalt detekcios specifikus antitesttel vald inkubdciot kovetéen
szoba hoémérsékleten Alkaline Foszfatdzzal Konjugéalt Streptavidin
SA110 oldattal inkubaltuk. A floreszcens szignal detektalasdhoz az
alkaline foszfatdz AttoPhos Substrate Set-et hasznaltuk. 90 perc
inkubaciéo utan a detektalas 430 excitacios és 560 nm emisszios
hulldamhosszon tortént.



Az adatok kiértékelése és statisztikai analizis

A kisérleteket legalabb haromszor ismételtiik meg. Az ICsy értékeket a
DMSO kontroll sejtekhez viszonyitott szazalékos értékben adtuk meg és
XLfit 5.1.0 szoftverrel (IDBS, Surrey, UK) abrazoltuk. A statisztikai
Osszehasonlitdsokat Kruskal-Wallis, Mann-Whitney ¢és Dunnett’s
Multiple Comparison Teszttel végeztiik. Szignifikansnak akkor
tekintettiilk a kiilonbséget, a Dunnett's Multiple Comparison Teszt
esetében ha a p < 0.0001, mig a Kruskal-Wallis és a Mann-Whitney
tesztek esetében ha a * = p<0.05, ** = p<0.01 és *** = p<0.001.

4. Eredmények

4.1. Az AXL tirozin kindz inhibitorok hatisa a tripla negativ
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Azért, hogy meghatarozzuk két potencialis (BMS777607 és SKI606) és
egy szabadalmaztatott (MPCD84111) AXL tirozin kinaz inhibitor
hatasat az AXL foszforildcidjara, harom olyan tripla negativ
eml0daganatos sejtvonalat (MDA-MB-231, Hs578T and BT549)
valasztottuk amelyek expresszaljdk az AXL-t. Ahhoz, hogy
megvizsgaljuk az AXL tirozin kindz inhibitorok hatasat az AXL
foszforilaciojara, a sejteket 1  o6rdig kiilonb6zé  inhibitor
koncentraciokkal kezeltilk, majd 30 percig Gas6 stimuldltuk. Azt
talaltuk, hogy az inhibitorok kiilonb6z6 koncentraciokban gatoljak az
AXL foszforilaciojat. Az AXL tirozin kindz foszforilacidjat
leghatékonyabban a BMS777607 inhibitor gatolta, melyet az
MPCD84111 ¢és SKI606 kovetett. Az AXL foszforilacid gatlasara
legérzékenyebben a Hs578T sejtvonal reagalt. Az AXL tirozin kindz
gatlok sejtmigracio gatld hatasat a Boyden kamras assay-vel hataroztuk
meg. A membranon atmigralt sejteket 3.5 6ras inkubacidt kovetden
szamoltuk meg. Az inhibitorok migracio gatlo ICsy értékeinek az



Osszehasonlitdsa utan, azt talaltuk, hogy mindharom sejtvonalban az
SKI1606 migracio gatlo 1Cso a legkisebb.

A Hs578T sejtvonal az MDA-MB-231 és BT549 sejtvonalakhoz képest
kevésbé volt érzékeny a kindz inhibitor kezelésekre.

Ahhoz, hogy meghatarozzuk az AXL tirozin kindz inhibitorok hatasat a
viabilitdsra, a sejteket 10 pontos felezési sor megfeleld
kovetden mértiik meg.

Az SKI606 és az MPCD84111 szignifikdnsan gatolta a Hs578T és
BT549 sejtvonalak viabilitasat, mig a BMS777607 viabilitas gatld ICso
értékei Hs578T sejtekben 9.43 uM és BT549 sejtekben> 10 uM volt. Az
MDA-MB-231-es sejtvonal viabilitasat a kinaz inhibitor kezelések nem
befolyésoltak szignifikansan, ugyanis az SKI606 viabilitas gatldo ICs
érteke 3.20 uM, az MPCD84111 viabilitas gatlo ICso értéke 8.50 uM és
a BMS777607 viabilitas gatlo 1Cso értéke nagyobb volt, mint 10 uM.
Mivel a sejtviabilitas és migracid gatlas ICso koncentracidéi magasabbak
voltak, mint az AXL aktivitds gatlas ICso koncentracidi, ezért arra
kovetkeztetiink, hogy az inhibitorok migracid és viabilitas gatlé hatdsa
nem fiigg az AXL receptor tirozin kinaz aktivitdsatdl. Ahhoz, hogy
megértsilk, hogy a BMS777607-hez képest az SKI606 és az
MPCDS84111 inhibitorok miért gatoljdk jobban a tripla negativ
profiling assay-vel meghataroztuk az inhibitorok célmolekula profiljat.
Mivel a BMS777607 inhibitor célmolekula profiljat mar korabban
Schroeder et al. publikaciojaban leirtak, ezért csak az SKI606 és az
MPCD84111-es inhibitorok célmolekula profiljat hataroztuk meg a fent
emlitett assay-ben. A Cellular assay eredmények ramutattak arra, hogy
az SKI606 és az MPCD84111 kozosen gatoljak a SRC kinaz tagjait, a
Lyn-t, Src-ot és Yes kindzokat.

