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Bevezetés

Az elmult évtizedben és napjainkban a daganatellenes terapids kutatasok és fejlesztések egyik
legnagyobb reménye a daganatellenes immunterdpia. Az onkologiai terapids protokollok az
elmult évtizedben az 4altaldnos citotoxikus hatdsmechanizmusu kemoterapiatol ¢és
sugarkezeléstdl a daganat-specifikus kezelés iranydba mozdultak. 2013-ban a Science
magazin a daganatellenes immunterapiat ,,Az év attorése” (,,Breakthrough of the Year”)
cimmel illette, mindazonaltal az immunterdpias eredmények nem egy év, hanem hosszu,
folyamatos munka gyiimolcsei, és a kutatdsi teriilet jelenleg népszeriibb, mint valaha,
melynek eredményeképp wjabb, eddigiekhez képest markansan Gj modszerekben és ujabb —
daganatos ¢és immunologiai betegségek elleni — sikeres terapidkban bizakodhatunk. A
,»személyre-szabott orvoslas” korbe tartozo, klinikai felhasznalasra engedélyezett daganat-
specifikus kezelések alapjat és zomét jelenleg az antitest alapt kezelések adjak.

A legfrissebb klinikai protokollokat és azok fejlodését és fejlesztését is szem el6tt tartva
kutatomunkdm kozéppontjdban a HER2-t kifejezd daganatok célzott antitest terapids
lehetdségeinek és a terapidk hatdsmechanizmusainak feltérképezése all.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a HER2 ellen létrehozott trastuzumab (Herceptin®) és
pertuzumab (Perjeta®) monoklonalis antitestek hatdsat HER2-t kifejezd, de biologiailag
eltérden viselkedd daganatokon, és vizsgaltuk a két antitest kombinalt alkalmazasanak
elényeit, a lehetséges terapids konzekvencidkat szem eldtt tartva. A feltett kérdések
megvalaszolasdhoz kisérleti rendszereink fejlesztése és optimalizalasa is sziikséges volt,
ennek sordn olyan, radioaktiv eljarasoktdl mentes in vitro antitest-fliggd sejtes citotoxicitast
vizsgald modszert dolgoztunk ki, mely nem csak a disszertacio részét képezd eredményekhez
¢s munkacsoportunk jovobeli kutatdsdhoz sziikséges, hanem altaldban ajanlhaté

immunterapias kutatdsokhoz, mint biztonsagos, standardizalhato in vitro vizsgalati modszer.



Irodalmi attekintés

A daganatellenes immunterdpids kutatas évekig csupan kevés szamu kutatd és
kutatélaboratorium fokuszteriilete volt. Az 1980-as évektdl kezdve a tumor genetika és
sejtbiologia felfedezéseibdl lendiiletet kapott a daganatterapia fejlédése, ugyanis a daganatok
kialakulasaért ¢és progresszidjaért felelés biologiai Utvonalak megértése specifikus
kulcspontokat is feltart, melyek specifikus daganatellenes terdpidk célpontjai lehettek. A
specifikus daganatterapia célja ezen targeteken keresztiil ,,tamadva” a daganatos sejtet annak
kornyezd, ép szoveteket nem éri karositd hatas. A célzott daganatellenes immunterapia f6
hatdsmechanizmusai kozott a daganatos sejtek ,,megjeldlése” is megtalalhatd a beteg sajat
immunrendszere szdmara, valamint a beteg immunrendszerének segitése, aktivalasa a daganat
felismeréséhez és elpusztitasdhoz.

Az elmult 10 évben az immunterdpia egyértelmilen az egyik leggyorsabban fejlédo,
legnagyobb varakozassal teli, legnépszeriibb daganatterapias kutatasi teriilet lett, 2013-ban a

Science magazin ennek a teriiletnek itélte a rangos ,,Breakthough of the Year” cimét.

Az immunterapia célpontjai optimalis esetben csak a daganatos sejteken/sejtekben talalhatoak
meg, de ez jellemzden ritkan valosulhat meg, 1évén a daganat a gazdaszervezetbdl alakult ki,
igy azzal megegyezd jellemzokkel is birhat. Szintén nehézséget jelent, hogy a daganat
plasztikus természete miatt bar egy adott kezeléssel a daganatos sejtek tobbségét sikertil
elolni, egy kis szdmu sejtpopulacié megmarad(hat) és ez elegendd lehet a tumor kitjulasahoz,
mely kigjult daganat mar az eredeti t0léld sejtcsoport terdpia-rezisztenciajat is hordozza. A
daganatokra jellemz6 genetikai plaszticitds és a tulélési lehetdségek széles tarhdza miatt
barmilyen letdlis behatdssal szemben ,kiszelektdlodhat” egy megfeleld rezisztencidval bird
sejtpopulacio, még akar tobb szer kombinalt alkalmazasa esetén is. Ez az oka annak, miért
olyan nehéz hosszutavon hatékony terapiat talalni. A lehetd legtobb ilyen lehetdséget, modot
fel kell tehat térképezni, és meg kell taldlni a szinergista mechanizmusokat, amelyekkel
sikeres terapias protokollokat tudunk felallitani, akar ,,daganatra” illetve személyre szabott

modon.



Daganatellenes immunterapias modszerek, osztalyozasok
A terapias lehetdségeket jelenleg két f6 osztalyba sorolhatjuk (1). Az egyik, hogy a daganat
helyett annak kornyezetét célozzuk, példaul a vérellatds csokkentésével anti-angiogén

terapiaval, a masik, hogy a szervezet immunrendszerét mozgoésitjuk a daganatsejtek ellen.

Az aktiv immunterapia a szervezet immunrendszerét serkenti valaszra oly moddon, hogy
immunologiai memoria alakul ki, ami miatt hosszu tavu hatds érhetd el, a terapia befejezése
utan is, bar a hatas a terdpia elkezdésétdl késobb varhatd. Aktiv immunterapidba példaként a
daganat vakcindkat és a sejtes immunterdpiat sorolhatjuk. Ezzel szemben a passziv
immunteréapia az effektor mechanizmusokat felhasznalva valt ki specifikus hatéast, de nem hoz
létre hossztdva memoridt (a terdpia végeztével a hatds elmulik). Passziv immunterdpidhoz

sorolhatjuk a monoklonalis antitesteket, a checkpoint inhibitorokat és citokineket.

A passziv immunterapidhoz tartozik a legkordbban és eddig legtobb terapids sikert hozod
,adoptiv transzfer”. Az adoptiv transzfer olyan terdpidt jelent, amikor egy specifikus
immunvalasz kivaltdsa érdekében az immunfolyamat egyik komponensét juttatjuk a
szervezetbe, ezaltal kozvetlenil effektor funkciot hozunk 1étre. A monoklonalis antitestek
sejtfelszini antigéneket felismerve azokhoz kotddnek, és egyrészt tumorellenes immunvalaszt
valtanak ki (antitestfiiggd sejtes citotoxicitas, komplement mediélta citotoxicitds), masrészt
blokkolhatjak a felismert fehérje, példaul novekedési faktor receptor funkcidjat, ezaltal
kozvetlen biologiai proliferacio-gatld hatast valthatnak ki. Az antitest terapidk korai sikerei
egyre nagyobb érdeklédést és még tobb antitest kifejlesztését eredményezték, ezzel a
klinikumban engedélyezett terapids monoklondlis antitestek szama exponencidlisan nétt (1.

abra).
70

60 —o— Osszes

50 Daganatterapia
@ 40
S 30
20
10
0 =
1994 1999 2004 2009 2014

1. abra. A FDA ailtal klinikai terapiira engedélyezett monoklonalis antitestek szama.
Adatok forrasa www.fda.gov.

A daganatos betegségekben klinikai terdpiaban hasznalt és engedélyezett monoklonalis

antitesteket, engedélyezésiik sorrendjében, az 1. tdblazat tartalmazza.
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Target

Generikus név Gyari név Datum molekula Indikacié Target sejttipus
Rituximab Rituxan 1997 CD20 Non-Hodgkin limféma VLG
daganatsejt
Trastuzumab Herceptin 1998 HER2 Emlérak el tumor
daganatsejt
Alemtuzumab Gampath 2001 CD52 KI‘OI‘{lkl.ls limfocités Verkepzos_zeer
leukémia daganatsejt
Ibritumomab tiuxetan  Zevalin 2002 CD20 Non-Hodgkin limféma Verkepzos_z ervi
daganatsejt
Tositumomab Bexxar 2003 CD20 Non-Hodgkin limféma Verkepzos_z et
daganatsejt
Colorektalis, tiido-, szolid tumor
Bevacizumab Avastin 2004 VEGF ovariumrak, glioblastoma d "
multiforme aganatsejt
. . EGFR Colorektalis rak, fej-nyaki szolid tumor
Cetuximab Erbitux 2004 (HER1) rékok daganatseit
- - EGFR " szolid tumor
Panitumumab Vectibix 2006 (HER1) Colorektalis rak daganatseit
Krénikus limfocitas vérképzbszervi
Ofatumuban Arzerra 2009 CD20 o .
leukémia daganatsejt
Anaplasztikus nagy sejtes vérképzoszervi
Brentucimab vedotin Adcetris 2011 CD30 limfoma és Hodgkin d pzOs:
limfoma aganatsejt
Ipilimumab Yervoy 2011 CTLA-4 Melanoma checkpoint inhibitor
Pertuzumab Perjeta 2013 HER2 Metasztatikus emlérak szl mmor
daganatsejt
Obinutuzumab Gazyva 2013 conp - Sonla g PR
leukémia daganatsejt
Ramucirumab Cyramza 2014 VEGFR2 Gyomorrak ZZOhd tumor
aganatsejt
Blinatumomab Blincyto 2014 cprg ekl o PR
limfocitas leukémia daganatsejt
Nivolumab Opdivo 2014 PD-1 ?fiariﬁma S checkpoint inhibitor
Pembrolizumab Keytruda 2014 PD-1 ?ggﬁgﬁma’ IR checkpoint inhibitor
Dinutuximab Unituxin 2015 GD2 Neuroblastoma O mmor
daganatsejt
Daratumumab Darzalex 2015 CD38 Myeloma multiplex ZZOhd tumor
aganatsejt
) EGFR Metasz_tau_kus laphamsejtes, szolid tumor
Necitumumab Portrazza 2015 nem-kissejtes .
(HER1) gy . daganatsejt
tiildécarcinoma
Elotuzumab Empliciti 2015 SLAMF7  Myeloma multiplex Zerkepzos.zem
aganatsejt
Atezolizumab Tecentriq 2016 PD-L1 Urothelialis carcinoma checkpoint inhibitor
Olaratumab Lartruvo 2016 PDGFRA Lagyrész sarcoma ZZOhd tumor
aganatsejt
Avelumab Bavencio 2017 PD-L1 g:é?zzzzkus WG SR checkpoint inhibitor
Durvalumab Imfinzi 2017 PD-L1 Urothelialis carcinoma checkpoint inhibitor

1. tablazat A daganatterapiaban engedélyezett monoklonalis antitestek evolucidja példakon

keresztiil. A szinek a célzott sejt tipusa alapjan, rézsaszin: vérképzoszervi daganat, zdld: szolid

tumor daganatsejt, kék: checkpoint inhibitor (immunsejt). Adatok forrasa: www.fda.gov.



Az 1. tablazatbol lathatd, hogy kezdetben domindnsan a vérképzOsejtes daganatok ellen
sikeriilt optimalizalni a monoklonalis antitest terapidkat. A szolid tumorok természetiiknél
fogva zartabb ,niche”-t képezve nehezebben hozzaférhetéek, igy mind a monoklonalis
ellenanyag alapu, mind az aktiv immunterdpidkra jellemz6, hogy az els6 sikereket
vérképzOszervi daganatok ellen érték el, a szolid tumorok elleniek tovabbi fejlesztést,
optimalizacidt igényelnek.

Kiemelend6 az 1. tdblazatbol, hogy kezdetben a daganatsejten taldlhaté antigének voltak
célpontban (CD20, HER2, CD53, EGFR, CD30), melyeken keresztiil a daganatsejtek
kozvetleniil, molekuldris szinten befolyasolhatok és az immunsejtek szdmara a daganatsejtek
,megjelolhetdk”. Az ipilimumabbal viszont megjelentek az immunsejtek szabalyozasat
befolydsold antitestek. Az ipilimumab a CTLA-4 receptorhoz kotddve géatolja azt, mely
receptor egyébként a citotoxikus T-sejtek 616 aktivitasat gatolna.

Hasonlé elvet kovet a pembrolizumab, mely a PD-1 (programmed cell death protein 1)
,.checkpoint” fehérjéhez kotddve annak T-sejt aktivaciot gatld hatasat hiusitja meg. (A PD-1
fehérjének egyébként fizioldogidsan nagyon fontos szerepe van: autoimmun reakciok ellen

véd)

Az antitestek (IgG) altalanos felépitése
A terapiaban is hasznalt antitestek altalaban az IgG alosztalyba tartoznak. A teljes 1gG
antitestek (Wab, whole antibody) felépitésének leirdsa funkcionalitas és a strukturalis

megfontolasok alapjan is lehetséges és fontos (2).

Yt

2. abra Az IgG antitestek felépitése

Felépitésiiket tekintve harom f6 funkcionalis részre oszthatdéak (2. abra). Két, egymassal
megegyez0 Fab (,fragment antigen binding”) részbdl, melynek neve a funkcidjara utal:
antigén koté N-termindlis végével (paratop) specifikusan felismeri a neki megfeleld antigén
epitopot. A paratop-epitop specifikus felismerésért kb. 5 aminosavbol allé szekvencia felelds,
komplementer alak és toltés altal. A harmadik alegység az Fc rész, melynek neve

kristalyosithato voltara utal (,,fragment crystallizable”), de funkcidja mas: az Fc fajspecifikus



rész kiilonb6z6 immunsejtek receptoraihoz és a komplement proteinekhez kapcsolodik, ennek
kovetkeztében fejti ki hatdsat, pl. hizosejtek, basofil sejtek és eozinofil granulocitdk
degranulacidja, opszonizacio, és antitest medialta sejtes citotoxicitason keresztiil sejtlizis.

A strukturdlis szempontok alapjan az IgG két egyforma nehézlancbol és két egyforma
konnytilancbol all, melyek 0Osszesen 6-8 konstans domént és négy variabilis domént
tartalmaznak. Két variabilis domén alkot egyiittesen egy paratopot. A lancokat diszulfid hidak
kotik ossze.

A strukturdlis felépités ismerete az antitest részekre bontdsahoz sziikséges. Papain enzimes
emésztés az IgG molekulat két Fab és egy Fc fragmentre bontja, mig pepszines emésztéssel a
kapocsrégio alatt tudjuk hasitani a molekulat, megkimélve a diszulfid hidakat, igy a két Fab
régid Osszekotve marad, és egy F(ab’), fragmentumot alkot, melyrdl az Fc rész levalt. Az
F(ab’), fragmentum jelolésében a 2-es index a bivalens felépitésre utal, a > jel pedig arra,
hogy az Fc rész ,,gyokénél” a diszulfid hidak magassagaig megmaradt lancrésszel a szigoruan

vett Fab-tol némileg nagyobb fragmentumunk maradt.

Az antitestfiiggo sejtes citotoxicitas

Az extracellularis sejtpusztitas fontos effektor sejtjei koz¢ tartoznak a természetes 610sejtek
(Natural Killer, NK-sejt). Az érett NK-sejtek a keringéssel jutnak a perifériara, ahol
kifejthetik sejtol6 funkcidikat.

Az NK-sejtek sejtolési mechanizmusat az aktivalod és gatlo jelek kozotti aranyok hatarozzak
meg (3,4). A target felismerését kovetden gatlo immunoldgiai szinapszis is kialakulhat, amely
fontos a ‘sajat iranti tolerancia’ kialakitasaban. A litikus program beindulasat elsdsorban a
gatlo receptorokon (pl.: Killer Inhibitor Receptor — KIR) keresztiil érkezd negativan
szabalyozo6 jelek akadalyozzak meg, mely gétlo receptorok az MHC-I-molekulakat ismerik
fel, ezaltal az egészséges, MHC-I-molekuldkat nagy szamban hordozé sajat sejtek védettek
maradnak az NK-sejtekkel szemben.

Ezzel szemben az NK-sejtek aktivalasdban fontos szerepet jatszanak az immunglobulinok
kotésére alkalmas FeyRIII (CD16) molekuldk, melyek az IgG-vel opszonizalt sejtek (virussal
fertdzott vagy tumorossa fajult sejtek) megkotését és elpusztitdsat lehetové teszik. Ezt a
folyamatot nevezziik antitestfliggd sejtes citotoxicitdsnak (Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity, ADCC). Az ADCC reakcioban tehat az MHCI-molekuldknak és az NK egyéb
receptorainak szerepe masodlagos, a citotoxikus reakciot a megfeleld ellenanyag-

molekulakkal “megjelolt” célsejteknek az NK-sejttel valo kolcsonhatasa valtja ki.



Az 0Olésejt aktivaloddasi folyamata soran intracellularis kaszkadfolyamatok, membranbeli
mozgéasok, valamint a citoszkeleton atrendezddésének eredményeként az intracelluléris
granulumok az immunologiai szinapszis (a célsejt és Olosejt érintkezési felszinei) felé
csoportosulnak. A granulumok tartalma exocitozissal kitiriil, mely tartalom egyik {6 eleme a
perforin. A perforin a granulumokban az alacsony pH-nak és alacsony Ca?" koncentracionak
koszonhetden inaktiv, monomer forméaban van jelen. Az extracelluldris térbe iiriilve a
magasabb pH és Ca?* koncentracio hatasara kotddik a célsejt membranjahoz, és
oligomerizalodassal 10-20 nm atmérdjii pérusokat formalva kilyukasztja azt. A pdérusokon
keresztiil a granulumok egyéb enzimjei (pl. granzim B) a célsejtbe jutnak, és sejthalalhoz
vezetd kaszpaz Utvonalakat aktivalnak. A célsejt membranjaban keletkezett porusok egyuttal
atjarhatova teszik a membrant az ionok és a viz szdmara, aminek eredménye a sejt lizise
(duzzadéas és szétesés). A célsejt membranjanak kilyukasztasat és a kaszpaz kaszkad
aktivalasat, mely a célsejt halalaval zarul, ,,haldlos csapas’-nak (lethal hit) nevezziik (5).

Az NK-sejtek funkcioja fontos eleme a tumorokkal és egyes virusfertdzésekkel szembeni
immunitasnak (6). Az NK-sejtek hidnya vagy funkcionalis defektusa esetén a fer6zések ¢és

daganatok fokozott gyakorisdggal fordulnak el (7).

Az ADCC kvantitativ vizsgalatara hasznalt modszerek

Daganatellenes immunterapids kutatdsunk szadmara olyan modszerre volt sziikség, amellyel az
immunrendszer komplex miikodését in vitro modellezve kvantitativ, reprodukélhatd és
standardizalhaté moddon vizsgalhattuk a kitapado célsejtek elleni antitest-fliggd sejtes
citotoxitast oly médon, hogy az annak hatékonysagaban bekdvetkezd kismértékii valtozast is
kimutathassuk. A °!Cr felszabadulds mérése a citotoxicitasi tesztek legrégebben, széles
korben elfogadott mddja. Ugyanakkor, mivel a moddszer radioaktiv anyagok hasznalatat
igényli, ami komoly egészségiigyi kockazatokkal jar, az irodalomban is észlelhetden jelentds

az igény radioaktivitastol mentes modszerekre (8,9).

Mindezek okan elsdként azt tiiztiik ki célul, hogy szisztematikus vizsgalattal kivalasszuk azt,
vagy azokat a letapadé target sejtek esetén alkalmazhat6 radioaktivitds-mentes technikékat,
melyek kismértékli valtozas detektalasara is képesek. A kismértékli valtozasok észlelése
érdekében elvarasunk volt, ahol a kisérleti rendszer a lehetd legkisebb mértékben befolyéasolja
az ADCC folyamatat ¢és az abban részt vevd sejteket. Ennek megfelelon az irodalomban
megtalalhaté komplex technikakat (pl. TAG-Lite Assay, ADCC Reporter Bioassay (10)) nem

vizsgaltuk.



Membran permeabilitason alapulé mérések

A felszabadulason alapuld (release) tesztek, koztik a klasszikus radioaktiv krom
felszabadulés teszt 1ényege, hogy a célsejtben természetesen megtalalhato, vagy abba kiviilrdl
bejuttatott anyag kidramlasanak mértékét mérik, és ebbdl kovetkeztetnek a sejt pusztulésara.
A SICr radioaktiv krom izotoppal torténd feltoltés helyett konnyen mérhetd fluoroforokat is
alkalmazhatunk erre a célra, de torténtek probalkozasok a sejt sajat enzimei, pl. a GAPDH
mérésére is (11). Mivel a vizsgalt anyag csak a megndvekedett aspecifikus permeabilitasu
célsejtekbdl szabadul fel, azaz a kezelés soran elpusztult, kérosodott célsejtekbdl, a
felszabadult mennyiségbdl az in vitro ADCC kezelés hatékonysagara is lehet kovetkeztetni.
Egyes szerzok (8) a felszabadulasos vizsgalatoknal szenzitivebbnek irtdk le a propidium jodid
(PI) felvétel aramlési citometeridas mérését. A PI az aspecifikus membranpermeabilitas
megnovekedése miatt bejut az elpusztult sejtek magjaba, és a DNS bazisparjai kozé

interkalalodva fluoreszcencia intenzitdsa megnd.

