Egy molekulakonyvtar szurésére alkalmas ADCC modell léetrehozasa
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Bevezetés

A tobb millio molekulabdl allo kényvtarak szlirésének egyre népszer(bb alternativaja az un ,drug repurposing”, melynek soran mar ismert, és engedélyezett gyogyszerhatdéanyagok ujszerd hatasait
azonositjak egy jol beallitott biologiai rendszerben. Egy molekulakonyvtar szlirésének els6 mozzanata a megfelel6 esszé kivalasztasa és a kisérletes korlilmények beallitasa egy vagy néhany vegyszer
hasznalataval. Amennyiben az optimalizalas sikeres, kezdetét veheti a szlrés, ahol nem alkalmazandé sem parhuzamos, sem koncentracidsor, ezek a megerdsitd vizsgalatok soran vezetenddk be, ezzel
finomitva a kisérletes korulmeényeket. Ha a megerdsitd vizsgalatok soran az adott , hit-hez” tartozo, szlréssel kapott eredmény ismét tapasztalhato, abban az esetben elfogadhaté az a talalat és tovabbi
elemz6 vizsgalatok végezhetdk.

Kisérletes munkam soran célul tliztem ki egy molekulakonyvtar szlirésére alkalmas ADCC rendszer kidolgozasat és tesztelését ismert gydgyszerhatéoanyagokat tartalmazé molekulakdonyvtar
szlirésével.
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5. dbra A két sejttipus egymastdl vald elkilonitésére a kalcein-AM festés volt alkalmazva. A sejtpermeabilis, nem-fluoreszcens kalcein-AM, acetoximetil (AM)
csoportjat az intracellularis észterazok hasitjak. Ennek eredménye, hogy a kalcein csapdaba esik a sejtben és gerjesztés hatasara zolden fluoreszkal, igy ez a festési
eljaras kivalo az effektor NK és a target JIMT1 sejtek elktlonitésére. Az ADCC rendszer molekulakonyvtarral torténd kezelése a TECAN Freedom pipettazo robottal
tortént, mig a festett célsejtek szambeli valtozasa Opera Phenix High-Content Screening rendszerrel valésult meg (n=1).
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6. abra A TECAN Freedom pipettazoé robot
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6. Abra A megerdsit6 vizsgalatoknal a sz(irési protokoll volt alkalmazva, annyi kiilénbséggel, hogy koncentracidsor és parhuzamosok is be lettek vezetve, ezzel finomitva a

3. abra A Calcein festésen alapuld sz(rési protokoll o A
kisérletes korulmeényeket.

a) ADCC kezdetén és b) végén készult felvétel

Eredményeim alapjan kijelenthetem, hogy a 2:1 az az E:T arany, mely a JIMT1 sejtek szamat rovid idon beliil jelentdsen lecsokkenti. A target sejtek kalceinnel torténd jeldlése kivaléan alkalmas az effektor sejtektol valo
elkiulonitésére, ezaltal egy képelemzo szoftverrel valo kiértékelésére. A beallitott kisérletes rendszerben kizardlag ADCC hatékonysagot csokkenté hatdanyagokat sikeriilt azonositani, mely gyakorlati jelentéséggel is bir. A
kezel6orvosok szamara fontos informacid, hogy amennyiben egy betegiiket NK sejtet gatléo hatéanyagot tartalmazo gyogyszerkészitménnyel kezelnek, szamolni kell az NK sejtek gatolt mikodésével.
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