Az inhibitorok target profilja alapjan, 84 kinazt valasztottunk ki, ahhoz
hogy tovabb jellemezziik a harom AXL tirozin kindz inhibitor gatlasi
potencialjat. A profiler kindz assay adatai alatdmasztottadk korabbi
megallapitasunkat, mivel az SKI606 és az MPCD84111 kezelések
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hatékonyan gatoltdk a SRC kindz csalad tagjait és néhany mas kinézt
(Abl, PTKS5, EGFR, ErbB4, Lok, Tie2).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az SKI606 és az MPCD84111
migracio gatlé hatékonysaga annak tudhat6é be, hogy gatoljak a SRC
csalad tagjait. Az SKI606 és az MPCD84111-es altal célzott/tamadott
SRC csalad tagjai koziil Lyn tirozin kindz mind a hadrom tripla negativ
sejtvonalban overexpresszalt. Ennek az adatnak a tudataban valasztottuk
ki a Lyn tirozin kinazt és a sejtmigracioban fontos szerepet jatszd
allvanyfehérjét, a p130Cas-t, azért, hogy megvizsgaljuk, hogy milyen
szerepet toltenek be a tripla negativ emlddaganatos sejtvonalak

crer
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A Lyn géncsendesitése nem befolydsolta a Hs578T és az MDA-MB-231
sejtonalak viabilitasat. A BT549 sejtvonal viabilitdsat az Osszes
géncsendesitési kezelés gatolta.

Ahhoz, hogy jellemezziik az AXL inhibitorok migracids jeltovabbitasi
SKI1606, BMS777607 és MPCD84111-es inhibitorokkal kezeltiik 1.5 és
48 oraig. A Western blottos eredmények bizonyitottdk korabbi
megallapitasunkat, mivel mindharom sejtvonalban az SKI606 és az
MPCD84111 gatoltak a Pyk, FAK, p130Cas és Lyn foszforilaciojat.
Mig a BMS777607 nem befolyasolta szignifikansan ezen kinazok
foszforilaciojat.

4.2. Az AXL gatlas hatisa mas tirozin kinaz receptorok
aktivaciojara

Munkank masodik részében az AXL célzo terapiak mas receptor tirozin
kinaz foszforilaciojara gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. Az elsé
1épésben foszfo AXL ELISA assayvel a BMS777607 AXL foszforilacio
gatlo hatasat validaltuk. Az AXL gatlas hatasat van mas receptor tirozin
kinaz aktivitdsanak a mintazatdra, Human Foszfo RTK array hatéroztuk



meg. Az AXL fehérjét specifikus AXL siRNS-el, mig az AXL
aktivitasat 1 pM BMS777607 kezeléssel gatoltuk le.

Mindkét kezelés gatolta az AXL és a Met foszforilacidjat, mig a HER3
foszforilacioja szignifikdnsan megnovekedett. Ezt az eredményt
specifikus AXL siRNS és BMS777607 kezelést hasznalva,
immunoprecipitacioval és Western blottal is alatamasztottuk.

A kovetkezd lépésben megvizsgaltuk a Met hatasit a HER3
foszforilaciojara, mivel BMS777607 Met gatloként is ismert. Az MDA-
MB-231-es sejtvonalon végzett specifikus Met siRNS kezelés, a
kontroll kezeléshez viszonyitva nem okozott semmilyen valtozast a
HER3 foszforilacigjdban. Ez az eredmény kizarja a Met részvételét a
foszfo HER3 indukcidjaban. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a HER3
aktivacidjat mas AXL-t expresszalo sejtvonalban, 10 pM BMS777607
legatoltuk az AXL aktivitasat. Erdekes modon a HER3 foszforilacidja
egyedill az MDA-MB-231-es és az Ovcar§ sejtvonalban volt lathato.
Hogy tovabb jellemezzilk az AXL gatlas utan bekovetkez6 HER3
indukcigjat, 20 AXL-t expresszalé agy, emld, petefészek, méhnyak,
tiid6 és hasnyalmirigy eredetli sejtvonalat valasztottunk. Mivel az AXL
gatlasa hatdssal van az AKT jeltovabbitasara, ezért az AXL gétlasa utan,
AKT ELISA assayvel ellendriztik az AKT S473 foszforilaciojat. A
HER3 foszforilaciojat a Western blottal hatdroztuk meg.