Az ADCC-re specifikus kaszpaz reakciok kvantitdaldsa

Az ADCC folyamatanak egyik legfobb effektiv 1épése, hogy az NK-sejtek granulumaibol
felszabadult enzimek, koztik a granzim B, bejutnak a célsejtbe a szintén a granulumokbol
szarmazo perforin altal l1étrehozott porusokon. A granzim B a célsejtben kaszpéaz kaszkad
folyamatot indit el, mely folyamat aktivalodasa a célsejt pusztulasdhoz hozzajarul. Ezzel
szemben a sejtet ért aspecifikus stresszhatdsok miatti sejtelhalds soran granzim B aktivécio
nem detektalhato, igy fluoreszcens szubsztratok segitségével az ADCC a kaszpaz aktivaciod

alapjan mérhetd.

Impedancia alapu sejtanalizis

Az impedancia alapu valos idejii sejtanalizalé rendszerek miikodési elve, hogy specialis
sejttenyésztd kamra aljan talalhatdo mikroelektroddkon mérik véltakozo fesziiltség mellett az
ellenallast és impedanciat (3. dbra). A sejttenyésztd edény aljara letapadt sejtek az aramkori
jellemzoket megvaltoztatjak, a valtozasokbol a letapadt sejtekrdl informacidkat nyerhetiink.
Az alkalmazott fesziiltség olyan kicsi, hogy a sejtekre nincs hatassal, ezaltal a mérés
(,,mintavétel”) nem kell, hogy a kisérlet végpontjat jelentse. A késziiléket CO> inkubatorba
helyezve a Kkisérlet sordn a célsejtek ¢és Oldsejtek szamdra idedlis koriilményeket

biztosithatunk, igy minimalizalva a sejteket ért stresszhatdsokat.
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3. abra. Az ECIS Z0O impedancia alapu valés idejii sejtanalizal6 késziilék és mikroelektrodas
tenyésztéedény
A kamrak aljan talalhato mikroelektrodak kozott mért ellenallas aranyos a célsejtek altal
lefedett feliilettel (letapadt sejtek szamaval, a sejtek kiterjedésével).

Az ECIS Z0 rendszer eldnye, hogy az aramkdér az ohmikus (R), kapacitiv (C) és induktiv (L)
ellenallasok értékét nyers adatként szolgdltatja, rdadasul a valtakozo fesziiltség frekvenciaja
62,5 Hz és 64000 Hz kozott 11-osztasos logaritmikus skalan manudlisan allithatd vagy akar
mindegyik frekvencidval lemérhetd az Osszes lyuk. A folyamatos mérés eredményeképp 8-
lyuku kamra esetén mindegyik lyukrol kortilbeliil 3 percenként rogziil 1 adatpont. A tobbréti,
nyers adatok nagyobb lehetdséget adnak a pontos elemzéshez. Tovabbi anyagok, dgensek a
kisérlet soran barmikor a rendszerhez adhatok, a folyamatos monitorozas csak a kamra
késziilékbol torténd eltavolitasanak idejére szakad meg.

A mért impedancia fligg az ionkoncentraciotol és — legfoként — a letapadd sejtek altali
elektrod-fedettségtdl és a sejt-sejt kapcsolatoktol (12), ezaltal hasznosithatd a proliferacio,
¢letképesség és szétteriilés (13), ,,sebgydgyulds” (wound healing) (14), citotoxicitas (15-17)

vizsgalatahoz.

A HER onkoprotein csalad

A sejtproliferacid iranyitdsdban a sejt kornyezetében jelen 1év0 novekedési faktorok és az
ezeket kotd receptorok kozponti szerepet jatszanak. A HER (ErbB) csaladba tartozo
transzmembran glikoproteinek I. tipusu receptor tirozin kinazok, melyek sokrétl jelatviteli

utvonalakon keresztiil fontos szerepet toltenek be a sejtndvekedés, sejttulélés és differenciacio

crer

A csalad HER elnevezése az elsdként felfedezett tag nevébdl, a humdn epidermalis
novekedési faktor receptorbdl ered. Az ErbB elnevezés az virdlis erythroblastosis onkogén B-
hez (v-ErbB) valé hasonlosagbol ered, mely retrovirus az arra érzékeny madarakban
erythroleukémiat okoz (18).
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A csalad négy tagjat ismerjiik, és azokat szamokkal jeldljiik (4. dbra).

Az elsoként felfedezett tag a human epidermalis novekedési faktor receptor (HER1, EGFR,
ErbBl) szinte az Osszes szomatikus sejten megtaladlhatd, ligandjai tobbek kozott az
epidermalis novekedési faktor (EGF) és a transzformalé névekedési faktor (TGFa).

A HER2-t (ErbB2) humén sejteken HER2-nek, ragcsalokon ,,Neu”-nak is nevezik (neuronalis
tumorban [glioblastomdban] tortént felfedezése miatt). A HER2-nek nincs természetes
ligandja, allanddan aktiv.

A HER3 (ErbB3) ¢és HER4 (ErbB4) ligandjai pl. a neuregulinok (heregulinok). Koziiliik a
HER3 kinaz-deficiens, igy jelatvitelt inditani dnmagéban nem, csak mas HER csaladbeli

fehérjékkel alkotott heterodimerjeiben tud (19).

6606060 C

-
1

4. abra. A HER tirozin kinaz csalad

A HER fehérjék jelatviteli mechanizmusa

A receptor tirozin kinazok jelatvitelének jellegzetes és sziikséges 1épése a dimerizalodas. A
receptorok aktiv dimerizacids karjan keresztiil azonos receptorral (homodimerizalodas, pl.
HERI1-HER1) vagy a csaldd egy masik tagjaval (heterodimerizalodas, pl. HER1-HER2)
kolcsonhatasba keriil. A dimer tagjai egymast foszforildlva létrehozzdk a sejten beliili

szignalok kiindulopontjat (20,21).

Ugy vélik, az emlds sejtekben a HER csalad tagjainak szambeli novekedése funkcionalis
kiilonbozoéség, az egymastol vald fiiggdség igénye miatt tortént, €s nem pedig az egyedi
receptoridlis fliggetlenedés, kivaltképp nem a redundancia okan (22). Ezt alatdmasztja, hogy a
dimerek mitogenitasa eltérd, azaz a dimerek kialakuldsdnal a partnerek ,0sszetétele”
meghatdrozza a jeldtviteli aktivitdst. A HER2-t tartalmazé dimerek rendelkeznek a
legnagyobb mitogenikus aktivitassal és a legmagasabb transzformacios potenciallal (5. abra)

(23), a csalad két, funkcidjaban sériil tagjanak, az allandoan aktiv, de ligand nélkiili ,,siiket”
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HER2 ¢és a kindz deficiens ,,néma” HER3 heterodimerje kiemelkedden mitogenikus

potenciallal bir.

A HER2 autoaktivacidja — homodimerizacidja — expresszios szint fiiggd lehet. A humén
daganatokban a HER1-HER2 heterodimerizacio kiemelt jelentdségii, még akkor is, ha az in

vitro mérések alapjan nem ez a paros rendelkezik a legnagyobb mitogenitéssal.

5. abra. A HER dimerek eltéré mitogenikus potenciilja
A mitogenikus aktivitas balrol jobbra fokozodik. In vitro mérések alapjan.

A receptorok felépitésére jellemz0, hogy négy extracellularis doménbdl allnak, melyek koziil
az 1. III. és IV. domének a ligandkotésben jatszanak szerepet. A II. domén a receptor
dimerizécios karja. Ligand hianyaban az EGFR extracellularis doménje zart formaciot vesz
fel, amikor is a II. domén B hajtiikanyarja interakcioban van a IV. doménnel (24,25).
Ligandkotés hatadsara a receptor nyitott konformacios allapotba keriil, II. doménjének
hajtiikanyarja kinyujtotta valik, a dimerizacids kar sztérikusan megkozelithetévé valik, igy
struktira belsejében van eltemetve (27), és dimerizaciés karja mindig aktiv, kinyujtott

allapotban van (26,28). A HER2 a csalad tobbi tagjanak preferalt parképzo partnere (29).

A foszforilalt intracelluldris tirozin oldallincok a downstream jelatvitelt facilitalando
kotdhelyként szolgalnak adapter molekuldk és enzimek szamara (20,30), példaul SH2 (SRC
homology 2) vagy PTB (foszfotirozin kotd) domének szdmara. Az SH2 és PTB domént
tartalmazé fehérjék legtobbje sajat enzimaktivitassal ¢és tovabbi fehérje modulokkal
rendelkezik, melyek segitségével interakcioba keriilhetnek mar fehérjékkel, foszfolipidekkel

vagy nukleinsavakkal (31).
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A receptor tirozin kindzok tobb szignalutvonal inditasaért feleldsek, melyek koziil a daganat
novekedése, és terapia-rezisztencidja szempontjabol kettd kiemelt fontossagu:

A Ras/MAPK utvonal fontos szerepet tolt be a sejtciklusban, migraciéban ¢és
differenciacioban (32). A novekedési faktor receptor kotott fehérje 2 (Grb2) kotédik a
receptor foszfotirozin reziduumaihoz, ezutan megkoti az Sos fehérjét. Az Sos fehérje igy a
plazmamembranhoz kozel keriil és a Ras guanin nukleotid kicseréld faktoraként (GEF)
aktivalja azt. Az aktiv Ras prominensen a MAPKK kindzokat (pl. Raf) aktivalja, melyek a
MAPK (mitogén aktivalt proteinkinaz kindz) kinazokon keresztiil (pl. MEK), MAP kindzokat
(pl. ERK), aktivalnak, melyek MAP (mitogén aktivalt protein) fehérjék foszforilacigjat
végzik, ezaltal azok funkcidjat szabalyozva. A MAP fehérjék enzimek, receptorok,
citoszkeletaris fehérjék, ioncsatornak és nuklearis faktorok (33).

Az Akt szerin/treonin kindz szintén kulcsfontossagli szereppel bir a metabolizmus,
novekedés, proliferacio, talélés, transzkripcid és fehérjeszintézis szabalyozasdban (34,35),
proto-onkogénként tartjak szamon. Az Akt jelatviteli kaszkad aktivalodasa a receptor tirozin
kinazok feldl a foszfatidil-inozitol-3 kindz (PI3K) és az éltala termelt foszfatidil-inozitol-trisz-
foszfaton (PIP3) keresztiil torténik. A PI3K leszabalyozasa miatt az Akt géatlodik, melynek
eredményeképpen csokken az egyébként proapoptotikus Bcl-2-asszocialt haldl promoter

(BAD) fehérje gatlo foszforilacidja (36).

A HER2 mint onkoprotein
A HER2 tulzott mértékii kifejezédése, ,,overexpresszalodasa” fontos szerepet jatszik tobb
tumor kialakulasban, ndvekedésében. Aktivacidja soran proliferativ és antiapoptotikus jeleket
kozvetit (31,37-39). Az emldkarcindmak szdmos tipusaban a HER2 overexpresszidjat
figyelték meg, amiért génamplifikacio tehetd feleldssé (40). A HER2 az emlékarcindmak
koriilbeliil 25-30%-aban (41-43), azeken beliil invaziv duktalis emlétumorok kozil az
inflammatorikus tipus esetén 48%-ban, noninflammatorikus tipusban 10%-ban (44), a gyomor
karcinomék esetén 17-22%-ban fordul elé (45). Kovetkezménye agressziv fenotipusu
daganat, rossz prognozissal: a tumorsejtek

- proliferacios készsége magas (31),

- tumor nekroézis faktor-a (TNF-a) érzékenysége alacsony (46),
metasztdzisképzd hajlamuk magas, melynek okaként az adhézids molekuldk lecsokkent
szama, a megnovekedett sejtmotilitds és aggregaciokészség, valamint a fokozott VEGF
szekrécio jelolhetd meg (47). Igy ezekben az esetekben rapid klinikai lefolyasra és a kemo- és
radioterapiaval szembeni rezisztenciara lehet szamitani (48).
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A HER?2 daganatndvekedést fenntartd szerepe magas- és alacsonyszintli expresszid esetén is

fontos lehet (49).

HER?2 mint terapias célpont

Annak a felismerése, hogy egyes HER2 ellenes antitestek gatolni tudjdk a HER2
overexpresszald sejtek novekedését attord hatastinak bizonyult, €s szdmos, a HER2 és az
EGFR extracellularis része elleni antitest kifejlesztéséhez vezetett (50). Ezek koziil a klinikai
hasznalatra engedélyezett antitestek az EGFR ellenes cetuximab (Erbitux®, 2004), és a HER2

ellenes trastuzumab (Herceptin®, 1998) és pertuzumab (Perjeta®, 2013).

4 2

6. abra. A trastuzumab (piros) és pertuzumab (sarga) kotédése
a HER2 molekulihoz

Trastuzumab (Herceptin®)

ellenes humanizalt monoklondlis antitest (6. abra). Klinikai sikerei miatt ma els6vonalbeli
terapiaként szolgdl HER2-pozitiv metasztatikus emldkarcinomés betegek szdmara. A
trastuzumabnak in vitro antiproliferativ hatasa van a HER2-t overexpresszalo tumorsejtekre és
hatékony terapiaként szolgdl human emldtumorok esetére: mind a korai (52), mind a
metasztatikus (53) HER2-pozitiv emldérakos betegek prognozisa jelentdsen javult.

Lévén az egyik legelsd, klinikailag bizonyitottan hatékony antitest, a trastuzumab molekularis
és sejtszintli hatdsmechanizmusédnak feltérképezése szdmos kutatas targyat képezte, mind az
antitestre specifikus, mind pedig altalanossagban az antitest terapidkra érvényes lehetséges

hatasmechanizmusok felderitése céljabol.

A trastuzumab a receptor juxtamembran IV-es extracellularis domén C-termindlis részéhez

kotoédik (3. abra) (28). A sejtmembranhoz kozeli kotddés hatékony keresztkotést hozhat 1étre,
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ami facilitdlja az endocitotikus mechanizmust (54). A trastuzumab kotédése megszakithatja
az interakciokat a HER2 ¢és mas fehérjék kozott is, és sztérikusan blokkolja az indukalt
proteolitikus hasitds altali HER2 aktivitas-fokozodast (28), amit egyébként a HER2 mas
epitopjaihoz kotédé antitestek (pl. pertuzumab) nem gatolnak. A HER2 sejtfelszinrdl
endocitdzissal vald eltavolitasdnak kezdettdl fontos szerepet tulajdonitanak (54). Monovalens
trastuzumab Fab fragmentumok nem birnak a teljes antitesttel hasonlod antiproliferativ
hatéassal, ami azt sugallja, hogy a HER2 keresztkotése fontos része a trastuzumab aktivitasnak,
vagy az affinitds ndveléséhez az antitest bivalencidja sziikséges. Bar a trastuzumab mindezen
jelatviteli hatésai in vitro igen jelentdsek, az utobbi idoben egyre tobb jel mutat arra, hogy in
vivo az antitest fliggd sejtes citotoxicitdsnak taldn még az in vitro hatasoknal is fontosabb
szerepe lehet (55,56).

A trastuzumab antitest hatékonysaga mellett viszont sajnos a daganatok koriilbeliil felében
jellemz6 az eredenddleg meglévd vagy a kezelés soran kialakult rezisztencia (53,57), mely az
antitest terapids kutatdsokban kozponti helyet foglal el (58). A rezisztencia mechanizmusok
kozott leirtdk az antitest sztérikus gatlasat az extracelluldris matrix fehérjéi altal (59), az
inzulinszeri ndvekedési faktor receptor-I fokozott jelatvitelét (60), a PI3K/Akt utvonal

aktivalodasat (61) és az ADCC mechanizmus kéarosodasat (17,62).

Pertuzumab (Perjeta®)

A pertuzumab (Perjeta®) szintén humanizalt monoklonélis antitest, amely a HER2
dimerizaciés karjdhoz kotddik, tdvol a trastuzumab kotShelyétdl (6. abra) (63). Sokkal
hatékonyabban bontja meg a ligand-medialt HER3-HER2 komplexképzddést, mint a
trastuzumab, és mind alacsony, mind magas HER2 expresszidji sejtvonalaknal hatékony
lehet. Ennek ellenére az elsd klinikai kiprobalasok, melyekben még Omnitarg néven szerepelt,

kudarcba fulladtak (64).

Antitestek alkalmazasa kombinacioban

Mivel a trastuzumab ¢&s a pertuzumab két eltérd epitopot ismer fel a HER2-n, lehetdség van a
két antitest egyidejii alkalmazasara és célfehérjéhez vald kotddésére, s igy a tumor terapia
alapelvei kozé tartozd kombinacios kezelés lehetdsége ezen antitestek esetén is felmeriilt.
Allatkisérletek eredményei felvetették a lehetdségét, hogy HER2 ellenes monoklonalis
antitestek kombinacioja ndvelheti a terapia hatékonysagéat, de a mechanizmus ismeretlen

maradt (65,66). In vivo nude egerekben a trastuzumab és a szintén HER2-ellenes L.26 antitest
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egyiittes alkalmazdsa az in vitro trastuzumab-szenzitiv N87 jelli gyomor karcindoma sejtek
novekedését szinergista modon csokkentette az egyedi kezelésekhez képest (67).

Friedman és munkatarsai az in vitro kisérletek eredményeibdl extrapoladlva in vivo is az
antitest-medialta internalizacid szerepét hangstlyoztdk a kombindcidés hatas valdszini
mechanizmusaként (67), mivel ez a folyamat hatékonyabba valik, ha az eltéré epitopot
felismerd antitestek kombinacidjakor hiperkeresztkotés, ¢és kovetkezményesen nagy
sejtfelszini aggregatumok jonnek létre, melyek gyors és hatékony internalizacidja gyors

HER?2 leszabélyozést eredményez (7.a, abra).

A TII. fazisat CLEOPATRA (CLinical Evaluation Of Pertuzumab And TRAstuzumab)
nemzetkozi tanulmény vizsgalta a pertuzumab hatékonysagat a trastuzumab+docetaxel
terapiaval kombinacidoban (82). A tanulmany végsé eredménye alapjan a pertuzumabot
tartalmaz6 rezsim szignifikdnsan novelte az el6z6leg nem kezelt, HER2-pozitiv metasztatikus
emldrakos betegek teljes tulélését a pertuzumabot placeboval helyettesitd protokollal szemben
(12,4 honaprél 18,5 honapra). A CLEOPATRA eredményeinek is koszonhetden a
pertuzumabot az Egyesiilt Allamokban 2013-ban engedélyezték lokalisan elérehaladott,
inflammatorikus, vagy korai stddiuma HER2-pozitiv emlddaganatok neoadjuvans
terapidjaként a trastuzumabbal és docetaxellel kombinacidban, Eurdépaban pedig a
metasztatikus vagy lokalisan kitjuld, sebészi eltavolitasra nem alkalmas emldrédkban
szenvedd betegek szamara, akik korabban nem részesiiltek célzott HER2-ellenes terapidban
vagy kemoterdpidban a betegségiik kezeléseként (68,69). A jelenleg is folyamatban 1évd
APHINITY (ClinicalTrials.gov azonositoszdm: NCTO01358877) 1III. fazist klinikai
tanulmanyban pedig tovabb vizsgaljadk a pertuzumab + trastuzumab kombinécids terapia
elényét a trastuzumab monoterdpidaval szemben sebészi kezelésen atesett HER2-pozitiv
emldrdkos betegeken. Mivel a HER2-t overexpresszaldé emlddaganatok trastuzumab
rezisztencigja tovabbra is  kozponti probléma (69), a kombinalt kezelések

hatdsmechanizmusainak in vitro vizsgélata kulcsfontossagu lehet.
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NK-sejt

Fc-receptor
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hiperkeresztkotés

A g

hatékonyabb internalizacio

a b
7. éi)ra. A kombinacios kezelések lehetséges hatésm’echanizmusai
a, Monoterapia soran az antitestek hatasara internalizalodd6 HER2 molekulak csak kis
csoportokat alkotnak, mig a kombinacids kezelések hiperkeresztkdtései nagyobb
klasztereket képesek kialakitani, ezaltal az internalizacio hatékonysagat fokozzak.
b, Az antitestek Fc részén keresztiil az NK sejtek aktivacidja a tumorsejtek 6lését valtja ki,
mely sztérikusan komplementer antitestek esetén hatékonyabb lehet.
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Ceélkituzések

Irodalmi adatok azt mutattak, hogy egyazon target ellen eltérd epitdpokat felismerd antitestek
kombinalt alkalmazédsa elényds lehet mind in vitro (67), mind in vivo (CLEOPATRA
tanulmany). Ezek alapjan felmeriil a HER2-t eltér6 epitdpon kotd trastuzumab és pertuzumab

antitestek kombinacios alkalmazasanak lehetdsége.

Mindazonaltal a kombinacids hatas molekularis és sejtszintli mechanizmusa nem tisztazott.
Béar a kombinacidés hatdst Friedman ¢és mtsai. a hiperkeresztkotés altali hatékonyabb
internalizacié miatti HER2 leszabalyozéasnak tulajdonitottak, figyelemmel az antitestfiiggd
sejtes citotoxicitds vélhetéen kozponti in vivo szerepére az is elképzelhetd, miszerint a
kombinacioban alkalmazott antitestek sztérikusan komplementer kotdhelyekként szolgalnak a

természetes 6l0sejtek szamara (7.b, bra).

Ezek alapjan az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki:
1. Hatékony, standardizalt, radioaktivitastol mentes, kitapado célsejtekre optimalizalt,
in vitro ADCC vizsgélati modszer kivéalasztasa.
2. A trastuzumab és pertuzumab kombinalt kezelések hatdsmechanizmusanak in vitro és
in vivo vizsgalata

3. A kombinécios kezelések klinikai relevancidjanak feltarasa
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Anyagok és modszerek

A kiilon nem jelolt vegyszerek a Sigma Aldrich Kft. (Budapest, HU) termékei. Amennyiben

masképp nincs jeldlve, az anyagok tarolasa 4 °C-on tortént.

Altalanos torzsoldatok és anyagok

1.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

FCS (Lifetech Hungary, Bp., HU) (fetal calf serum = fotalis borji szérum), -20 °C-on
tarolva.

DMEM tépoldat: (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma Aldrich Kft, Bp., HU),
4,5 g/l gliikoz, 3,7 g/l NaHCO, tartalommal, pH 7,35).

RPMI-1640 tapoldat (Roswell Park Memorial Institute) (Lifetech Hungary).

JIMT-1 tapoldat: Ham’s F-12 (N6760) és DMEM 1:1 aranyu keveréke.

NK tapoldat: a-MEM (M0644) 10% FCS és 10% 16 szérummal kiegészitve (Hyclone
SH 30070), glutaminnal, nem-esszencidlis aminosavakkal és Na-piruvattal kiegészitve
(S8636).

TE-oldat: EDTA (etiléndiamin-N,N,N',N'-tetraacetat) 1 mM-os oldata PBS-ben, 0,05%
(w/v) tripszinnel (Lifetech), -20 °C-on tarolva.

HEPES puffer: 20 mM HEPES (Sigma, N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etanszulfonsav);
pH 7,2; 120 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mMCaCly; 1,5 mM MgSOs4; 5 mM Na-piruvat
desztillalt vizben oldva.

Ix PBS: 10x PBS-bdl (100 mM K2HPO4/KH2PO4, 140 mM NacCl) higitva.

1% BSA-PBS: 0,1 tomeg% bovine (marha) szérum albumin 1x PBS-ben oldva, frissen
készitve. BSA por alakban.

1% BSA-DMEM: 1 tomeg% bovine (marha) szérum albumin 10% FCS-t tartalmazo
DMEM tapoldatban feloldva, frissen készitve.

FA: Formaldehid (Formaldehid Solutio, MOLAR Chemicals Kft., forg.:
Hungaropharma Gyoégyszerkereskedelmi Zrt.) 35%-o0s torzsoldata szobahdmérsékleten
tarolva.

IL-2: Proleukin 18x10° NE, Novartis.

Trastuzumab: Herceptin® 150 mg por oldat infuzidhoz valdé koncentratum, (Roche
Magyarorszag Kft, Bp., HU).

Trastuzumab F(ab’),: a teljes antitestbdl pepszines emésztéssel készitett.

Pertuzumab: 175 mg/7ml i.v. infizi6 koncentratum, Roche.
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16.
17.

18.
19.

20.

Pertuzumab F(ab’)2: a teljes antitestbdl pepszines emésztéssel készitett.

76.5 antitest: HER2 ellenes antitest, HER2-76.5 hibridoma (Y. Yarden ajandéka,
Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel) altal termelt feliiliszobdl izolalva
protein G oszlopon.

Cetuximab: Erbitux® 5 mg/ml oldatos infizié (Merck Kft., Bp., HU).

EZ4U (BI-5000, MBL, Biomedica Hungaria Kft, Bp.) oldat MTT alapt kolorimetrias
teszthez.

TritonX-100: 10x torzsoldat, Thermo Fisher Scientific.

Immunfluoreszcencias jeloléshez

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

AS555-76.5 Fab: Alexa Fluor 555 festékkel konjugalt 76.5 jelt HER2 ellenes antitest Fab
fragmentuma, > 1 mg/ml koncentraciéban, 0,02% NaN3-dal tartésitva.

A546-528: Alexa Fluor 546 festékkel konjugalt 528 jelii HER2 elleni monoklonalis
antitest, > 1mg/ml koncentracioban, 0,02% NaNz3-dal tartositva.

A647-trastuzumab: Alexa Fluor 647 festékkel konjugalt trastuzumab monoklonalis
antitest, > 1 mg/ml koncentracidéban, 0,02% NaN3-dal tartésitva.

A488-GAMIG: Alexa Fluor 488 konjugalt egér ellenes kecske antitest (goat anti-mouse
IgG).

A488-anti-human (H+L): Alexa Fluor 488 festékkel konjugalt, human IgG nehéz és
konnyt lanc elleni poliklonalis antitest.

A657-anti-CD16: Alexa Fluor 647 festékkel konjugélt CD16 ellenes antitest, 3G8 klon,
BD Pharmingen.

A647-CD45: Alexa Fluor 647 festékkel konjugalt anti-CD45 antitest (CD45.1 klon)
A647-76.5: Alexa Fluor 647 festékkel (Life Technologies, Grand Island, NY) konjugalt
76.5 jelit HER2 elleni monoklonalis antitest, > 1mg/ml koncentraciéban, 0,02% NaN;-
dal tartositva.

A488-76.5: Alexa Fluor 488 festékkel konjugalt 76.5 jeli HER2 elleni monoklonalis
antitest, > 1 mg/ml koncentracidéban, 0,02% NaN3-dal tartésitva.

Anti-human Fc: humén IgG Fc fragmentum elleni poliklonalis kecske antitest (Thermo
Fisher Scientific)

DAPI: (4',6-Diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid) 1 pg/ml térzsoldata metanolban.
Mowiol 4-88 (Hoechst Pharmaceuticals), 10 w/v%, 0,1 M Tris-HCl-ben, pH 8,5, 25

w/v% glicerinnel
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SDS gél elektroforézis

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
42.

Lizis puffer: 40 mM TRIS (pH 7,5), 50 mM NaCl, 20% glicerol, 2 mM EGTA, 1 mM
Na-ortovanadat (Na3VOs) (foszfataz inhibitor), 20 mM NaF, protedz inhibitor koktél,
hasznélat el6tt + 1 mM PMSF (ser-protedz inhibitor).

Mintapuffer (5 v/v% 2-merkaptoetanol, 10mM Tris-HCl, 4% w/v SDS, 10% v/v
glycerol, 0,02% v/v bromfenolkék (Reanal), desztillalt vizben oldva, pH 6,8), frissen
készitve.

PBST (0,1% Tween-20 PBS-ben, pH 7,4).

Coomassie BB: (Coomassie Brillant Blue): Coomassie blue R250 (2,5 g), 144 ¢
metanol, 454 ml desztillalt viz.

Antitestek oldata: antitest (altaldban 1-5 pg/ml koncentracidban), PBST-ben, 1% normal
kecske szérumban (ha a POD-a-mouse kecskében termeltetett, ha nyulban, akkor
normal nyul szérumban), 1% tejpor.

Mosodoldat a blotmembranhoz: 50% metanol, 7% ecetsav desztillalt vizben.

10x elektroforézis (ELFO) puffer: 30g TRIS (0,248 M), 144g glicerin, 100ml SDS
(10%) 1000 ml térfogatban, pH 8,3; futtatdshoz 10x higitva desztillalt vizben.
PVDF-Immobilon P membran (Millipore Kft., Budapest).

Blokkol6 oldat: zsirmentes tejpor (SC Biotechnology, CA) 5%-os oldata PBS-ben.
Fermentas PageRuler Prestained Protein Ladder (Biocenter, Szeged): fehérje molsuly

standard, -20 °C-on tarolva.

F(ab’); preparalas

43.
44.
45.
46.

47.
48.

49.

Acetat puffer: 20 mM Na-acetat, pH 4,7.

Na-foszfat (50 mM): 0,05 M NaH>POs desztillalt vizben, pH 7,0

Amikon Ultra filter, Millipore, UFC 801096.

SDS-PAGE 8%-os gél: (5,7 ml desztillalt viz, 1,6 ml ProSieve 50 gél oldat, 2,5 ml 1,5
M Tris-HCl (pH 8,8), 0,1 ml 10% APS (ammoénium-perszulfat), 4 pl TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin).

TRIS-HCI (2 M): 242¢g TRIS bazis 1 liter desztillalt vizben, pH 8,2

Fehérjefestd oldat a blotmembranhoz: 0,1% Amido-black (Reanal), 45% methanol, 10%
ecetsav, desztillalt vizben.

Sephacryl S-300: allil dextrdan ¢és N,N’-metilénbiszakrilamid, 20%-os etanollal
tartositva, GE Health Care Life Sciences.
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50.

51.

Superdex™ 200: keresztkotott agaroz és dextran matrix, 20%-os etanollal tartdsitva,
4 °C-on tarolva, GE Health Care Life Sciences
Pepszin-agar6z: immobilizalt pepszin, SmL 6% keresztkotott agardz gyongyben,

Thermo Fisher Scientific, pH 4,5.

In vitro ADCC Kisérletek

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Na-heparin: Heparinbene Na 25 000 L.E. injekcio, Ratiopharm.

Histopaque®-1077: 1,077 g/ml stirliségli szeparalo oldat.

FDA: fluoreszcein-diacetat, 1 mg/ml térzsoldat.

CFDA, SE: CFSE kevert izomer, 10 mM torzsoldat DMSO-ban, Thermo Fisher

Scientific, -20 °C-on tarolva

PI: propidium jodid, 1 mg/ml torzsoldat készitve propidium jodid porbdl desztillalt
vizben.
PanToxiLux kit: fluoreszcens citotoxicitas vizsgalatdhoz; Oncolmmunin, Inc

(Gaithersburg, MD, USA).

NFLI: sejtmag jelold fluoreszcens festék, Oncolmmunin, Inc (Gaithersburg, MD,
USA).

TFL4: célsejtet megjeldld intracellularis fluoreszcens festék, PanToxiLux “kit” része,

Oncolmmunin, Inc (Gaithersburg, MD, USA).

In vivo xenograft kisérletek

60.

61.

62.

63.

SCID egerek: SCID (C.B-17/Icr-Prkdcsc® / IcrlcoCrl, Fox-Chase); Charles River
Laboratories
Matrigel: Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) egér sarcoma sejtek altal termelt gelatinosus

fehérje keverék, -70 °C-on tarolva, BD Biosciences, 356237
HANKSs A puffer: 2 M NaCl, 1 M NaxSO4, 1 M KCl, 1 M NaH,PO4, MgCl,, 1 M CaCl,,
1 M gliik6z, 1 M HEPES desztillalt vizben oldva, pH 7,4.

Cryomatrix, Thermo Fisher Scientific

Sejttenyészté kamrak

64.

65.

8WI10E plate: 8-lyuku, mikroelektrodakat tartalmazo plate ECIS Z0 sejtanalizatorhoz,
Applied Biosciences
Poly-L-Lysine bevonatt 2x9 lyukt kamra, Ibidi

22



Sejtvonalak és tenyésztésiik

Kisérleteinkhez  célsejt  (target) sejtvonalként HER2-t nagymértékben  kifejezd
hasznalt, emlétumorbdl szdrmazd sejtvonalak valamennyien nagy szamban fejezik ki az
EGFR ¢és HER2 receptorokat.

ADCC vizsgalatdhoz 610 sejtvonalként frissen szeparalt periférias mononukledris sejteket
illetve immortalizalt NK sejtvonalat hasznaltunk.

Minden sejtvonalat rutinszertien ellendriztiink mikoplazma fertézésre.

Az SKBR-3 (forrds: American Type Culture Collection) duktilis emldkarcindmabol
tenyésztett kultara, a sejtfelszinen sejtenként 180.000 EGFR-t és 800.000 HER2-t expresszal.
Az irodalomban széles korben hasznalt és az egyik legjobban jellemzett HER2 pozitiv
emldétumor vonal. Trastuzumabra in vitro érzékeny, SCID egérben nem ndveszthetd.

A BT-474 (forras: American Type Culture Collection) jeli sejtvonal szintén invaziv duktalis
emldkarcindmabol tenyésztett kultira. Sejtfelszinén sejtenként koriilbeliil 60.000 EGFR és
1,2 milli6 HER?2 tal4lhaté. Trastuzumabra in vitro mérsékelten érzékeny. Osztrogénnel kezelt
néstény SCID egérben noveszthetd, de rendkiviil lassan nd.

A JIMT-1 (Jorma Isola szivességébdl) klinikailag rezisztens human emldkarcinéma pleuralis
effizid metasztazisabol eldallitott sejtvonal (Cancer Biology, University of Tampere,
Finnorszéag) (70). Amplifikdlodott HER-2 génnel sejtenként 160.000 EGFR ¢és 600.000 HER2
molekulat expresszal. Trastuzumabra in vitro rezisztens, SCID egérben ndveszthetd, ott

frissen inokulalva kezdetben ADCC miatt trastuzumabra érzékeny (56).

A sejteket a szamukra eldirt tdpoldatban, 5% CO»-t tartalmazd, parasitott légterti
termosztatban, 37 °C-on tenyésztettilk. SKBR-3 esetén DMEM tapoldatot 10% FCS-sel, BT-
474 esetén RPMI tapoldatot + 10% FCS-sel kiegészitve hasznaltunk, JIMT-1 sejtek szdmara
20%-o0s FCS-sel kiegészitett JIMT-1 médiumot hasznaltunk, 300 U/L inzulin jelenlétében. A
passzalas koriilbelil haromnaponta konfluens sejtkultirandl tortént. A tenyészetet
konfluensnek tekintettiik, ha a sejtek legalabb 5-15-sejtes csoportokban érintkeztek
egymassal, a BT-474 esetében nagyobb sejtcsomok alakultak ki. A JIMT-1 sejtek jellemzden
lassabban novekvo sejtek. A passzalaskor a sejteken 1évé médium eltavolitdsa utan a sejtek
felvalasztisa a tenyésztdedényrdl 0,05% tripszint és 1 mM EDTA-t tartalmazd standard

tripszin-EDTA pufferrel tortént. 3 perc utan az oldat hatasat 10% FCS tartalma
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tenyésztooldattal allitottuk le. A médiumban pipettaval szuszpendaltuk fel a sejteket. A

sejteket 2-3-szoros higitasban 0j sejttenyésztd edényben helyeztiik vissza az inkubatorba.

A CD16.176V.NK-92 (tovéabbiakban roviden: NK-92 vagy NK-sejt) NK-sejtes fenotipusu
non-Hodgkin lymphomas betegbdl izolalt és immortalizalt (humén) sejtvonal, nagy affinitast
(176V) FcyRIIIA (CD16) receptorral stabilan transzfektalva (forras: Dr. Kerry S. Campbell,
Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, USA) (71,72). A sejtvonal egyik varidnsa a nagy
affinitast CD16 receptorral egylitt eGFP-t ko-expresszal. A transzfektalt sejtvonalak mellett a
modositatlan NK-92 immortalizalt anya-sejtvonal is rendelkezésiinkre allt. A sejteket
specialis NK médiumban ndvesztettiik, 100 IU/ml IL-2 mellett. Az immortalizalt NK-92
sejtvonalat a periféridas mononukledris sejtekkel szemben azért részesitettiik elényben, mert
altaluk konnyebben biztosithatd volt a kisérletekben az NK-sejtek azonos hatékonysaga. A
nagy affinitasu receptorral transzfektalt varians pedig az akar normalisan kismértékli hatdst

felerdsitve lehetdvé teszi annak detektalhatosagat és konnyebb kiértékelését.

Aramlasi citometrias vizsgalatok

A sejtek felvétele a médium leszivasa utan standard tripszin-EDTA-val tortént, az oldat
hatasat a sejttipusnak megfeleld, FCS tartalmi médiummal allitottuk le. A sejteket sorter
csovekbe gylijtve mostuk hideg (4 °C-os) HEPES-sel. Amennyiben mashogy nincs jelezve, a
jelolés jégen, sotétben tortént. A sejteket 50 pul HEPES-ben, 10 pg/ml antitest
végkoncentracioban jeloltik 10 percig, majd mosés utdn sziikség szerint masodlagos
antitesttel jeloltiink, szintén 10 pg/ml-es végkoncentracidoban, tovabbi 10 percig. A jeldlés
utan kétszer mostuk HEPES-sel, majd 4%-os formaldehid oldattal fixaltuk a sejteket.

A méréseket BD FACScan, BD FACSCalibur vagy BD FACSAria III dramlasi citométeren
végeztiik, mintanként 10 vagy 20 ezer eseményt regisztralva. A gerjesztést €és az emisszid
detektalasat az adott fluoreszcens jelolésnek megfeleld beallitasokkal végeztiik (2. tablazat).
A mérések kiértékelését az FCS Express (De Novo Software, Glendale, CA, USA)

programmal (v3, v4 €s v6 verzidszam, Research Use Only) végeztiik.
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Fluor ns Gerjesztési Detektalas
Kisérlet uoreszee hullaAmhossz hullaAmhossz Eszkoz
anyag i
(nm) tartomany (nm)
FACScan,
FITC 488 530/30 (FL1) FACSCalibur
Fluoreszcens FACScan,
ielolés Alexa Fluor 488 488 530/30 (FL1) FACSCalibur
Alexa Fluor 647 633 661/16 (FL4) FACSCalibur
CFSE 488 530/30 (FL1) FACSCalibur
Citometrias .
ADCC PI 488 670LP (FL3) FACSCalibur
) FSC (488/10) )
AlignFlow csak FSC-SSC SSC (488/10) FACSCalibur
NFL1 405 450/20 FACSAria
PanToxiLux TFL4 633 660/20 FACSAria
szubsztrat 488 530/30 FACSAria

2. tablazat. Fluoreszcens jeloloanyagok gerjesztéséhez és detektalasahoz hasznalt beallitasok

Antitest F(ab’); fragmentumok készitése

A teljes antitestekbdl allitottuk elé azok F(ab’), fragmentumat, levalasztva az Fc részt, mely

soran az antitest két ,,ab” része diszulfid hidakkal még 6sszekapcsolddva marad (8. abra).

V% }Fab N\
| JFC -
L
IgG F(ab’),
fragmentum

8. abra. A teljes antitestbdl az Fc rész megfelel6 eltavolitasa utan F(ab’); fragmentum keletkezik

20 mg IgG antitestet (trastuzumabot, ill. pertuzumabot) 20 mM-os acetat pufferben (pH 4,5)
feloldottunk, haromszor dializaltuk ugyanezen pufferbe Centricon-10-es csdveket hasznalva,
majd Amicon Ultra filteren keresztiil koncentraltuk. Az antitest Fc részének emésztését 0,5 ml
immobilizalt pepszinnel végeztiik 37 °C-on, alland6 kevergetés mellett. A reakciot 10 ml 2 M
Tris-sosavval allitottuk le (pH 8,2). Az agar6z gyongyokhoz kotdtt immobilizalt pepszint 5
perces centrifugalassal (300 x g) tavolitottuk el, az emésztett mintdkat Amicon Ultra sziir6vel
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toményitettik. Az F(ab’), fragmentumokat az emésztetlen antitesttdl méretkizarasos
kromatografiaval valasztottuk el. A trastuzumab esetén Sephacryl S-300 gyantaval toltott 10
x 800 mm-es oszlopot, a pertuzumab esetén Superdex 200 gyantaval t6ltétt oszlopot
frakciokat gyljtottiink. A frakciok abszorbancidjat NanoDrop ND 1000-rel (Thermo
Scientific) mértiik. A frakciokbol vett mintdkat nem-redukalé SDS-PAGE-sel teszteltiik. A
megfeleld frakciokat 0sszeontottiik és Centricon-50-es csovekkel toményitettiik, 0,11 pl-es
szlir6vel sterilre sziirtiik és -20 °C-on taroltuk. A HER2-kotés affinitasat és az ADCC-

medialas hianyat ellendriztiik.