Az eredmények egy pozitiv korrelaciora vilagitottak ra az AXL gatlas
utdn bekdvetkezd HER3 indukcidja és az alacsony bazalis AKT S473
foszforilacio kozott. Az AXL gatlds utani HER3 mRNS szintjét,
kvantitativ PCR-al hataroztuk meg. A szignifikdins HER3 indukci6é mar
16 oraig 10 uM BMS777607-el kezelt sejtekben nyilvanvald volt. A
maximalis HER3 mRNS novekedést 48 oras kezelés utan detektaltuk.
Habar az MDA-MB-231-es sejtekben a NRG1 mRNS-e detektalhato
volt, kizartuk annak lehet6ségét, hogy a NRGI mRNS expresszidja
lenne felelos a HER3 aktivacigjaért.

Ezutan NRG1 ELISA assay-vel meghataroztuk a BMS777607-¢l kezelt
MDA-MB-231 sejtek feliillisz6 médiumanak a NRGI1 fehérje szintjét.
Erdekes médon a 10 uM BMS777607-¢l kezelt MDA-MB-231 sejtek
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feliilisz6 médiumaban NRG1 szintje az id6fliggé mddon csokkent.
Tovabba ahogy a NRGI1 fehérje szintje csokkent tgy a HER3
foszforilacioja er6s0dott, arra utalva, hogy 1étezik egy szoros korrelacio
a HER3 aktivacidja és a NRG1 kozott.

Mivel bizonyitottuk, hogy a BMS777607 éaltal legatolt AXL indukalja a
foszfo HER3-at, kivancsiak voltunk arra, hogy ez a mechanizmus mas
AXI inhibitorokra jellemzo-e.

Eppen ezért sszehasonlitottuk a BMS777607 hatasat az R428 valamint
az MPCD84111 AXL inhibitokhoz. Az inhibitorok AXL gatlo hatasat
AXL ELISA assay-vel validaltuk.

A BMS777607-el és R428-al végzett kezelések az MDA-MB-231-es
sejtekben indukaltak a HER3 foszforilaciojat, mig az MPCD84111 nem.
Ezzel parhuzamosan mindharom AXL inhibitor kezelés hatisara a
HER3 fehérje szintje szignifikansan megemelkedett. Ahhoz, hogy
megértsiik, hogy ellentétben a BMS777607-el az MPCD84111 miért
gatolja a HER3 foszforilaciojat, megvizsgaltuk az MPCD84111 kindz
szelektivitasi profiljat. Azt talaltuk, hogy az MPCD84111 egyediilallo
modon gatolja a HER2 foszforilacidja, a HER3 receptor lehetséges
dimerizacids partnerét.

Ez az eredmény a HER2-t expresszaldo MCF7-es sejtvonalban is
validaltuk. Habar a tripla negativ emlddaganatos sejtvonalak alacsony
HER?2 szinttel rendelkeznek, azt feltételeztiik, hogy az MDA-MB-231-
es sejtvonalban is a HER3 a HER2-vel dimerizal. Ahhoz, hogy ezt a
feltételezésiinknek érvényt szerezzlink, megvizsgaltuk a BMS777607 és
Erbitux vagy Herceptin vagy Lapatinib vagy Batimastat valo
kombinacios kezelések hatasat a HER3 foszforilacidjara.

Mint a Herceptinnel vagy Lapatinibbel vagy Batimastattal tortént
kombinacios kezelések gatoltak a HER3 foszforilaciojat, mig az
Erbituxal vald6 kombinacidés kezelés nem gatolja a HER3
foszforilaciojat.

Ezek az eredmények bizonyitjdk, hogy még a tripla negativ
eml0daganatos sejtvonalakban is a HER2 a HER3 dimerizacios
partnerre.