Antitestek konjugalasa fluoreszcens festékkel

A direkt immunfluoreszcencias jeldlésekhez a trastuzumab és pertuzumab egész antitestek €s
F(ab’), fragmentumaik fluoreszcens festékkel kozvetleniil jelolt valtozataira volt sziikség.
Ehhez Alexa Fluor 488 ¢és Alexa Fluor 647 monofunkciondlis aminreaktiv festékekkel
konjugaltuk a gyéri teljes antitesteket és az azokbol altalunk eldallitott F(ab’):

fragmentumokat, a festék gyartoi protokollja szerint.

HER2-kotés affinitas vizsgalata

F(ab’): fragmentumok HER?2 affinitasat a kiindulasi teljes antitestekével hasonlitottuk ossze.
SKBR-3 sejtek HER2 molekuldinak direkt immunfluoreszcenciés jelolését végeztiik.

A sejtek felvétele a médium leszivasa utan standard tripszin-EDTA-val tortént, az oldat
hatasat 10% FCS tartalmi DMEM-mel éllitottuk le. A sejteket sorter csovekbe gytijtve
mostuk hideg (4 °C-os) HEPES-sel. A sejtfelszini immunfluoreszcencids jeldlést jégen,
sOtétben végeztiik.

A sejteket el6szor az Alexa Fluor 488 konjugalt trastuzumab F(ab’)> vagy szintén Alexa Fluor
488 konjugalt pertuzumab F(ab’), antitesttel jeloltiik tizszeres feleslegben (600 mM
végkoncentracid), 50 pl-ben, 10 percig. Ezutan a teljes antitestet adtuk a szuszpenzidhoz telitd
koncentréacioban (60 mM) 10 percig.

A jelolést elvégeztiik forditott sorrendben is, a teljes IgG antitesttel 10-szeres telitd
koncentracioju jelolés utdn az F(ab’), parjat telitd koncentracidban adva. Mindegyik jel6ld
antitesttel kontroll egyediili jelolést is végeztiink 10-szeres telitdé koncentracioban (600 nM),

10 percig. A sejteket 1%-0s PFA-ban fixaltuk és dramlési citométeren mértiik.

26



Fc fragmentum hianyanak vizsgalata indirekt jeloléssel

A jeldlést szintén szuszpenzidoban 1évé SKBR-3 sejten végeztiink. A sejtek felvétele az
affinitas vizsgélatban leirtaknak megfeleléen tortént, a jelolést trastuzumab és pertuzumab
antitestre is hasonldan elvégeztiik.

Az SKBR-3 sejteket 1gG vagy F(ab’); antitesttel jeldltiik 10 pg/ml végkoncentracidban 10
percig szobahdmérsékleten, majd HEPES-sel mostuk. A masodlagos jeloldoldat az Fc-
fragmentumot felismerd, Alexa Fluor 488 konjugalt monoklonalis anti-huméan Fc antitestet
vagy konnyli és nehézlancot is felismerd poliklonalis Alexa Fluor 488 konjugalt anti-human
(H+L) antitestet tartalmazott 10 pg/ml végkoncentracidoban. A masodlagos jelolés 10 percig
tartott, majd HEPES mosés utan a sejteket 1%-os PFA-ban fixaltuk és dramlasi citométeren

mértik.

In vitro sejtproliferacio vizsgalata

A sejtproliferacié in vitro vizsgalatit MTT alapu kolorimetrids modszerrel, EZ4U kit
felhasznalasaval végeztiik.

Az mddszer alapja, hogy az €16, metabolikusan aktiv sejtek a sarga tetrazoloium MTT-t (3-(4,
5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolium bromid) lila szini formazanna alakitjak, azaz a
szubsztrat és a keletkezett termék fényabszorpcids tulajdonsagai eltéréek. Ezt a redukcios
folyamatot a mitokondridlis enzimek végzik.

A sejteket 96-lyuku tenyésztdedényben, 3 napig inkubaltuk az antitestek vagy F(ab’):
fragmentumaik jelenlétében. A tetrazéium soval tortént 2-4 6ras inkubacio utan a metabolikus
termék abszorpciojat Synergy HT Multi-Detection microplate Reader-rel (Bio-Tek) mértiik.
A 488 nm-es abszorpcidt gyartdi eldirat szerint korrigaltuk a 620 nm-en mért (hattér)
abszorpcidval.

Mivel a mitokondrium a sejthaldl utan par perccel inaktivalodik, a teszt populacid szinten
alkalmas az €16 sejtek Osszes mitokondrialis aktivitasanak a megbecslésére, amely azonos
allapoti sejtek esetén varhatdéan ardnyos a sejtszammal. Az abszorpcios értékek relativ
aranyai az egyes kisérletekben 6sszevethetok.

A 96-lyuktu plate-ben 1.000-t61 32.000-ig novekvd szamban elhelyezett sejtpopulaciok
alapjan sejtszam - abszorpcios kalibracios gorbét készitettiink.

A proliferaciés kisérleteket minden alkalommal legkevesebb triplikdtban vagy annak
tobbszordsében végeztiik, és legalabb haromszor ismételtiik. A sejt nélkiili lyukak korrigalt
abszorpcigjanak atlagat hattérként minden sejtes lyuk értékbdl levontuk. Az azonos kezelési
csoportba tartozd mintdk abszorpcids értékeit atlagoltuk, majd a kezelések atlagait a
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kezeletlen mintak abszorpcids értékének az atlagara normaltuk. A fiiggetlen kisérletekbdl

nyert valamennyi ilyen értékbdl szamitottunk atlagot és szorast (SD).

Forster (fluoreszcencia) Rezonancia Energia Transzfer (FRET)

Az EGFR-HER2 asszociacié vizsgalatdhoz

. 4 4 W4 ; &
mikroszkopos akceptor fotoelhalvanyitdsos ar

; . . P
Forster (fluoreszcencia) rezonancia FRET )\
energiatranszfer (FRET) modszert { \ 5

alkalmaztunk (73). Az EGFR-hez kotott
antitesten 1évé donor fluorofort a HER2-hoz IRRRR R RN Y RRERRRRRRRRRR LR R AR AR R AR AR
kotott antitest akceptor fluoroforja fizikai 1 2
kozelség esetén részlegesen kioltja (9. abra). e

9. abra. A Forster rezonancia energia
A FRET létrejottéhez sziikséges, hogy a két transzfer
fest¢tkmolekula ~ olyan  kdzel  legyen
egymashoz, ami alapjan elmondhatjuk, a két jelolt receptor molekularis kapcsolatban van
egymassal, a dimerképzddés létrejott. Az akceptor fotoelhalvanyitasos modszer sordn az
akceptor fluorofort fotoelhalvanyitassal kiégetjiik, meggatolva ezaltal a donor molekula

kioltasat, igy a donor fluoreszcencidgja megnd. A ndvekedés mértékébdl energiatranszfer

térkép szamithato.

Az EGFR direkt jelolésére AS546-528 antitestet, a HER2 jelolésére A647-trastuzumabot
hasznéltunk. A FRET mérések sordan eldszor képet vettiink fel az AS546 — A647
festékparokrol, majd az A647 festéket maximalis 1ézer intenzitds mellett kiégettiik, ezutdn az
elso felvétellel azonos miiszerbedllitasokkal ismételten képet vettiink fel mindkét csatornaban.
Az A546 fluoreszcencia-intenzitas novekedésébol pixelenként FRET hatasfokot szdmoltunk
az AccPbFRET programmal (74) az E = 1 — 1p%%/ Io¢ képlet alapjan, ahol ,E” az

4+ 3 donorrodl az akceptor kiégetése el6tt, mig ,,Io¢" az akceptor

energiatranszfer hatasfoka, ,,Io
kiégetése utan késziilt kép intenzitasa (73). Az energiatranszfer pixelenkénti hatasfokat tobb
mint 6t 14tdmez6bdl atlagoltuk a hattér feletti HER2 jelet add pixelekre. A méréseket Zeiss

LSM 510 konfokalis 1ézerpasztdz6 mikroszkdpon végeztiik.
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In vitro ADCC vizsgalati modszerek

FDA és CFSE jelilés

A fluoreszcens festék-felszabadulas méréshez (release assay) a frissen feltripszinezett JIMT-1
sejteket steril PBS-ben vettiik fel, 1 millio sejt/ml stirtiségben, 10 ng/ml fluoreszcein diacetat
(FDA) vagy karboxifluoreszcein diacetat szikcimidil észter (CFSE) kevert izomerjeibdl allo
fluoreszcens festéket tartalmaz6 DMEM médiumban jeloltiik 30 percig, 37 °C-on.

Bar a JIMT-1 sejtek tenyésztéséhez JIMT-1 médiumot hasznaltunk, indikdtormentes JIMT-1
médium eldallitdsdra nem volt lehetdségiink, mert indikatormentes alapanyagok nem
elérhetéek kereskedelmi forgalomban. Mivel a fluoreszcens anyagok mennyiségének mérését
az indikator nagymértékben befolydsolnd, ezért inkdbb indikdtormentes DMEM-et
hasznéltunk. A DMEM 0sszetételét tekintve a JIMT-1-hez leginkabb hasonlé médium és a
JIMT-1 sejtek a kisérlet idétartaman beliil jol toleraltak.

A sejteket haromszor mostuk indikatormentes DMEM-ben 37 °C-on, 1, 5 és 10 percig az
ADCC fluoreszcens festék-felszabadulason alapuld vizsgalathoz, illetve 10, 20 és 30 percig a
célsejtek aramlasi citometrias ADCC kisérletekhez torténd jelolésekor.

A spontan felszabadulds idofiiggésének vizsgéalatdhoz a JIMT-1 sejteket 24-lyuka
sejttenyésztd kamraban helyeztiik el, 100.000 sejt/lyuk stiriségben, JIMT-1 médiumban. 24
6ra mulva a sejteket kitapadt allapotban 10 pg/ml FDA-t vagy CFSE-t tartalmazo steril PBS-
sel jeloltiik 30 percig, 37 °C-on. Ezt hdromszori mosés (3x1 perc) kdvette indikatormentes

DMEM-mel, 37 °C-on.

FDA és CFSE spontan felszabaduldsanak vizsgalata

A fluoreszcens festékkel jelolt JIMT-1 sejtekbdl a festékek 24-6ras spontan felszabadulasanak
(release) vizsgalatdhoz a jelolt JIMT-1 sejteket 96-lyukt sejttenyésztd kamraba tettiik, az
eredmények fejezetben jelolt sejtszamoknak megfeleléen, 200 ul térfogatu indikatormentes
DMEM-ben. A sejteket 24 6ran keresztiil inkubéltuk 37 °C-on (ez az id6 a letapadasukhoz is
elegendd volt), majd a feliiluszo 6vatos szuszpendalasa utan 100 pl-nyi mintat egy masik 96-
lyuku plate-be pipettdztunk fluoreszcencids mérés céljabol.

A sejtekben visszamaradt festék becsléséhez a sejteken maradt médiumot friss,
indikatormentes médiumra cseréltiik, és a sejteket lizaltuk Triton X-100 hozzdadasaval, 0,1%
végkoncentracioban.

A spontan felszabadulas idéfliggésének vizsgalatdhoz a 24-lyuktl plate-ben ndvesztett és

kitapadva jelolt JIMT-1 sejtekhez a mosas utan 1 ml indikdtormentes DMEM-et adtunk.
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Adott id6pillanatokban 100 pl mintat vettiink minden lyukbol a feliilusz6 6vatos, de alapos
szuszpendalasa utan, és a mintat 96-lyuku plate-be helyeztiik kés6bbi fluoreszcens méréshez.

A fluoreszcencia mérését Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader-rel (Bio-Tek)
végeztik, als6 optikéval, 485/20 gerjeszté és 538/20 emisszids sziirdt alkalmazva, 50-es
érzékenységgel. A mért fluoreszcenciat korrigaltuk a kontrollként lemért indikétormentes
DMEM értékének levondsaval, valamint az egymast kdvetd idépontokban a mintavételezés

miatt csokkend Ossztérfogatra is.

CFSE- és Pl-alapu aramlasi citometrias ADCC mérés

A frissen feltripszinezett JIMT-1 sejteket CFSE-vel jeloltik (lasd ,,FDA és CFSE jelolés”),
majd indikidtormentes DMEM-ben szuszpendaltuk, és 200 pl térfogatban 100.000 sejtet sorter
csovekbe raktunk. A JIMT-1 célsejtekhez 300 pl NK-médium szuszpenzidban 200.000 NK-
sejtet adtunk (az aspecifikus aktivacio csokkentése érdekében IL-2 hozzaadasa nélkiil). A
trastuzumabot 10 pg/ml végkoncentracidban adtuk a kezelendé mintédkhoz.

A 37 °C-on torténd inkubdcid alatt a mintdkat fényt6l védtik. 5 o6ran keresztiil adott
idépontokban 100 pl-nyi mintat vettiink mindegyik csébdl. A 100 pl-nyi mintdhoz azonnal
propidium jodidot adtunk 5 pg/ml végkoncentracidoban, és a mintat a PI hozzédadasa utan 5
perc mulva mértiik (10. dbra) BD FACSCalibur aramlasi citométeren, 20.000 esemény
regisztralasaval. A fluoreszcens festékek gerjesztési és detektalasi beallitasait a 2. tablazat
tartalmazza. A mintdkban 1évé sejtszdmok becsléséhez mintanként egyenld mennyiségil,
(Alexa Fluor 647-tel jeldlt) 2,5 um nagysagl AlignFlow gyongyoket adtunk a mintdkhoz. Az
AlignFlow gyongyok szamat méretiik alapjan az FSC-SSC dotplot-on pontosan
meghatarozhattuk, a gyongyok Alexa Fluor 647 jelét nem hasznaltuk fel.

Pl

CFSE
10. abra. CFSE- és Pl-alapu aramlasi citometrias ADCC mérés.
A CFSE-vel jelolt célsejtek a jobb kvadransokbanban, a CFSE-negativ 616 sejtek és
tormelék a bal oldali kvadransokban vannak. A Pl-pozitiv célsejtek a jobb felso
kvadransban talalhatoak.
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PanToxiLux teszt

A PanToxiLux fluoreszcencids citotoxicitas teszt olyan szubsztratot tartalmaz, amelyre a
sejtmembran permedbilis, és amelyet az 6ldsejtek altal elolt célsejtekben aktivalt granzim B
¢s kaszpaz 8 protedzok hasitassal fluoreszkald festékké alakitanak. A vizsgalat sordn a
célsejtek és az NK-sejtek elkiilonitéséhez a korabbi CFSE-jelolés helyett a , kit” részét képezd
TFL4 fluoreszcens festékkel jeloltik a célsejteket. A célsejteket elészor NFL1 és TFL4
intracellularis festéket tartalmazd PBS-ben szuszpendaltuk, 30 percig 37 °C-on inkubaltuk,
majd kétszer mostuk, a ,.kit” felhasznaloi utasitésait kdvetve. Az NFL1 festék a PanToxiLux
»kit” mellé¢ kiegészitoként rendelhetd, célja a kisérlet megkezdésének pillanatdban mar
elpusztult sejtek megjeldlése (ezek sejtmembranjan képes athatolni, de €16 sejtekbe nem jut
be) annak érdekében, hogy a kiértékelés soran ezen sejteket kizarhassuk. A TFL4 megjelol
minden célsejtet, mellyel célunk a célsejtek elkiilonitése az 0616 sejtektdl. A célsejtek
(100.000/minta) és effektor sejtek (250.000/minta) koinkubacigjat a ,kit” Gtmutatasa alapjan
végeztik, 50 pl PanToxiLux szubsztrattal, az ADCC-t mediald antitesteket az eredményeknél
jelzett koncentraciokban hozzaadva, 40 percig, 37 °C-on.

A mintakat BD FACSAria III aramlasi citométeren mértilk, minden mintabol 30.000
eseményt regisztralva. A gerjesztési €s emisszios bedllitdsokat a 2. tdblazat tartalmazza. Az

aramlési citometrias mérés kapuzasat a 11. dbra magyarazza.
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11. abra. A PanToxiLux ADCC teszt aramlasi citometrias mérése.

c ey

hatarozzuk meg.

b, A kikapuzott sejtekb6l a TFL4-FSC-A dotploton kijeldltik a TFL4-pozitiv
célsejtjeinket.

c, A tisztan célsejteket tartalmazod populaciobol a TFL4-NFL1 dotploton az NFL1-
negativ sejtekre szlikitettiik a kaput.

cyey

kaszpazok aktivacidjat, azaz a ,halalos csapas’-t kapott sejteket a kaszpaz szubsztrat
segitségével.

Impedancia alapu sejtanalizdator

A disszertacioban bemutatott kisérleti eredmények az ECIS Z® (Applied Bioscience, Troy,
NY, USA) impedancia alapu sejtanalizator rendszer alkalmazéaséaval késziiltek.

Az eldkisérletek alapjan az JIMT-1 célsejtek ADCC altali pusztulasanak vizsgalatdhoz a
4000 Hz frekvencian mért ohmikus ellenallas volt a legmegfelelébb, mivel ezen a
bedllitisokon mértik a legnagyobb amplitudoju valtozdsokat a specifikus hatésokra,
mikozben a sejtek spontan valtozésai (pl. sejtmozgédsok) elhanyagolhatdé mértékben
befolyasoltak a mérést (12. abra).

Az in vitro ADCC vizsgalatdhoz a mikrotiter lemezekbe kamranként 90.000 JIMT-1 sejtet
raktunk. 24 ora inkubécios id6 alatt a sejtek letapadnak (I. szakasz) és szétteriilnek (II.
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szakasz) a kamra lyukainak aljan, lefedve a mikroelektrodakat; a mért ellendllas eléri a

maximalis értéket, és azon marad (II1. szakasz ,,plat6”) (12. dbra).

A 90.000 JIMT1/lyuk sejtdenzitast eldkisérletek soran hataroztuk meg, hogy a sejtek teljes

mértékben befedjék a rendelkezésre allo feliiletet, és a letapadas és szétteriilés utan a mért

ellenallas elérje a plato szakaszt. Tovabbi sejtndvekedés a kontakt gatlas miatt nem varhat6 (a

JIMT-1 sejtek monolayer moédon ndnek), és a teljes lefedettség miatt az ellenallas is eléri

maximalis lehetséges értékét. Miutan a mért ellenallas elérte a platd fazist, a kezeld dgenseket

¢és NK-sejteket a rendszerhez adtuk. A mérést addig végeztiik, amig a mért ellendllds elérte a

minimalis értéket, ¢s mar nem csokkent tovabb (24-48 6ra).
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12. abra. Az ohmikus ellenallas értékek az id6 fiiggvényében impedancia alapu

sejtanalizator késziiléken.

A mérés a sejtszuszpenzid lyukba helyezése utan kozvetleniil kezd6dott. Az egyes
szakaszok torténései:

L. Letilepedés: A sejtek leiilepednek és kis feliileten letapadnak

II. Szétteriilés: A sejtek szétteriilnek és nagy feliileten letapadnak

1. Plato fazis: A letapadt sejtek befedik a rendelkezésre allo feliiletet (a sejtszam ezt
figyelembe véve, ennek érdekében volt meghatarozva).

A kezelés hozzaadasa utan az egyes lyukakban az ellenallas a kezelést6l fiiggden: plato
fazisban marad (kezeletlen), enyhén csokkend tendenciat mutat (NK kezelés),
jelentosen csokken (NK + trastuzumab antitest kezelés).

A kiilonboz6 lyukakban mért mérési adatok egymassal vald dsszehasonlithatosaga érdekében

a kovetkez6 korrekciokat és normalizalasokat alkalmaztuk:

1.

Alapellenallasra korrigaldas: minden mért értékbdl kivontuk a lyukakban letapado
sejtek jelenléte nélkiil, de azonos mennyiségli és tipusti folyadékkal mért

(alap)ellenallast.
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2. Kezelés utani csicsellenallisra normalizalas (sejtindex): Az alapellenéllasra
korrigalt mért értékeket a kezelés hozzdadasa utani mért elsé cstics ellenallas értékével
osztottuk. A kapott értéket sejtindexnek nevezziik.

3. Csak-NK kezeltre normalizalds (normalizalt sejtindex): Az egyes lyukak
sejtindexét a megegyezd idépontban csak-NK kezelést kapott lyuk sejtindexével (vagy
lyukak sejtindex-atlagaval) osztottuk.

4. Atlagolas: Az azonos kezelést kapott lyukak normalizalt sejtindexét atlagoltuk, és

szorast, illetve SEM-et szamoltunk.