10



Ahhoz, hogy ezt a megallapitast megerdsitsik az MDA-MB-231-es
sejteket 24 oraig 10 uM BMS777607-el kezeltiik, és hogy tovabb
erdsitsiik a HER2 foszforilacigjat a kezelt sejteket 50 ng/ml NRG1-el
stimulaltuk. A Her2 foszforilacigjat 2 mg fehérjét tartalmazé mintabol
immunoprecipitdcioval hataroztuk meg. Bar elég nagy mennyiségi
fehérjét-mintat hasznaltunk, a HER2 foszforilacidja csekély mértékben
volt lathatd, de reprodukalhatd volt. Ez az eredmény alatdmasztotta a
korabbi megallapitasunkat.

Mivel a Lapatinib ismert EGFR/HER2 kett6s gatlo, ezért szerettiik
volna tisztazni az EGFR hatasat a HER3 foszforilaciojara.

Eppen ezért a sejteket EGFR, HER2, HER3 és HER2/EGFR fehérjéket
specifikus siRNS-ekkel kezeltiik, majd sejteket tovabbi 24 6raig 10 uM
BMS777607-el inkubaltuk ahhoz, hogy a HER3 foszforilacidjat
eloidézziik.

Erdekes modon csak a kontroll siRNS kezelésekhez képest csak a EGFR
és HER2 kombinacids siRNS kezelések gatoltak le teljesen a HER3
foszforilaciojat. Ez az eredmény arra utal, hogy nemcsak HER2 hanem
az EGFR is fontos a HER3 foszforilacidjaban. Habar 1uM BMS777607-
s kezelés utan az AKT S473 szint nem regeneraldodott, a HER3
expresszioja és foszforilacidja nyilvanvald volt, arra utalva, hogy az
AXL/PI3K/AKT jelutvonal a HER3 reaktivaci6jahoz vezet. Ismert,
hogy a HER3 aktivacigja tamogatja a talélési és proliferacios
utvonalakat, ami korldtozhatja az AXL inhibitorok hatékonysagat.
Ahhoz ezt a hipotézist alatdmasszuk az MDA-MB-231-es sejteket
BMS777607-el kezeltiik, majd 72 oras inkubaciot kovetden a sejtek
viabilitdsat CellTiter Glo assayvel lemértiik. A kezeletlen sejtekhez
képest az 50 ng/ml NRGI stimulacid6 kompenzalta az 1uM
BMS777607-el kezelt sejtek viabilitasat. Ez az adat alatamasztja a
hipotézisiinket miszerint a HER aktivaci6 kompenzélja az
AXL/PI3K/AKT utvonal gatlasat. Ez az eredményt 3D szferoid
Matrigel teszt rendszert haszndlva MDA-MB-231 ¢és Ovcar8
sejtvonalakon is bebizonyitottuk.
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3D szferoid Matrigel teszt rendszer segitségével BMS777607 és
Lapatinibbel kiilonb6z6 kombinacios kezeléseket végeztink. Az
egyszeri inhibitor kezelésekhez képest az 1 UM BMS777607 és 5 uM
Lapatinib kombinacios kezelések szignifikansan csokkentették a sejtek
viabilitdsat. Ezt az eredményt AXL és HER3 specifikus siRNS kettds
géncsendesitéssel is bizonyitottuk, ami arra utal, hogy egyidejit AXL és
HER2/3 komplex gatlasa sziikséges ahhoz, hogy elkeriiljiik az AXL
inhibitorokkal szembeni rezisztenciat.

5. Kovetkeztetések

* Kimutattuk, hogy a legagresszivebb tipusu, tripla negativ
AXL tirozin kindz inhibitorok gatoltak, amelyek a Lyn kinazt és
a p130Cas allvanyfehérjét gatoltak

* Az eredményeinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az AXL
fehérje  overexpressziojabol nem  kovetkezik, hogy a
sejtmigracié egyediil az AXL tirozin kinaz aktivitasatol fiigg

* Az els6k kozott bizonyitottuk be, hogy az AXL gatlasa
indukalja a HER3 receptor tirozin kinaz foszforilacidjat és ez az
sejtvonalak AKT S473 foszforilacios szintjétol is fiigg

* Igazoltuk, hogy a HER3 aktivacioja fiiggetlen a HER3 és NRGI

* Bebizonyitottuk, hogy a HER3 még a tripla negativ
emlddaganatos sejtvonalakban is a HER2-vel dimerizéalodik

* Kimutattuk, hogy az a HER3 teljes inaktivaciojahoz, a HER2 és
az EGFR egyiittes gatlasa sziikséges

*  Megfigyeltiikk, hogy az alacsony AKT S473 szinttel és AXL
overexpresszioval rendelkezé sejtvonalak viabilitas gatlasahoz
az AXL ¢és HER2/HER3 komplex egyiittes célzd terapia
sziikséges
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