In vitro ADCC immunszinapszis-képzodés vizsgalata

JIMT-1 sejteket Poly-L-Lysine bevonati 2x9 lyuka mikroslide-ban 50.000 sejt/cm?
stirliségben helyeztiink el, és novesztettiink 2 napig JIMT-1 médiumban. Ezt kdvetden a
sejtekhez trastuzumab és pertuzumab teljes antitesteket vagy F(ab’): fragmentumaikat 10
pg/ml végkoncentracioban tartalmazé 20 pl indikdtormentes NK-médiumot adtunk, 37 °C-on
10 percig inkubaltuk, majd 120.000 eGFP-t koexpresszalo6 NK-92 sejtet adtunk minden
lyukhoz 20 pl médiumban, és tovabbi 10 percig 37 °C-on koinkubaltuk.

A fluoreszcensen jelolt antitesteket 10 pg/ml végkoncentracioban alkalmaztuk. A CD16
Alexa Fluor 647-tel konjugalt anti-CD16 antitesttel (3G8 klon, BD Pharmingen), a HER2-t
AS555-76.5 Fab antitesttel jeloltiik.

Xenograft tumorok in vivo vizsgalata SCID egérben

A kezelések JIMT-1 sejtekbdl all6 xenograft daganatra gyakorolt hatasat SCID (Severe
Combined Immunodeficiency) egerekben vizsgaltuk. Az altalunk hasznalt C.B-17/lcr-
Prkdcs©¢/ lcrlcoCrl torzs esetén a DNS-fiiggd protein kindz defektusa miatt nem torténik meg
az antigénfiiggetlen limfocita érés soran a V(D)J rekombindci6. Az ilyen egerek kifejezetten
alkalmasak transzplantdciés kisérletekre, mert nincs sziikség a kisérlet soran
immunszuppresszidra, az antitest képzés zavara miatt szervezetilk immunrendszere nem tud
fellépni a testidegen sejtekkel és anyagokkal szemben. Természetes oOldsejtjeik viszont
vannak, ¢és ezek antitest felismerése €s 61ési mechanizmusa megtartott.

A SCID (C.B-17/Icr-Prkdeskid / IcrlcoCrl, Fox-Chase) egereket a Debreceni Egyetem
Elettudomanyi Kozpont Kisérleti Allathaz (nyilvantartasi szam: III/4-KAT/2015) ,MD”
teriiletén tenyésztették, a kezeléseket és rendszeres méréseket az SPF mindsitésti részlegen
végeztik. Csak 100 ng/ml alatti IgG antitest szinti allatokat hasznéltunk. Az 4llatok

terminalasa nyaki diszlokéacioval tortént.
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A xenograft oltas az egerek 7 hetes koraban tortént, 100 ul Hanks’ A bufferben szuszpendalt
5 x 108 JIMT-1 sejt és ezzel megegyezd térfogata Matrigel keverékének szubkutan (s.c.)
injekcigjaval. A keveréket és injekcios szereléket az oltasig jégen tartottuk, hogy a Matrigel-t
folyékony allapotban tartsuk. Egerenként 2 xenograft oltds tortént a 2 hatsé végtagnak
megfelelden dorzalisan.

A kezelést a JIMT-1 sejtek s.c. injekcidja utan azonnal elkezdtiik, hetente két alkalommal, a
kisérlet befejezéséig vagy az éllat terminaldsdig. Kezeléseket intraperitonedlisan oltottuk,
mindegyik antitest vagy F(ab’), fragmentum esetén 100 pg dozisban (5 pg/testtdmeg gramm)
100 pl térfogata HEPES pufferben. Ezt azt jelenti, hogy az F(ab’)2-k esetén nagyobb molaris
mennyiséget adtunk, amellyel a kisebb méret miatti feltehetéen gyorsabb vese clearance-t
gondoltuk kompenzalni®. Egy kezelési csoport 6-8 egérbdl allt (trastuzumab: n =38,
trastuzumab  F(ab’): n=7, pertuzumab: n=8, pertuzumab F(ab’): n=7,
trastuzumab+pertuzumab: n = 8, trastuzumab F(ab’), + pertuzumab F(ab’),: n=7, HEPES
kontroll: n= 7).

A heti kétszeri kezelés soran egyuttal a daganat kiterjedését is mértiik digitalis tolomérdvel. A
térfogatot a daganat harom egymadsra merdleges iranyban mért kiterjedésének szorzataval
becsiiltiik. Amennyiben egy kezelési csoportban az atlagos tumortérfogat elérte az 1200 mm?-
t, a csoport minden egyedét terminaltuk. A kisérletet az oltastdl szamitott 73. napon az utolsé

csoport terminalasaval zartuk.

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagdnak jovahagyasaval (# 4/2012/DE
MAB), a sziikséges engedélyek birtokaban végeztiik. Minden allatkisérlet a FELASA
utmutatonak és a DIN EN ISO 9001 szabalyozasnak megfeleléen zajlott.

Tumor xenograft metszetek és immunfluoreszcens jelolésiik

Az egerek terminaldsa utan a boncolés soran a daganatokat és a belszerveket eltavolitottuk, és
azonnal fagyasztottuk. A fagyasztas cryomatrixos agyban, folyékony nitrogénben (-196 °C)
hiitott izopentdnba martéssal tortént, mely utdn a mintdkat -72 °C-on taroltuk tovébbi

feldolgozasig.

* Nem ismert pontosan, hogy a F(ab’): kisebb mérete miatt az egész antitesthez képest mennyivel gyorsabban
iril, igy 3:2 molarany csak becslés, melyet a F(ab”), hatasanak korabbi kisérletekbdl ismert hidnya miatt nem

pontositottunk tovabb.
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A fagyasztott mintdkbol 14 um vastag metszet sorozatokat készitettiink Shandon Cryotome
segitségével -24 °C-on, majd a metszeteket levegdn szaritottuk. Fixdloszerek (metanol,
etanol, aceton) alkalmazisa tapasztalatunk alapjan jelentésen rontotta a metszetek
metszeteket fagyasztva taroltuk (-21 °C).

Az immunfluoreszcencias jelolés elsé 1épéseként a metszeteket 5 percig 1% BSA-t és 0,01%
Triton X 100-at tartalmazé HEPES-sel rehidraltuk és permeabilizaltuk. A jelolést 2 pg/ml
antitest koncentracidval, 4 °C-on, 10 6ras inkubacidval végeztilk. Minden antitestet 1% BSA-
t tartalmazd HEPES pufferben alkalmaztunk.

A HER2-t A488-76.5 antitesttel, az NK-sejteket A647-anti-CD45 antitesttel (CD45.1 klon)
jeloltik. A sejtmagokat DAPI-val festettiik, 10 pg/ml koncentracidt alkalmazva 2 ora
inkubécioval, 4 °C-on. A metszeteket haromszor mostuk (5, 20 és 60 perces mosas) 1% BSA-
t és 0,01% Triton X 100-at tartalmaz6 HEPES-sel, majd 1%-os formaldehiddel fixaltuk 10

percig. A metszet fedésekor Mowiol antifade-et hasznaltunk.

Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopia

Az immunfluoreszcensen jelolt sejteket és szovettani metszeteket konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszképpal (LSM 510, Carl Zess GmbH) vizsgaltuk 40-szeres C-Apochromat
vizimmerziés objektivvel (NA = 1,2). Az emisszios detektalasi tartoméanyokat dikroikus

tikor és sziirok (bandpass és longpass) alkalmazédsaval allitottuk be a 3. tablazatnak

megfelelden.

Fluoreszcens festék Gerjesztési hullaimhossz Emisszios tartomany
DAPI 351 nm 385 -470 nm
Alexa Fluor 488 488 nm 505 - 550 nm
eGFP 488 nm 505 - 550 nm
Alexa Fluor 546 543 nm 560 — 615 nm
Alexa Fluor 555 543 nm 560 — 615 nm
Alexa Fluor 647 633 nm 650 nm felett (long pass)

3. tablazat. A fluoreszcens festékekhez hasznalt gerjesztési és detektalasi hullamhossz-
tartomanyok konfokalis mikroszkopos vizsgalatok soran
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Az ex vivo daganatmetszetekrdl 3 egymas feletti sikban készitettiink 4 um vastag optikai
szeleteket, a szeletek kozepeinek egymastol vald tavolsaga 3 um volt. Bar ezéltal 6sszesen a
metszet kozépsé 10 um-es részérdl nyertiink felvételt, 3 db 4 um vastag optikai szelet elénye
1 db 10 um vastag szelettel — a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkdppal — szemben, hogy az
egymas felett 1év0 sejtek nem fednek at, az egyes sejtek konnyebben elkiilonithetdek, ami a
kisméretti NK-sejtek észleléséhez nagymértékben hozzajarult.

Az in vitro ADCC vizsgalatdhoz az NK-sejtek ¢és a célsejtek altal kialakitott

immunszinapszisok felvételéhez 1,5 um vastag optikai szeleteket készitettiink.

Statisztikai adatelemzés

A kisérleti eredményeket azok atlagaval £ SD vagy SEM értékekkel mutatom be, az dbran
jelolteknek megfeleléen. A dozis-hatas gorbék elemzéséhez az adatpontokra Hill-egyenletet
illesztettiink:

(max—min)
Hillsplope*
1+(==
(Ecso)

A pertuzumab és pertuzumab F(ab’), dimerizacidgatlé hatdsat egyutas ANOVA-val, Holm-

y =min +

Sidak post hoc teszttel vizsgaltuk, a = 0,05 értéken.

A trastuzumab, pertuzumab ¢és kombinacidik altal kivaltott ADCC hatékonysaganak
elemzéséhez az adatpontokat minden kisérletben a szaturalé koncentracidkkal elért maximum
hatasra normaltuk. Kiilonboz0 kisérletek 0sszegzéséhez minden kezelési koncentracid
kisérletenként normalizalt hatdsat normalizaltuk az atlagolt maximalis hatdsra, majd
atlagoltuk.

Az adott id6pontban mért in vivo tumorméretek varianciaanalizisét egyutas ANOVA-val,
Tukey-féle post hoc teszttel végeztiik, a = 0,05 értéken.

crer

daganatsz¢€Itdl valo tavolsag fliggvényében ,,one site competition” fliggvénnyel illesztettiik:

(max—-min)
1+10%~l0ogECso

y =min +
mely megegyezik az olyan szigmoid doézis-valasz gorbével, ahol a HILL meredekség
értéke -1,0.

A statisztikai analizishez SigmaPlot12 (Systat Software, San Jose, CA) és Prism 7 (GraphPad,

San Diego, CA) programokat hasznaltuk.
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Eredmények és megbeszélésiik

I. Radioaktivitas-mentes, Kitapado célsejtek vizsgalatahoz optimalizalt, in

vitro ADCC mérési modszer kivalasztasa

Az ADCC legalabb két sejt — a célsejt és az NK-sejt — interakcidja, igy az ADCC mddszerek

egyik legfontosabb kulcseleme a két sejttipus megkiilonboztethetdsége a kisérlet soran.

L.1. Fluoreszcens festék felszabaduldsan alapulo in vitro ADCC mddszer

Az €16 JIMT-1 célsejteket fluoreszcein-diacetat (FDA) vagy carboxifluoreszcein szukcimidil
észter (CFSE) fluoreszcens festékekkel jeloltiik az Anyagok ¢s Modszerek fejezetben leirtak
alapjan. A 96-lyuku plate-ben tobbféle sejtdenzitast vizsgalva lathatd, hogy 24 6ra inkubacio
utan a feliiliszoban mért fluoreszcencia intenzitds a FDA ¢és a CFSE esetén is linedrisan
aranyos a sejtszammal (13. a, abra). Mivel a CFSE kovalensen kotédik a citoplazma
fehérjéihez, jobban megmarad a sejten beliil, a felszabadult fluoreszcens festék intenzitisa
kisebb, mint a FDA esetén. Ennek ellenére a jelentds mennyiségii spontan felszabadult
fluoreszcencia intenzitds minkét festék esetén elfedheti egy ADCC kisérletben az ADCC-
kivaltotta célsejt pusztulds miatti felszabadulast.

Ezért megvizsgaltuk a spontdn felszabadulas dinamik4jat, idéfiiggését (13. b, abra). Az
Anyagok és Modszerek fejezetben leirt jelolési protokoll utan a 24-lyuku plate-ben 1évé jelolt
sejtek feliiluszojabol adott idokézonként 100 pl mintat vettiink. A FDA és a CFSE
felszabaduléas szaturald gorbét mutat az id6 fiiggvényében. A felszabadulas a jel6lés utan 2
illetve 3 ora utan éri el a legmagasabb, egyben platd szintet, mely utdn tovabbi nettd
felszabadulas mar nincs. Annak vizsgalatara, hogy a sejten beliil mennyi fluoreszcens festék
maradt, amely a késObbiekben felszabadithato lehet, 24 6ra mulva, médiumcserét kovetden, a
sejteket TX-100-zal lizaltuk (13. c, abra). A lizalassal a sejtekben maradt Osszes fluoreszcens
festék felszabaditasra keriil. A feliiliszoban mért fluoreszcencia intenzitas a FDA esetén nem,
a CFSE esetén is csak kismértékben emelkedett. Ez aldtdmasztja, hogy a CFSE kovalens
kotédése miatt nagyobb ardnyban marad a sejtben, de az emelkedés abszolut értéke a spontan
felszabadulés utan mért értékekhez képest elhanyagolhaté (kb. 5%). Ez a jel nem elegend6 az
ADCC hatékonysagaban bekdvetkezd kismértéki valtozasok detektalasahoz, illetve a spontan

felszabadult festék tovabb rontja a detektalds érzékenységét.
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A FDA ¢és a CFSE felszabadulason alapul¢ teszt tehat modellrendszeriinkben nem alkalmas az
in vitro ADCC vizsgalatara a spontan felszabadulds mértéke, és annak idében elhuz6do volta
miatt, mely 6sszemérheté az ADCC vizsgalat id6tartamaval.

Béar a CFSE jelolt sejtekben maradt fluoreszcens festék mennyisége feliiliszoban torténd
méréshez kevés, a sejten beliil maradt CFSE sejtenkénti méréshez, és ezaltal a célsejtek

azonositasahoz elegenddnek tiinik.
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13. abra. Fluoreszcens festék felszabaduldsan alapulé teszt

a, A FDA ¢és CFSE fluoreszcens festékek spontan felszabadulasa korreldl a sejtszammal. Az
adatpontok 4 fiiggetlen kisérlet eredményeibdl, kisérletenként sejtszdmonként 5 lyuk atlagai
+ SD.

b, A spontan felszabadulas id6beni vizsgalata kozvetleniil a FDA és CFSE jelolés utan.
Az adatpontok 5 lyuk atlagai + SD.

¢, A 24 o6ra utan is a célsejtben maradt fluoreszcens festék felszabaditasa lizalassal.
Az adatpontok 5 lyuk atlagai = SD
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L.2. Aramldsi citometrids ADCC mérés CFSE és propidium jodid alkalmazdsdval

Az intracellularisan stabilabban megmaradé CFSE alkalmas lehet a megjelolt célsejtek a
jeloletlen 616 sejtektdl torténd elkiilonitésére dramlasi citometrids mérés soran. Az elpusztult,
vagy pusztuloban 1év6 sejtek propidium jodid felvétele a CFSE-vel jelolt JIMT-1 célsejtek és
az NK-sejtek elkiilonitésével parhuzamosan lehetévé teszi, hogy a kevert sejtes mintdbol négy
alcsoportot kiilonithessiink el (14. abra). A legkisebb spektralis atfedést az FLL1 (CFSE) és
FL3 (PI) csatornakkal tapasztaltuk a FACSCalibur aramlési citométeren.
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14. dbra. Aramlisi citometrias ADCC mérés CFSE / PI modszerrel.

a, Jeloletlen NK-sejtet, és CFSE-jelolt JIMT-1 sejtet tartalmazé mintak propidium jodid
jelolés utan. Reprezentativ dot plot diagram. Effektor / célsejt arany 5:1, kezelés 10
pg/ml trastuzumab, 5 ora inkubdcid. A CFSE-vel jelolt JIMT-1 célsejtek a jeldletlen
NK-sejtektél a CFSE (FL1) csatornaban elkiilonithetok. A propidium jodiddal jel616d6
sejteket elpusztult, vagy pusztuldban 1€vo sejtekként definialjuk.

b, A kezelés utan a célsejtek tulélési aranyat a CFSE-jelolt sejtek PI-negativ / sszes sejt
aranya adja (= SD). A talélési ardnyt minden mintanal a kizardlag NK-sejtes kezelést
kapott mintakban mért tulélési aranyra normalizaltuk (*: p=0,012; ***: p=0,001; ns:
p=0,51).
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A propidium-jodid felvételi teszt soran az NK sejtek szignifikansan csokkentették a JIMT-1
sejtek tulélését a kezeletlen kontrollhoz képest, antitest hozzdadasa nélkiil is. A trastuzumabot
a rendszerhez adva a célsejtek talélése nem csokkent szignifikdnsan tovabb (14. b, abra).

Annak hatterében, hogy a modszer miért nem képes az NK-sejtes és az NK+Tr kezelt minta
kozott kiilonbséget tenni, tobb faktor is allhat. Lehetséges, hogy a szolid tumorbol szdrmazé
letapadva n6v6 JIMT-1 célsejtek érzékenysége az NK-sejtekre fokozodik a hosszl idejli (tobb
Orads) szuszpenzidban tartds soran. Egyuttal az is felmeriil, hogy az ADCC kdvetkeztében
lefragmentalodott sejteket elveszitjiikk a Pl-pozitiv populdciobdl. Az NK-target sejt arany,
valamint a behatési id6 valtoztatasa nem befolyasolta érdemben az NK és NK + trastuzumab
kezelés megkiilonboztethetéségét. Igy osszességében elmondhatjuk, hogy a PI/CFSE jelolést
alkalmazo aramlasi citometrids modszer nem elég specifikus az antitest hatas kvantitalasdhoz,
¢s nagyban befolyasolja a kisérlet kimenetelét, hogy az adherensen novo sejteket hosszabb
ideig feltripszinezett allapotban kell tartani. A kovetkezokben az ADCC letélis folyamatara
specifikusabb (1.3), illetve a letapad6 sejtek szdmara kevesebb nem-specifikus stresszel jard

modszereket teszteltiink (1.4).

L.3. ADCC vizsgalata a specifikusan ADCC dltal kivaltott intracellularis folyamatok
detektalasaval

A specifikusan az NK-sejtek altal az ADCC soran kifejtett ,,haldlos csapds” kimutatasdhoz
olyan modszert kerestiink, amely specifikusan az ADCC soran a célsejtben kivaltott
enzimaktivalodasok kimutatasan alapult. A PanToxiLux™ teszt szubsztratja mind a granzim

B, mind attol ,,upstream” kaszpéazok aktivitasat kimutatja.

A TFL4 jelolés a CFSE-hez hasonldéan hatékonynak bizonyult a célsejtek és az NK-sejtek
aramlési citometrias elkiilonitésében. A célsejtekhez adott NK-sejtek mar antitestek jelenléte
nélkil is szignifikdnsan novelték a ,haladlos csapds”-t kapott sejtek ardnyat a kezeletlen
kontrollhoz képest, a tulélés csokkent (p = 0,013), ez az eredmény megegyezett a CFSE/PI
modszerrel mérttel (ahol p = 0,012 volt) (4. tablazat). A PanToxiLux modszerrel viszont
kimutathato volt, hogy az NK-sejtek antitest jelenlétében nagyobb aranyban pusztitottak a
célsejteket, a csupan NK-sejtekkel kezelt mintdkhoz képest a tulélés jelentdsen csokkent
(p < 0,0001). PI/CFSE modszerrel ez nem volt kimutathaté (p = 0,516).

Mivel a PanToxiLux szubsztrat specifikus enzimaktivalodasokat mutat ki, lehetéség volt a
kisérlet kezdetén mar elpusztult sejtek megjeldlésére azok aspecifikus membran
permeabilitdsa alapjan jel6ld6 NFL1 fluoreszcens molekulaval, mely lehetévé teszi a
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kiértékeléskor a kisérlet kezdetén mar elpusztult sejtek kizarasat, igy a kisérleti eredmények

tovabbi pontositasat.

OSSZEHASONLITAS CFSE/PI PANTOXILUX IMPEDANCIA
KEZELETLEN VS NK 0,012 0,013 0,196
KEZELETLEN VS NK+TR 0,001 <0,0001 <0,0001

NK VS NK+TR 0,516 <0,0001 <0,0001

4. tablazat. A detektalt tulélési aranyok kozotti eltérés a harom f6 kezelési csoport kozott
PI/CFSE, PanToxiLux és impedancia alapu sejtanalizator modszerekkel mérve.
Az értékek a 14., 15. és 16. abrak adataibol az egymasnak megfeleltethetd, kontroll,
NK, és NK + 10 pg/ml trastuzumab kezelésekbdl szamolt statisztikai analizis
eredményei. ANOVA varianciaanalizis utan Tukey-féle tesztet végeztiink. A p < 0,05
szignifikancia értékek félkovérrel kiemelve.

Mindezek mellett a kisérletek ismétlése soran azt tapasztaltuk, hogy az NK-sejtek
alapaktivitdsa (antitest nélkiili olési képessége) ¢és az antitest kezelések hatékonysaga
kisérletenként jelentésen valtozott, nagy szoérast mutatott. Ha valamennyi kezelt csoportot
Osszehasonlitjuk, azt talaljuk, hogy kozilik csak az NK-sejtekkel egyiitt 10 pg/ml
koncentracioban adott trastuzumab csokkentette szignifikdnsan a célsejtek tulélését az NK-
kezelt kontrollhoz képest (p = 0,0005 15. dbra). A 10 pg/ml trastuzumab mellett az 1 pg/ml
trastuzumab ¢és 1 pg/ml trastuzumab+pertuzumab kezelések is majdnem elérték a kijelolt
p=0,05 kiiszobot. Harmadik kontrollként a trastuzumab F(ab’), antitest fragmentummal
egylitt adva az NK-sejteket megerdsitettiik, hogy (1) az Fc rész nélkiil az antitestek ADCC-t

nem medialnak, (2) az antitestek nem gatoljak az NK-sejtek alapaktivitasat.
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15. abra. In vitro ADCC PanToxiLux médszerrel mérve.
A tulélési arany a szubsztrat negativ célsejt és Osszes célsejt aranyat jelenti,
¢s minden mintat a kizardlag NK-val kezelt mintara normalizaltunk. Az
értekek 7-11 fiiggetlen kisérlet atlagai. Valamennyi feltiintetett kezelést
egyutas ANOV A-val, Tukey-féle teszttel hasonlitottuk dssze.

Elmondhatjuk, hogy a PanToxiLux ,kit” alkalmazasaval lehetdségiink volt dsszehasonlitani
két antitest hatékonysdgat az ADCC medidlasaban (15. é&bra). A trastuzumab ADCC
medidldsdban potensebb volt, mint a pertuzumab, de a trastuzumab ¢€s pertuzumab egylittes
addsanak hatékonysaga a trastuzumabéhoz hasonld volt. Az egyes mintdk kozotti

kiilonbségek Osszehasonlitdsat azonban a szamottevd szords nem segiti elo.

A PanToxiLux médszernek az ezt megel6z6 mddszerekhez hasonléan hatranya, hogy a sejtek
hosszt ideig szuszpenzidban vannak az eldkezelés (TFL4, és NFLI1 jelolés) ¢és a kisérlet
iddtartama alatt. A kontroll minta NFL1 pozitiv sejtjeinek magas aranyabodl (=10%) latszik az
is, hogy a JIMT-1 célsejtek feltripszinezése és szuszpenzioban tartdsa az életképességet
jelentésen csokkenti. A szuszpenzioban tartds a sejtmembran ¢és citoszkeleton

megvaltoztatasaval az NK-sejt — célsejt interakciot is befolyasolhatja.
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1.4. Sejtadhézio impedancia-alapu mérése ADCC valos idejii kovetésére

Az impedancia alapu sejtanalizatorral mért ohmikus ellenallas értékek az id6 fiiggvényében
valds idében mutatjak, hogy a kezelés utan az ellenallas csokken (12. abra a modszereknél és
16. a, dbra), aminek hatterében az NK-sejtek altali célsejt-pusztitas all. A méréseket ECIS Z®
sejtanalizatoron mértiik.

A dozis-kalibracids kisérletek alapjan kideriilt, hogy a jelen kisérleti elrendezésben a
korabban alkalmazott 1 és 10 pg/ml antitest koncentraciok mar szaturdlo értékek az ADCC
medialasaban, igy a dozisfiiggést az 1-100 ng/ml tartomanyban is megvizsgaltuk (16. abra).
Az ADCC hatékonysagaban a doézisfiiggd kiillonbségek az 1-20 ng/ml tartomanyban
mutatkoztak leglatvanyosabban, a 100 ng/ml d6zisok mar telitették az ADCC-t.

A normalizalt sejtindex gorbék végpontjai a taléld célsejtek ardnyat demonstraljak (16. b,
abra). A kezeletlenhez képest a csak-NK kezelés nem csokkentette szignifikdnsan a talélést
(p=0,34), igy korabbi moddszerekkel Osszehasonlitva a jelenlegi modszerben befolyasolja
legkevésbé az NK-sejtek alapaktivitasa a célsejteket. Ezzel szemben a csak-NK-hoz képest,
az NK mellett adott trastuzumab és pertuzumab antitest kezelések mind 1 ng/ml, mind
10 ng/ml koncentracioban jelentdsen csokkentették a tulélést (p < 0,01). Az eltérd antitest
koncentraciok kozott is kimutathaté szignifikans kiilonbség (p <0,02), a két kiilonbozo
antitest hatékonysdga statisztikailag hasonlonak mutatkozott, de az eredményekbdl az is
lathato, hogy a trastuzumab konzekvensen némileg hatékonyabban medialja az ADCC-t, mint
a pertuzumab, mind 1 ng/ml, mind 10 ng/ml koncentracidban.

Az impedancia alapt sejtadhézid mérés tehat a tobbi vizsgalt modszerrel nem detektalhatod
kiilonbségeket is kimutat, s6t, pontosan kvantitdl, ugyanakkor ezen mérési modszerben
befolyasolta az NK-sejtek alapaktivitasa legkisebb mértékben a célsejtek talélését.

Ezek miatt az impedancia alapi mérést valasztottuk tovabbi, az antitestek
hatdsmechanizmusénak ¢és farmakodinamikajanak megismerését célzoé in vitro ADCC

kisérleteinkhez.
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16. abra. ADCC vizsgailata impedancia alapu sejtanalizatorral. NK : célsejt arany 2,5:1.

a, A 3 perces idokozonként 4000 Hz-en mért ohmikus ellenallasbol szarmaztatott
normalizalt sejtindex értékek az id6 fiiggvényében. A kezelés a kisérlet 24. orajaban, a
mért ohmikus ellenallas plato fazisaban kezdddott, az abra csak a kezelés utani id6szakot
mutatja. Mindegyik gorbe legalabb 3 fliggetlen kisérlet, és kisérletenként legalabb 2 Iyuk
eredményeinek atlaga. A sav kozepén huzodo (sotétebb) vonal mutatja az atlagot, az
ennek mentén futd vilagosabb sav jelentése: = SEM.

b, Az a, abra gorbéinek végpont értékeit demonstraldo oszlopdiagram (+ SD). ns: nem
szignifikans. A jelzett p szignifikancia szinteknél az Osszehasonlitott csoportoknal az
egyik csoport (pl. Pr 1 ng/ml és Tr 1 ng/ml) minden tagja legalabb p < 0,01 (vagy akar
p <0,001) szignifikancia szinten is eltér a masik csoport (pl. Pr 10 ng/ml, Tr 10 ng/ml,
Tr + Pr 10-10 ng/ml) barmelyik tagjatol.
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L5. NK alapaktivitas PI/CFSE, PanToxiLux és impedancia-alapi mérések sordan

Az elébbiekben az ADCC mértékét az NK alapaktivitdsra normalva mutattuk be. Ugyanakkor
célszerlinek latszik Osszehasonlitani az egyes modszerekkel mérhetd NK alapaktivitdsokat is
az O0sszes mért adat alapjan. A csak-NK kezelt célsejtek tulélési adatait az azonos kisérlet
kezeletlen mintdira normalizaltuk, majd atlagoltuk (17. abra). Az NK-sejtek alapaktivitasa a
mérési modszertdl fliggetleniil azonos volt (p > 0,85) mindhdrom modszerben, tehat
feltehetdleg nem az egyes mddszerek miatt mutatkozo kiilonbségek okozzék, hogy az antitest
jelenlétét, ill. eltérd koncentraciot nem minden mérésfajtaval lehet detektalni. Ugyanakkor
érdemes megemliteni, hogy az NK alapaktivitds miatti sejtpusztulds az egyes modszereknél
kiilonboz6 behatési idok utan keriilt kvantitalasra, és a szuszpenzids modszerek esetén azonos
mértékil sejtpusztulas lényegesen rovidebb id6 alatt jelentkezett. Az NK alapaktivitdsok nem
elhanyagolhatdé SD-je azt is mutatja, hogy az aktivitdsok jelentdsen eltérhetnek az egyes
kisérletekben, igy mindig az aktualis csak-NK mintéara torténd normalizalas javasolhato, mint

,.kontroll”.

-
(3.}
1

_|
_|

Tulélés (csak-NK kezelés)
kezeletlenre normalva (£ SD)
o
o

e
o

CFSlEIPI PantTtlaxiLux Impedancia
17. dbra.NK-sejtek alapaktivitisa miatti citotoxikus hatas

Az egyes kisérletekben NK sejtek mellett mért tulélést a kezeletlen kontroll tilélésére
normalizaltuk, majd a hanyadosokat atlagoltuk.
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I1.
Anti-HER?2 antitestek hataismechanizmusanak és hatékonysaganak

vizsgalata

A trastuzumab ¢és pertuzumab antitestek hatdsmechanizmusanak egyik eleme az antitestfiiggd
sejtes citotoxicitas kivaltasa, ugyanakkor szamos sejtre fejtenek ki kdzvetlen bioldgiai hatést.
Az ADCC hatas elkiilonitéséhez sziikség volt a teljes trastuzumab és pertuzumab antitestek
mellett azok Fc rész nélkilli — azaz az Fc altal kivaltott hatdsmechanizmusoktél mentes —
fragmentumaikra. Bar az Fc résztdl mentesek az Fab és a F(ab’), fragmentum véltozatok is,
szamunkra az F(ab’), fragmentumok voltak sziikségesek, ugyanis kozvetlen biologiai
hatéasprofiljukban legkdzelebb allnak a teljes antitesthez, mivel bivalens fragmentumok 1évén
a receptorok keresztkotésére is képesek. Erre az Fab fragmentumok nem képesek.

A kereskedelmi forgalomban csak a teljes IgG trastuzumab és pertuzumab antitestek érhetdek
el, ezért ezekbdl kiindulva volt sziikség az F(ab’), fragmentumok eldallitdsara az

allatkisérletekhez sziikséges nagy mennyiségben.

F(ab’); fragmentumok elédllitasa

A teljes antitestekrdl az Fc részt agardz gyongyhoz kotott pepszines emésztéssel tavolitottuk
el, az emésztési folyamat optimalizdldsa sordn a pepszin-antitest keverékbdl 1 oOrds
1dokozonként vettiink mintat. Az emésztést Tris-sosavval allitottuk le. Az emésztett keverék
Osszetételét nem-redukalé SDS gélelektroforézissel vizsgaltuk (18.b abra). Az emésztés
iddtartamanak megfelelden a felso, teljes IgG-t tartalmazd sdv intenzitdsa az idovel ardnyosan
csokken, a keletkezett kisebb molekulastlyt F(ab’), fragmentumokat tartalmazo alsd sav
intenzitdsa nd. A savok integralt denzitdsabol kiszamitottuk az egész antitest és a F(ab’),
kozelité molaris mennyiségét, és ezekbdl az egyes idOpontokhoz rendelhetd szazalékos
emésztettséget (18.c, abra).

A tal hosszii emésztési idOtartam az antitestek talzott fragmentalodasdhoz, sériiléséhez
vezetett, mig a rovidebb idétartam sok emésztetlen Ig-t eredményez. Idedlis emésztési

id6tartamnak a 16 Orat valasztottuk.
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18. abra. F(ab’), el6allitasa pepszines emésztéssel

a, A trastuzumab IgG pepszines hasitdsa 37 °C-on.

b, A trastuzumab emésztési folyamatanak optimalizacidja soran a pepszin-antitest

keverékbol 1 oras id6kozonként kivett mintdkbol késziilt SDS gélelektroforézis

eredménye.

¢, A savok integralt denzitasabol szamitott egész antitest és a F(ab’), fragmentum
Az antitest tisztitashoz és a teljes antitestek és az Fab fragmentumok elvalasztasadhoz az
irodalomban agar6z vagy Sepharose gyongyhoz kotott protein A vagy protein G javasolt,
amely az antitest Fc részét megkoti, igy a keverék konnyen szeparalhato (75). Az F(ab’),
fragmentumok szaméra viszont nem voltak alkalmasak, mert az emésztett F(ab’),

fragmentumnak még megmarad némi affinitdsa az oszlophoz, igy a felvitt mennyiségnek csak

toredékét kaptuk vissza (19. abra).
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19. abra. A trastuzumab IgG és F(ab’), szeparaldsa protein A oszlopon
Az 18. abran bemutatott 11 oraig emésztett, 75%-ban F(ab’),-t tartalmazo
minta nagy része kotddott az oszlopon, és csak citrat elucioval lehetett
visszanyerni.

Emiatt a megfeleld méretli fragmentumok szeparalasara méretre és ionerdsségre optimalizalt
gélszlirést hasznaltunk. Trastuzumab esetén a Sephacryl S300 gyantaval toltott oszlop
mutatkozott leghatékonyabbnak. A mddszer részletes leirasat az ,,Anyagok ¢s modszerek”
fejezet tartalmazza. A nagy mennyiségli IgG-t tartalmazo frakciokat Gjra emésztettiik, a
kisebb IgG tartalmuakat koncentralas utan ujra futtattuk, a tiszta F(ab’).-t tartalmazokat pedig
toményitve és sterilre sziirve 4 °C-on taroltuk a kisérletekhez (20 abra). A 18., 19. és 20.
abrak a trastuzumab IgG antitesttel végzett emésztési folyamat eredményei. A pertuzumab
emésztése €s a pertuzumab F(ab’), szepardldsa a trastuzumabéhoz hasonléan zajlott, de a
szeparalast Superdex 200 gyantaval toltott oszlopon végeztiik, amelyen a teljes antitest, az

F(ab’), fragmentumok, és a kisebb fragmentumok jobban elvaltak.
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20. abra. A trastuzumab IgG és F(ab’); fragmentumok elvalasztisa gélsziiréssel
A frakciok Osszetételét nem-redukald SDS gél elektroforézist kovetd Coomassie BB
festéssel vizsgaltuk.

A vizsgalt antitestek ¢és alegységeik felhaszndlasa el6tt meg kellett bizonyosodnunk, hogy a
vart antitest F(ab’), fragmentumokat kaptuk-e meg. SKBR-3 sejtek sejtfelszini HER2
molekulait jeloltik az intakt IgG ¢és az F(ab’), fragmentumokkal, indirekt
immunfluoreszcenciaval, &ramlasi citormetrids méréssel (21. dbra). A hisztogram atlagértékei
alapjan a hattér intenzitdsokhoz képest sem a trastuzumab, sem a pertuzumab F(ab’):
fragmentumokon nem jel6l6dott az Fc rész, mig a teljes IgG antitestek Fc része jelolhetd volt.
Az F(ab’), fragmentumok jelenlétét a kdnnyli és nehéz lancot is felismerd A488-anti-human
(H+L) masodlagos poliklonalis antitesttel igazoltuk, mely az egész antitesteket is jol jelolte.
Az SKBR3 sejtek HER2 pozitivitasat direkt jelolt, a HER2-t mas epitopon felismerd 76.5 jelti

antitesttel igazoltuk.
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21. abra. Trastuzumab ¢és pertuzumab, valamint F(ab’); fragmentumaik kotodése
sejtfelszini HER2 molekulikhoz, és Fc résziik jelolhetosége
A HER2 molekuldk immunfluoreszcencias jelolése SKBR-3 sejteken tortént, a sdvok
az aramlasi citometrias eloszlashisztogramok median értékét mutatjak.
Tr: trastuzumab; Pr: pertuzumab; anti-humén Fc = Fc fragmentum elleni antitest; anti-
human (H+L) = kdnnyii és nehéz lanc elleni, direkt jeldlt antitest.
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A kiindulasi antitestek, illetve F(ab’), fragmentumaik specifikus antigén felismerd
tulajdonsagainak Osszehasonlitdsat kompeticios vizsgalattal végeztiikk (22. abra). SKBR-3
sejtek HER2 molekuldinak direkt immunfluoreszcencias jelolését végeztiik. A trastuzumab
F(ab’), fragmentumaval tizszeres feleslegben végzett jelolés utan a trastuzumab IgG telitd
koncentracioban 10 perc alatt nem tudott kdtddni a HER2-h6z, nem tudta leszoritani sajat
F(ab’), fragmentumat. Forditva, az el6szor felkotddd IgG utdn az F(ab’), nem jeldlt. A

vizsgalatot a pertuzumab antitestekkel is elvégeztiik.

Kettés kompeticios vizsgalat

Tr F(ab’), 600nM B TrF(ab),-A488
Tr F(ab'), 600 nM + Tr 60 nM Bl Tr-A647
Tr 60 nM
Tr 600 nM

Tr 600 nM + Tr (Fab’), 60nM

Tr F(ab'), 60 nM

I T T 1
Q N \QQQ ,@“Q
Fluoreszcencia (a.u.)
Kettés kompeticios vizsgalat
Pr F(ab'), 600nM B PrF(ab),-A488
Pr F(ab'), 600 nM + Pr 60 nM Bl Pr-A647

Pr 60 nM
Pr 600 nM

Pr 600 nM + Pr (Fab'), 60nM

Pr F(ab'), 60 nM

0-
%
7
2
%

Fluoreszcencia (a.u.)
22. abra. Az egész antitestek és F(ab’), fragmentumaik affinitisanak tesztelése kompeticioval

SKBR-3 sejtek HER2 molekulait a feltiintetett koncentracidju, Alexa Fluor 488 ¢és Alexa
Fluor 647 festékekkel direkt konjugalt antitesttel jeloltiikk szekvencidlisan. A savok az
aramlasi citometrias eloszlashisztogramok median értékét mutatjak. Tr: trastuzumab,
Pr: pertuzumab
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In vitro proliferdcios vizsgalatok

Az antitest kezelések in vitro proliferaciora gyakorolt hatasat ismerten eltérd érzékenységii
sejtvonalakon, MTT alapti modszerrel vizsgaltuk, 3 napos kezeléseket alkalmazva. A teljes
antitestek esetén a JIMT-1 sejtek ismert trastuzumab rezisztencidjanak megfelelé eredményt
gatolta. Az Fc rész eltavolitdsa nem okozott szdmottevd valtozast. Ez egyrészt alatdmasztja,
hogy az F(ab’), készitése soran nem keriilt sejtnovekedést befolyasold anyag a készitménybe,
masrészt latjuk, hogy a JIMT-1 sejtek intrinsic rezisztenciaja a kisebb F(ab’), antitest

fragmentumok esetén is fennall.

Tr
Tr F(ab'),
Pr
Pr F(ab'),

P tdd
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OD (= SD)
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23. dbra. A trastuzumab és pertuzumab, valamint F(ab’); fragmentumaik hatisa ismerten

srers

Az antitestek proliferaciogatld hatasat MTT alapt teszttel vizsgaltuk trastuzumabra
rezisztens JIMT-1 sejteken. Minden pont > 3 fliggetlen kisérlet atlaga a kezeletlen
kontrollra normalva + SD.
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A trastuzumabra érzékeny BT-474 sejtvonal esetén az egész trastuzumab és F(ab’):
fragmentuma a proliferaciét hasonld mértékben csokkentette, félmaximalis hatékony
koncentraciojuk nem kiilonbozik (ECsotr = 0,5 nM, ill. ECso1r Fav)2 = 0,8 nM, SEM =0,1)
(24. abra). A pertuzumab IgG a trastuzumabhoz képest kevésbé volt hatékony
(ECso prr@by2 = 7,2 nM, SEM = 2.2), viszont a beldle eldallitott F(ab’), egy nagysagrenddel
hatékonyabbnak bizonyult, félhatékony koncentracidja huszadéara csokkent (ECso pr= 0,4 nM,
SEM = 0,1) (24. abra).
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== Pr

—— PrF(ab),

OD (+ SD)
kontrollra normalizalt

O,C T | 1 1 1
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24. abra. A trastuzumab és pertuzumab, valamint F(ab’); fragmentumaik hatisa az in vitro
sejtproliferaciéra
Az antitestek proliferaciogatld hatasat MTT alapt teszttel vizsgaltuk trastuzumabra
érzékeny BT-474 sejteken. Minden pont > 3 fiiggetlen kisérlet atlaga a kezeletlen
kontrollra normalva + SD. A kezelések félhatékony dozisat a mérési pontokra illesztett
dozis-hatas gorbe alapjan hataroztuk meg.

HER? heterodimerizdacio vizsgalata FRET-tel

A pertuzumab F(ab’) nagyobb hatékonysaganak magyardzata lehet, hogy a kisebb F(ab’):
hatékonyabban t6lti be a pertuzumab eredeti funkciojat, a HER2 dimerizaciojanak gatlasat. A
dimerizaci6 mértékének vizsgalatdhoz mikroszkopos akceptor fotokioltasos Forster
(fluoreszcencia) rezonancia energiatranszfer modszert alkalmaztunk. A BT-474 sejteken a
HER2 mellett az EGFR taldlhaté meg nagy szamban a HER csalad tagjai koziil, és méréseink
Megvizsgaltuk, hogy az F(ab’), és az egész antitest mennyire képes az EGFR-HER2
heteroasszociaciot megbontani.

Az EGFR-HER2 heterodimerizaciot a pertuzumab kezelés némileg, a pertuzumab F(ab’)>

viszont kifejezetten csokkentette (25. 4bra).
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A pertuzumab dimerizaciot gatlé hatasa a HER2 dimerizacios karjdhoz vald kotédésével
magyarazhat6. Az Fc rész nélkiili forma, az F(ab’),, valdszintlileg a kisebb mérete miatt
kedvezobb sztérikus feltételekkel hatékonyabban gétolja meg a dimerizaciot illetve bontja
meg a mar kialakult EGFR-HER2 dimereket, és ez a mechanizmus magyardzhatja a

pertuzumab F(ab’) hatékonyabb in vitro proliferaciot gatlo hatasat.
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25. abra. A pertuzumab és pertuzumab F(ab’), EGFR-HER2 dimerizaciot gatlé hatasa
a, Az energiatranszfer térképet akceptor fotoelhalvanyitdsos modszerrel nyertiik. A donor
molekula fluoreszcencia intenzitdsa ndtt az akceptor kiégetése utan (felsd ket felvétel).
Az akceptor molekula fluoreszcencidja a kiégetés utan megsziint (also két felvétel).
Jobboldalt az ezen felvételekbol szamitott FRET hatasfok szinkodolt képe lathato.
b, A FRET térképbdl szamitott atlagos FRET hatasfokot a pertuzumab F(ab’),
szignifikansan csokkenti a kontrollhoz és a pertuzumab kezeléshez képest is (p < 0,05).

A kombindlt antitest kezelés hatdsa az in vitro sejtproliferdciora

A teljes antitesteket és F(ab’), fragmentumaikat kombinacidban alkalmazva is megvizsgaltuk
proliferaciéra kifejtett in vitro hatdsukat. A JIMT-1 sejtek esetén, hasonléan az Onalloan
alkalmazott antitestekhez, sem az egész antitestek, sem F(ab’), fragmentumaik kombinacidja

nem csokkentette a proliferaciot, a sejtvonal intrinsic rezisztencidja érvényesiilt.
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Az antitest-terapiara érzékeny BT-474 sejteken a kombindlt kezeléseket részletes dozis-
fliggésben vizsgaltuk (26. dabra). Az alkalmazott (logaritmikus) doézistartomanyok
szimmetrikusan helyezkedtek el a 25. abra eredményeibdl meghatarozott félhatékony dézisok
kortil. Mind az IgG, mind az F(ab’); kezelések soran a két antitest kombinacidjanak
alkalmazasaval az Onalléan alkalmazott antitest maximalis gatldsanal erdsebb hatds volt
elérhetd. Az azonos gatlast kifejtd kombinaciokat megjelenitd — azonos szinli — izobdl savok
egyenesen huzodnak a két (6nalld kezelést jelentd) végpont kozott, tehat a kombindcios hatas

additiv, de nem szinergista.

antiproliferativ hatas
o o
(O

A fliggdleges tengelyen a kezelések okozta relativ proliferacidogatlast abrazoltuk, azaz, hogy
milyen aranyban csokkent a proliferacid a kezeletlen kontrollhoz képest. Az x ¢és y
tengelyeken az alkalmazott trastuzumab ¢és pertuzumab illetve F(ab’), fragmentumaik
koncentracigja lathatd. Az als6 abrak a fels6, mérési adatokat megjelenitd abrakbol késziilt 3
dimenzios simitott diagramok feliilnézeti képei.

A fekete pontok a mérési pontokat jelentik, melyek koziil a 3D abrakon a szines diagramsik
az alatta 1év0 pontokat eltakarja. A 2D feliilnézeti képen — az eltéré sikok miatt eltérd
kontraszttal — az 6sszes mérési pont kiveheto.
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Az in vivo daganatellenes hatds vizsgdlata

A vizsgalt antitestek és azok F(ab”), fragmentumainak in vivo hatasat SCID egérbe szubkutan
xenotranszplantalt JIMT-1 tumor sejteken vizsgaltuk.

A kezeléseket hatdsossaguk alapjan harom csoportba oszthatjuk (fekete; kék-zold; piros) (27.
abra). A csoporton belill a kezelések hatékonysdga egymashoz képest statisztikailag nem
kiilonbozd, de a csoport minden tagja statisztikailag szignifikdnsan eltér a tobbi csoport
barmelyik tagjatol.

A kontrollhoz HEPES pufferrel kezelthez képest a trastuzumab és pertuzumab antitestek
gatoltdk a xenograftok novekedését, mely megegyezett munkacsoportunk korabbi
eredményeivel. A két antitest hatékonysaga kozott kiilonbség nem volt lathato. A két
antitestetet kombinacioban alkalmazva — a monoterapidban hasznélt dozisaikban —, a tumor
novekedése jelentdsen csokkent a monoterapidhoz képes. Ezzel szemben sem a trastuzumab
F(ab’),, sem a pertuzumab F(ab’), fragmentumok, sem ezek kombinaciéi nem csokkentették
az in vitro rezisztens JIMT-1 tumorok novekedését a kezeletlen kontrollhoz képest.

Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az egész antitestek in vivo hatdsmechanizmusaban az Fc
rész jatszik jelentds szerepet. Az immunhianyos SCID egerekre jellemzd, hogy az NK-sejtjeik
érettek és funkcidjuk nem gatolt, igy az Fc részén keresztiil megvalosulo ADCC
feltételezhetd. Ez a feltételezés dsszhangban van a JIMT-1 sejtek HER2 ellenes antitestekkel
szemben in vitro tapasztalt intrinszik — biologiai — rezisztencidjaval, és az antitestek ADCC-t

kivalté szerepét hangsulyozza.
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27. abra. Anti-HER2 antitestek és F(ab’), fragmentumaik in vivo tumor névekedést gatlo
hatasa.
Az antitestek és F(ab”), fragmentumaik in vivo tumorellenes hatasat SCID egerek bore ala
xenotranszplantalt JIMT-1 tumorokkal vizsgaltuk.
A kontrollhoz képest sem a trastuzumab F(ab’),, sem a pertuzumab F(ab’),, sem
kombinacioik nem csokkentették a tumor novekedését. A trastuzumab és pertuzumab teljes
antitestek monoterapiaban alkalmazva szignifikansan csokkentették a daganat méretét (21.
naptol, p < 0,05), és a két antitest hatasa egymastol statisztikailag nem tér el.
A két teljes antitest kombinacioban adva jelentdsen lassitja a tumor ndvekedését a
monoterapias csoportokkal szemben is (trastuzumabhoz és pertuzumabhoz képest rendre a
38. illetve 42. naptol, p < 0,05).
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Ex vivo szovettani analizis

A kezelések in vivo tapasztalt daganatellenes hatdsdnak tovabbi vizsgalatdhoz az allatok
termindldsa utdn azokat felboncoltuk. A boncolds sordn a f6 ¢letfontossagu szerveket
makroszkoposan vizsgaltuk, ezeken koros elvéltozast nem tapasztaltunk. A xenograft
daganatokat fagyasztottuk, és mikroszkopos vizsgélatnak vetettiik ala.

A xenograft daganatokbodl késziilt metszetekben a JIMT-1 sejteket a human HER2, mig az
NK-sejteket a CD45 specifikus immunfluoreszcencias jelolésével azonositottuk. Egér NK-
sejtnek a CD45 pozitiv, HER2 negativ, koriilbeliil 7-10 pm-es, sejtmaggal bir6 képleteket
definialtuk (28. &bra). Az immunfluoreszcencias jelolést a ,,Tumor xenograft metszetek ¢és
immunfluoreszcens jelolésiik” fejezetben foglaltaknak megfelelden végeztiik.

A 14 um széles metszetek vizsgélatat Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézerpasztazod mikroszkoppal
végeztiik, a metszet kozépsd 10 um-es savjat 3 konfokalis szeletben vizsgalva, mely lehetdvé

tette a kisméretli, mérsékelt fluoreszcencia intenzitdsit NK-sejtek detektalasat.

A metszetek vizsgalatakor feltlint, hogy a xenograft sz¢li részei NK-sejtekben disak, mig a
metszet — a daganat — kozépso teriiletein NK-sejteket ritkabban talaltunk. Megvizsgaltuk tehat
az NK-sejtek szamanak a penetracid meélységétdl valo fiiggését, és az egyes kezelések
eredményeit dsszehasonlitottuk (29. dbra). Az NK-sejtek siirlisége mindegyik kezelés esetén a
sz¢€li teriileteken volt a legnagyobb. A tumor periférids teriiletein az egy latotérre esé NK-
sejtszam a kezeléstdl nem fligg, viszont az egyes daganatoknal — valdsziniileg az egerek
kozotti NK-sejtszam eltérés, a xenograft pontos in vivo lokalizacidja, érellatdsa stb. miatt —
egymashoz képest jelentds szorast mutatott. Az Osszehasonlithatosdg érdekében az egy
latotérre es6 NK-sejtszamokat az ugyanabban a metszetben a daganat periférids részein
talalhatd NK-sejtszamra korrigaltuk. Ez lehetdvé teszi, hogy a széli teriilethez viszonyitott
NK-sejt denzitas aranyat vizsgaljuk a metszet belseje fel¢ haladva, és az egy kezelési
csoportba tartozd daganatokbol késziilt metszetek eredményeit atlagolhassuk, a kezelési
csoportokat pedig 6sszehasonlitsuk.

A trastuzumabbal és a pertuzumabbal kezelt tumorokban is nagyobb volt az NK-sejtek
stirlisége a kontrollhoz képest, a trastuzumab és pertuzumab kombindlt adasa pedig még
nagyobb NK-sejt denzitast eredményezett. Megfigyeltiik, hogy a kombinalt IgG kezelésnél
az NK-sejtek mélyebbre tudtak hatolni a tumorba, és abban hosszabb és szélesebb
szovethianyokat hoztak létre.

Az NK-sejtek szdman kiviil arra utalé megfigyelésiink is volt, hogy az IgG és kombinalt IgG

kezelés soran az NK-sejtek nem csak nagyobb szdmban vannak jelen a daganatban, de
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csoportba oszthattuk. A HER2-pozitiv sejtekkel kapcsolatban 4ll6, feltehetdleg 616 szinapszist
képz6 NK-sejtek laposak, a daganatsejt felszinére lapultak, mig a tumorsejtektdl tavol 1évo
NK-sejtek kerekek, nem alakitanak ki szinapszist. A lapos/kerek NK-sejt arany a trastuzumab
F(ab’)-vel kezelt daganatban 0,48 volt, mig az IgG monoterapidban (trastuzumab vagy
pertuzumab) 1,17. A kombinécios kezelésben ennél is magasabb, 1,68-as aranyt kaptunk. Az
NK-sejt denzitds aranyokon feliil a lapos/kerek NK-sejtek aranya is alatdmasztja az IgG

kezelések ADCC-t kivaltdé funkcidjat, amennyiben azok az éppen aktiv és nem-aktiv NK-
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28. abra. JIMT-1 xenograft tumorok ex vivo immunfluoreszcencias jelolése
A JIMT-1 sejteket HER2 antigénjeit
HER2, NK-sejt (CD45), sejtmag. Latotér: 225 x 225 uym
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29. abra. JIMT-1 xenograft tumorok ex vivo szévettani analizise az NK-sejtek eloszlasanak
meghatarozasahoz
Az egy latotérre es6 NK-sejtszamokat az ugyanabban a metszetben a daganat sz¢li
részén talalhato NK-sejtszamra korrigaltuk €s ,,one site competition” fiiggvénnyel
illesztettiik.
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Az in vitro ADCC vizsgdlata
Az effektor NK-sejtvonal funkciondlis miikodésének megjelenitéséhez eGFP-t és nagy
affinitasi CD16 receptort kifejez6 CD16.NK-92 sejtek ¢és JIMT-1 sejtek kokultirajat

crer

mellett (30. &bra).

30. abra. Az NK-92 sejtek altal in vitro 1étrehozott ,,0616”-szinapszis vizsgalata konfokalis
mikroszkoppal
piros: HER2; z6ld: eGFP-t kifejez6 NK-92 sejtek; kék: CD16. Latotér: 60 um x
60 pm.

Az in vivo észlelt kombindcios hatds kvantitativ kiértékelésé¢hez az ADCC in vitro vizsgalatat
végeztiik el az in vivo kisérletben is hasznalt JIMT-1, valamint nagy affinitasa CD16 receptort

kifejez6 NK-92 sejtvonallal.

Az impedancia alapu sejtanalizatorral végzett ADCC modszerrel eldszor meghataroztuk azt
az antitest koncentraci6 tartomanyt, amiben ADCC mar kialakul, de még dézisfiiggést mutat.
A 31. abran lathato, hogy 6,6 pM antitest koncentraciéo mar detektalhatd sejtolést medialt NK-
sejtek jelenlétében. A 67 pM koncentracid trastuzumab esetén mar 90% kortili hatékonysagu
sejtolést valtott ki (31. b, dbra), mig az ennél nagyobb koncentracidk maximalis 6lést valtottak
ki (31. b, abra). Az antitestek magukban, NK-sejtek hozzaadasa nélkiil, nem okoztak a target
sejtek pusztulasat.

Annak érdekében, hogy vizsgalhassuk a kombindciés kezelések hatékonysagat a
allitottuk be, a kombinécios kezeléseknél pedig az egyes antitestek koncentricidja ennek
megfeleld (6,6 és 67 pM) illetve ennek fele volt (3,3 illetve 33 pM). Az F(ab’), antitestek
kombinaciojat és részletes dozisfiiggését nem vizsgaltuk, mivel azok Onmagukban nem

eredményeztek ADCC-t (15. és 27. abrak).
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Az eredmények azt mutattdk, hogy mind a trastuzumab IgG, mind a pertuzumab IgG
dozisfiiggd modon eredményezett ADCC-t, és ezaltal csokkentette a sejtindexet. A

pertuzumab némileg kevésbé volt hatékony a trastuzumabhoz képest. A kombinacids

c sy

crer

(6,6 pM vagy 67 pM), a citotoxicitds megegyezett. A kombinacidban, amennyiben az Osszes
koncentracio az egyedi kétszerese volt, nem szaturaldé koncentracional (6,6 pM + 6,6 pM) a
kétszeres koncentraciojii 6nalld kezelésnek megfeleld atlagos hatékonysagot adta. Az ECso
értekeket Hill-egyenlettel meghatarozva a kombinalt kezelés ECso értéke 6,1 pM, szemben az
onallo kezelés 12,0 pM (trastuzumab) és 11,5 pM (pertuzumab) értékeivel, ami az additivitast
tdmasztja ala.

Szaturalé koncentraciondl (67 pM + 67 pM) a kombinacid nem okozott szignifikdns hatas

novekedés.

100+

= 150
T

p < 0,001 Pr
1004 = Tr+%Pr

B Tr+Pr 504

- Tr
Pr
- Tr+Pr ECg)=6,1 pM

ECg) =120 pM

ADCC hatékonysag
maximalis %-a

S
SRR

ADCC hatékonysag (%
maximalisra normalva

o
L

6,6 pM 67 pM 0,01 0, 1 10 100 1000 10000 100000
antitest koncentracio koncentracié (pM)

a, b,
31. abra. A trastuzumab, a pertuzumab és kombinacidéjuk altal kivaltott in vitro ADCC

kvantitativ jellemzése
A JIMT-1 sejteken HER2 ellenes antitestek altal kivaltott ADCC hatékonysaganak

populacioszintii (90.000 JIMT-1 sejt/lyuk) vizsgalata NK-92 effektor sejtekkel, ECIS
Z0 impedancia alapt sejtanalizatorral tortént. Az effektor / target sejtardny minden
esetben 2,5:1 volt.

a, A kontrollra normalizalt sejtindex gorbék végpontjaibol, > 3 fliggetlen kisérlet és
kisérletenként > 2 replikatum eredményeinek Osszegzése utan, a legnagyobb (telitett)
6lohatasra normalt ADCC hatékonysag.

b, A trastuzumab, pertuzumab ¢és kombinacidik altal kivaltott ADCC hatékonysag
fliggése a koncentraciotol. A koncentraciok logaritmikus skalan, a mérési adatokra Hill
egyenletet illesztettiink, mely meghatarozta az ECs értékeket.

A hibajelek a SEM értékeket mutatjak.
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Kovetkeztetések

A kisérleti modellrendszeriink miatt felmeriilt az igény az immunrendszert leképezd és
kvantitalhatd in vitro kisérleti modszerekre, a radioaktivitas mellozésével. Kisérleti
modszerfejlesztésiink célja a letapadd célsejtek szamara idedlis nem-radioaktiv in vitro
kisérleti médszer megtalalasa és validalasa volt. Ehhez szdmos modszert hasonlitottunk 6ssze,
de kihagytunk technikailag nagyon bonyolult ,kit’-eket, melyek modositott sejteket
igényelnek (TAG-Lite Assay [Cisbio], ADCC Reporter Bioassay [Promegal]).

legfontosabb elvarés a sejttipusok elkiilonitése. A felszabaduldsos (release) vizsgalatokban —
akar radioaktiv, akdr nem — az elkiilonités a célsejtek megjeldlésével, ,,jeloldanyaggal
feltoltésével” torténik a kisérlet elején. A jeloldanyaggal vald feltoltés Onmagéaban is
befolyasolhatja a célsejteket (pl. életképesség csokkenése), de a jeloldanyag spontan
felszabadulésa is csokkenti a mddszerek szenzitivitdsat és a kisérlet reprodukélhatosagat. Ezt
tapasztaltuk mind a FDA, mind a CFSE jel6lés esetében. Ezen tilmenden a célsejt populacion
beliil a valtozo ABC-transzporter expresszid ¢és aktivitas a célsejtek jelolodésében is
heterogenitast okozhat.

Mas, gyakran hasznalt felszabaduldsos vizsgalatokrol, példaul a disszocidcid-erdsitett
lantanida fluoro-immuno teszt (DELFIA) tipusi modszerekt6l sem varhatunk mast, mint a
FDA felszabadulas modszertdl a til korai, nem kontrollalhaté felszabadulas tekintetében, még
akkor sem, ha nagyobb szenzitivitast igérnek. A hasonlo elven alapulé endogén GAPDH
felszabadulason alapuldé mddszerhez szamos ,.kit” elérhetd, de kimutattak, hogy a GAPDH
teszt az ¢letképességben bekdvetkezd valtozasokat csak sziik tartomanyban tudja vizsgélni, és
ott sem feltétleniil linedris (11). Emellett, mivel endogén markerrdl van szo, az 6ldsejtekbdl
felszabadul6 GAPDH szintén nagymértékben befolydsolhatja az eredményt. Nem csak a
GAPDH felszabadulds mérésére, hanem valamennyi felszabaduldson alapuld tesztre igaz,
hogy a célsejtek aktudlis metabolikus allapota, az azokat ért korabbi hatidsok jelentOsen
modosithatjdk az eredményt, novelhetik a fiiggetlen mérések kozotti kiilonbségeket.

A gyakran sejthaldl indikatorként hasznalt propidium-jodid se nem szenzitiv, se nem
specifikus az ADCC kivaltotta sejthalalra. A PanToxiLux a hasonl6 kaszpaz aktivitast mérd
tesztekkel egyiitt mar az ADCC kezdeti intracellularis 1épéseit érzékeli, szenzitivitasa ¢€s

specificitasa jobb.
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De ezen modszereknél is fenndll, hogy szuszpenzioban kell tartanunk a sejteket, ami a
letapadd célsejtek szdmara nem fizioldgias dallapot, befolyasolhatja az ¢életképességet,
szenzitivitast, és ami a célzott terdpia szamara talan legfontosabb, a sejtfelszini molekulak
megjelenését, megcélozhatdsagat. A célsejtek pusztuldsa utan azok fragmentalddasa, valamint
a szuszpenzidban tartds miatt bekovetkezd spontdn sejthalal is befolyasolhatja a kisérlet
eredményét.

A megvizsgalt modszerek koziil az ECIS Z® impedancia alapu valds idejii sejtanalizatorral
végzett ADCC vizsgalat rendelkezett a legnagyobb szenzitivitassal és volt a leginkabb
kvantitalhato.

Az impedancia mérésén alapulo, jelolésmentes technologidk lehetdvé teszik a kisérleti
rendszer folyamatos kovetését, megengedve tobbek kozott a kitapadés, szétteriilés,
proliferacioé és sejthalal vizsgdlatat. Ezen modszerek azt is lehetdvé teszik, hogy csak a
letapadd célsejtrél nyerjiink informaciot, a szuszpenzidban maradé NK-sejteket kizarjuk a
mérésbol. A mérés nem befolyasolja a rendszert, igy lehetévé valik az ADCC folyamatos,
valdés idejli monitorozasa. Letapado célsejtek esetén az in vitro ADCC pontos kvantitativ
vizsgalatahoz tehat az impedancia alapu sejtanalizatort javasoljuk az alabbi okok miatt:

- A letapadva nové célsejtek masképp viselkedhetnek szuszpenzidban tartva. A célzott
molekuldk mobilisabbd valhatnak, vagy a klinikailag fontos, antigént elrejtd
mechanizmusok eltinhetnek (76).

- Az impedancia mérés kevésbé van hatdssal a célsejtekre, mint a szubsztrattal valod
feltoltés.

- Az effektor sejtek nem tapadnak le, igy nem befolydsoljak az impedancia mérést.

- A modszer a végleges, sejtpusztulast eldidézé hatasokat méri a célsejteken, mert csak

s

s

mennyiségével ardnyos paramétert mériink, az elpusztult célsejtek fragmentalodasa és
mérhetetlenné valdsa nem zavarja a kisérletet.

- Az ADCC iddbelisége vizsgalhato és jol kvantitalhato, az ADCC kismértéki valtozasa
(koncentraciofiiggése, a kiillonbozd antitestek hatékonysaga) is detektalhato, igy a

kezeldagensek, terapids modok dsszehasonlitd elemzésére is alkalmas.

Az 0Osszes in vitro ADCC mérési modszerre igaz, hogy az NK-sejtek antitest nélkiili

alapaktivitdsat nem lehet figyelmen kiviil hagyni, és minden kisérletben kontrollként az
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antitest nélkiil adott NK-sejteket kell kontrollként alkalmazni, a tobbi mérést azok
hatékonysagara kell korriglni/normalizalni. Tapasztalatunk szerint ez az alap-aktivitds
periférids vérbdl izolalt mononuklearis sejtek esetén rendkiviil valtozékony lehet, igy

megfeleld sejtvonal alkalmazasa tovabb pontosithatja a mérést.

Az impedancia alapu modszer szuszpenzidban novo célsejtek esetén is alkalmazhatd, de a
célsejtek feliilethez vald rogzitését igényli. Emiatt szuszpenzidban novo célsejtek esetén a
PanToxiLux teszt és rokon modszerek hatékonyabbak lehetnek az ADCC radioaktivitas-
mentes in vitro mérésére, hiszen kevésbé modositjak a célsejtek membran- és citoszkeletalis

struktarajat.

Tovabbi munkank sordn igy az ADCC vizsgélatdra az impedancia mérésen alapuld modszert
alkalmaztuk, és a nagy affinitasi CD16 receptort kifejezd CD16.NK-92 sejtvonalat
hasznaltuk effektorként.

A kisérleteink f6 célja az volt, hogy megvizsgdljuk, a trastuzumab ¢és pertuzumab
kombinacidja eldényt jelent-e a HER2 pozitiv daganatok kezelésében, szem eldtt tartva a
trastuzumab rezisztens daganatokat is, ami az emldrakos esetek akdr tobb mint 50%-at is
jelentheti (51,57). A kombinacié hatékonysagat annak hatdsmechanizmusanak tisztdzasaval
kivantuk egyértelmiisiteni. Az antitestek direkt biologiai (jelatviteli) és ADCC-t kivaltd
hatésai kozott az elkiilonités a trastuzumab és pertuzumab teljes antitestek, valamint F(ab’)>

fragmentumaik dsszehasonlito vizsgalataval valt lehetségessé.

Az Fc rész eltavolitdsahoz pepszin-agardzos emésztést optimalizaltunk. Igazoltuk, hogy az
F(ab’), fragmentek

az Fc specifikus immunfluoreszcencias jeldléssel nem jelolhetok,

a HER2-hoz a teljes antitestekhez hasonld erdsséggel kotddnek,

in vitro proliferaciot gatld hatasa az egész antitestéhez hasonld, vagy nagyobb

mértékii a BT-474 sejteken
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ADCC-t nem valtanak ki sem in vitro, sem in vivo.
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A modellrendszereink lehetové tették, hogy a két antitest kombinacidjanak direkt biologiai
hatasat kvantitalhassuk a kiilon-kiilon adott antitestekre in vitro 6nmagéban érzékeny BT-474
sejteken. Az izobdl gorbék azt mutattdk, hogy az antitestek kombindacioja additiv hatést fejtett
ki az IgG és F(ab’), fragmentumok esetén is. A két antitesttel elérheté maximalis hatés
nagyobb volt, mint barmelyik antitestet egyediil alkalmazva. Ez azt tdmasztja al4, hogy a két
antitest eltéré hatdsmechanizmussal befolyasolja a HER2 jelatvitelt: trastuzumab esetén a
HER2 leszabalyozassal (77), pertuzumab estén a dimerizaci6 gatlassal (63), melyek

egymastol fiiggetleniil képesek a sejtnovekedést gatolni.

Bér semelyik antitest, F(ab’), fragmentum, vagy kombinacié sem tudott in vitro kozvetlen
biologiai hatast kivaltani a JIMT-1 sejteken, a teljes antitestek képesek voltak ADCC-t
medialni in vitro és in vivo is.

Az in vitro eredményeknek megfelelden a JIMT-1 xenograftok in vivo ndvekedését az F(ab’):
fragmentumok nem csokkentették, nem tudtak ADCC-t kivaltani. A trastuzumab ¢és a
pertuzumab egyenértékli daganatellenes hatdst mutattak. A trastuzumab altal kivaltott hatas a
korabbi kisérleti eredményeinkkel Gsszehangban van (56). A felhasznalt SCID egerekben
makrofagok és neutrofil granulocitak funkcidja és szama a gyartd (Fox Chase) leirdsa alapjan
normalis. Koziiliilk az antitesten keresztiili effektor folyamatokban az elsddleges, NK-sejtes
hatdson tal a makrofagok szerepe meriilt fel hangsulyosabban az antitestfliggd sejtes
fagocitozis (ADCP) folyamata miatt. Mivel a terdpiaban hasznalt IgG antitestek affinitdsa a
makrofagok Fcy receptoraihoz jelentdsen kisebb, mint az NK-sejtek FcyRIII receptoraihoz
(78), az alkalmazott antitestek klinikai hatdsa, és egyben a modellrendszeriinkben kifejtett
hatédsa is végsdsoron az ADCC-ben manifesztalodik, a tobbi CD16 alapu hatas kisebb
affinitdsu receptorokon keresztiil zajlik, ¢és jarulékosnak, hattér jelleglinek, vagy
ambivalensnek tekinthetd.

Az in vivo eredmények alapjan az ADCC a terdpids antitesteknek egy értékes
hatasmechanizmusa, mellyel in vitro trastuzumab-rezisztens, HER2-pozitiv daganatoknal is
szamolhatunk. Az antitestek kombinacios alkalmazasa jelentésen hatékonyabb lehet.
Megmutattuk, hogy a kombinacioés kezelés ndveli a daganatot infiltrdlo, valamint a
daganatsejteket aktivan megtamado NK-sejtek szamat, és ez forditott korrelacioban van a
tumor progresszidjaval és méretével.

A kombinaci6 ADCC-t fokoz6 hatasanak vizsgalatdhoz az ADCC antitest
koncentraciofiiggésének vizsgalatat is elvégeztiik in vitro. Ugyanazon JIMT-1 sejteket

hasznalva azt tapasztaltuk, hogy a két antitest az ADCC-t nem-szaturalé koncentracioinal

66



additivan viselkedett, de szaturald koncentracioknal, amikor a maximalis ADCC-t mar kiilon-
kiilén is elérték, nem tudott még hatékonyabb ADCC-t 1étrehozni. Ez magyarazhato azzal,
hogy az ADCC-t kivaltd hatds de facto mindkét antitest esetén ugyanugy, az Fc részen és az
NK-sejtek Fcy receptorain keresztiil torténik, és a mechanizmus telitddik, amikor elegendd
Fcy receptor gytilik az immunolodgiai 616 szinapszisba.

Mivel az in vivo kezeléseknél is legalabb additivitast észleltiink, igy valoszini, hogy az in
vivo alkalmazott dozisok nem voltak telitdek. Ennek egyik legvalosziniibb oka, hogy az 5
mg/kg antitest dézis a tumorban nem ér el szaturdldo koncentracidt (79). Bar nehéz
megbecsiilni a pontos szoveti antitest szinteket (79,80), a doézisok a klinikai terdpidhoz
hasonloak, sdt, az egerek oltasat gyakrabban (hetente kétszer) végeztiikk, mig a kezelés a
klinikumban kéthetente vagy ritkdbban torténik, emiatt a klinikumban az egérben elért
szovetszinteknél is alacsonyabb lehet az antitest koncentracio.

Tovabbi befolyasolo faktorok, amiket figyelembe kell venni az in vivo alacsonyabb NK-sejt:
célsejt arany, az in vivo természetes NK-sejtek alacsonyabb FcyRIII receptora az in vitro
rendszerlinkben haszndlt nagy affinitdst CD16.NK-92 sejtek receptorahoz képest. Ezek
kozosen mind hozzajarulhatnak a csokkent ADCC szaturdcidhoz in vivo, és hogy a két

terapids antitest dozis kombinacidban in vivo additiven hat.

A JIMT-1 sejtek in vivo trastuzumab és pertuzumab érzékenységével kapcsolatban fontos
megemliteni munkacsoportunk kordbbi kisérleteit, miszerint a JIMT-1 sejtek trastuzumab
rezisztencidja in vivo is ténylegesen kialakul. A JIMT-1 sejtek intrinszik rezisztencia
mechanizmusai koz¢é tartozik a magas mukoszialoprotein (MUC4), CD44 ¢és hialuronsav
expresszio (55,59,81), mely nehezen penetralhatd extracelluldris matrixot eredményez,
megakadalyozva a terapias antitest kotddését, és ily modon lehetetlenné téve annak kozvetlen
biologiai hatdsait. Ez, amellett, hogy részben magyardzza a JIMT-1 sejtek in vitro
trastuzumab rezisztencidjat, in vivo is ellenalloképességet kolcsondz a novekvd daganatnak. A
trastuzumab kotodés gatlasa onmagéaban is meghiusitja az ADCC mechanizmusat, de az is
felvethetd, hogy az NK-sejtek nem képesek felismerni az esetleg mégis bekdtddott antitest Fe
részét, igy nem aktivalodik az 61ési mechanizmus.

Kisérleteinkben azt hasznaltuk ki, hogy a frissen feltripszinezett JIMT-1 sejtek s.c.
injekcidjakor a kifejlett extracellularis matrix még nincs jelen, de az antitest kezelést mar
elinditottuk. Ezaltal jelentés mértéki ADCC-t tudtunk kivéltani, mely csokkentette a
daganatok novekedését. A tumorok ndvekedésével parhuzamosan azonban a fejlett ECM ¢és

altala a szterikus gatlo hatas fokozatosan kialakul, s igy kb. 250 um?3-es daganattérfogat
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elérése utdn az antitesttel monoterapidban vagy akar kombinédcioban kezelt daganatok is
ugyanolyan iitemben ndének, mint a kezeletlen daganatok. A daganatellenes hatds tehat a
rezisztens JIMT-1 daganatok esetén a kis térfogati/nagysagu daganatoknal jelentdsebb. Ez a
valos korlilmények kozott a vérben keringd és tavoli teriileteken megtapadd disszeminalt
daganatsejtek (mikrometasztazisok) esetén fontos, mert az eredmények alapjan (55) a HER2
ellenes antitestek ezen keringd és disszeminalt tumorsejtekhez ECM hijan konnyen koétddnek,
¢és azok pusztuldsat okozzak ADCC-n keresztiil. Mindez pedig akkor is igaz, ha a primer
daganat (mar) antitest terapiara rezisztensnek mutatkozik, és a jelenlegi protokollok alapjan a
kezelés nem folytatando. Tekintve, hogy a trastuzumab-pertuzumab kombinaci6é additivan
hatékonyabba teszi az ADCC-t, alkalmazadsa nem csak a tumor novekedési litemét csokkenti,
késleltetve ezzel az antitest-rezisztencia kialakuldsat, hanem ezt kovetden is hatékonyabban

gatolja a tumorsejt disszeminéciot, mint a monoterapiak barmelyike 6nalloan.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a HER2-ellenes antitestek altal kivaltott ADCC
hatékonyan veszi fel a HER2 pozitiv daganatokkal a harcot, még trastuzumab rezisztencia
esetén is, ami az esetek akdr 50%-at is jelentheti (51,57). Mivel a maximalis
toleralhato/klinikailag engedélyezett dozisoknal mind a direkt bioldgiai hatdsok, mind az
ADCC esetén additivitast észleliink az antitestek ko6zott, a trastuzumab és a pertuzumab
egyiittes alkalmazésa a legjobb valasztds minden HER2-pozitiv daganatban. Kiilondsen igaz
lehet ez, ha rezisztencia kialakuldsat észleljiik, mert a két antitest egyiittes addsaval elért
magasabb antitest koncentracid, valamint az eltérd antitest kotéhely miatt a beteg sajat NK-
sejtjeinek hatékonysagat novelhetjiik. Ha a daganat trastuzumabra érzékeny, akkor az eltérd
molekularis hatdsmechanizmus miatt a két antitest kozvetlen biologiai hatékonysaganak
additivitdsa hozzdadodik a megnovekedett ADCC hatashoz is. A két additiv hatas
alatamasztja a klinikai biomarker analizisre fokuszalo CLEOPATRA tanulmanyt, ami feltarta,
hogy a HER2 az egyediili marker, ami a betegek kivalasztasdhoz sziikséges, és hogy csak a
HER2, HER3 ¢és PIK3CA volt relevans prognosztikai faktor (82).

Ha az additivitést tagabban értelmezziik, felmertil, hogy érdemes lehet tovabbi molekuldrisan
célzott terapias agensekkel bdviteni a HER2-pozitiv tumorok kezelési spektrumat. Ezek koziil
a lapatinibet, egy kettds (HER2 ¢és EGFR) tirozin kindz inhibitort, sikeresen alkalmaztak
kemoterapidval kombinacioban, és alkalmazasat a FDA is engedélyezte (83). Az EPHOS-B
randomizalt tanulmdnyban a lapatinib és a trastuzumab egyiitt jelentdsen csokkentette a
HER2-pozitiv daganatok novekedését mar 11 nappal a diagnoézis utdn, ami a trastuzumab

monoterapidhoz képest eldnyt jelentett: patologiailag teljes valasz 11%-ban volt
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megfigyelhetd a 0%-kal szemben, és minimalis reziduélis betegség a betegek 17%-ban volt a
3%-kal szemben (84). A kombinaci6 elénye valdsziniileg abbol fakad, hogy alternativ titon, a
mechanikai hozzaférhetdségtdl fliggetleniil gatoljdk a HER2 ¢és EGFR fehérjék kinaz
aktivitasat, még azon sejtekben is, amelyekhez a trastuzumab nem tud jol kotddni, vagy a
HER2 leszabalyozasa nem sikeres. Ez a kiegészitd hatas forditva is miikddik, a trastuzumab
hozz4adasa a lapatinib monoterapidhoz novelte a teljes tulélés medianjat 4,5 honappal (85).
Ennek fényében a lapatinib, trastuzumab ¢és pertuzumab tripla kombinaciéo még hatékonyabb
lehet, mint a trastuzumab ¢és pertuzumab kombinécioja, bar a kindzgatlas, legfoképp az EGFR,
hosszitavua toleralhatosaga probléma lehet (86).

A HER2-pozitiv daganatok esetén az antitestek kombinacios addsa mar a kezdetektdl
Osszességében biztonsagosnak és jotékony hatastnak tlinik, melyet jelenleg a 3. fazisu
APHINITY klinikai tanulmény vizsgal. A jelenlegi preklinikai és klinikai adatok alapjan egy
folyamatban 1év§ trastuzumab monoterapiardl javasolt a valtas a kombinécios kezelésre. Van
ra példa, hogy a trastuzumab és pertuzumab kombinacidja jotékony volt a kordbban
trastuzumab mellett progredialé daganat esetén is (87) A CLEOPATRA tanulmanybol az a
kovetkeztetés is felmertilt, hogy a trastuzumab és pertuzumab terdpiat metasztatikus emlérak
esetén nem is szabad abbahagyni (88), ami a keringd ¢és disszeminalt daganatsejtek korabban
emlitett szenzitivitdsa miatt érthetd és logikus kovetkeztetés. A kombinalt kezelés ADCC
medialasaban észlelt additiv hatdsa, valamint a tumor disszemindcié megakadalyozdsanak
fontossdga miatt a HER2-pozitiv emlddaganatok adjuvans kezelésére a kombindlt antitest
terapiat javasoljuk elsdvonalbeli kezelésként, és a terdpia abbahagyasat, sziineteltetését nem

javasoljuk.

A Kklinikai terdpidban adhatd6 maximalis koncentracidkat klinikai tanulméanyok hatarozzak
meg, melyeket in vivo, az allatkisérleteinkben is alkalmaztunk. Ezen do6zisok mellett a két
antitest egylittes alkalmazéasa jelentdsen késleltette a daganat novekedését. A kisérleteinkkel
parhuzamosan — ¢és filiggetleniil zajlé — klinikai kiprobaldsok eredményein alapulva a
pertuzumabot 2013-ban engedélyezte a FDA HER2-pozitiv metasztatikus emlédaganatok
kaptak HER2-ellenes terapiat vagy kemoterapiat a betegségiikre.

Kisérleteink alapjan felvetjiik, hogy a legjobb hatés elérése érdekében a trastuzumab mellett a
pertuzumab addsa altalanosan javasolt mindenféle preszelekcids kritérium nélkiil, a maximalis

engedélyezett koncentracioban.
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Osszefoglalas

A HER2-ellenes célzott antitest kezelések témakorében a klinikumban alkalmazott
trastuzumab és pertuzumab kombinacidjanak eldnyét vizsgaltuk HER2-pozitiv daganatokban,
szem elOtt tartva a trastuzumab rezisztencia jelenségét, mely HER2-pozitiv emldrakok esetén
50%-nal is gyakoribb. A kombinacié hatékonysagat hatasmechanizmusanak vizsgalataval
tamasztottuk ald. Az antitestek kozvetlen bioldgiai (jelatviteli) és az ADCC-t kivaltd hatasai
kozott az elkiilonitést a trastuzumab és pertuzumab egész antitestek, valamint F(ab’):
fragmentumaik dsszehasonlito vizsgalataval végeztiik.

Az in vitro ADCC vizsgalatokhoz nem-radioaktiv kisérleti moddszert kerestiink.
Vizsgaltuk a FDA és a CFSE felszabadulas mérésén, a CFSE és propidium jodid jeldlésen,
valamint a kaszpdz aktivacié kimutatasan alapuld dramlési citometrids modszereket, valamint
az impedancia alapt sejtanalizator alkalmazhatosagat. A legnagyobb dinamikus tartomanyt és
az antitest dozis-hatasfiiggvényének kvantitalasat ez utdbbi biztositotta, igy letapado célsejtek
esetén az impedancia alapu sejtanalizator mddszert, szuszpenzidban novo célsejtek esetén a
kaszpaz aktivalodas aramlasi citometrias meghatarozasat javasoljuk az ADCC radioaktivitas-
mentes in vitro mérésére.

A teljes trastuzumab és pertuzumab antitestekbdl kiindulva pepszin-agarézos
emésztéssel az F(ab”), rész sériilése nélkiil tavolitottuk el az Fc fragmentumot.

In vitro a teljes és F(ab’), antitest kezelések a JIMT-1 sejtek ndvekedését nem
csokkentették, az ismerten trastuzumab-érzékeny BT-474 sejtvonalnadl a két antitest
kombinacidja az egyedi kezeléseknél nagyobb, de additiv proliferaciogatld hatast
eredményezett teljes antitestek és F(ab’): fragmentumok esetén is.

In vivo az F(ab’), fragmentumok nem, a teljes antitestek egymashoz hasonlé mértékben
csokkentették a JIMT-1 xenograft ndvekedését. A teljes antitestek kombinacidja fokozottan
gatolta a tumor novekedést, mely korreldlt a xenograftok ex vivo immunfluoreszcencias
jelolésével kimutathaté fokozott NK-sejt penetracioval. In vitro ADCC kisérletekben a két
antitest kombindacioja nem-szaturald koncentracioknal additiv volt.

Ezek alapjan feltehetd, hogy a jelenleg klinikumban engedélyezett maximalis antitest
dozisok in vivo nem telitik az ADCC-t. Emiatt a daganat felfedezése utdn mihamarabb
célszerli mindkét antitestet a klinikai kiprobaldsok soran meghatdrozott maximalis toleralhatd
dozisaban, kombinalva alkamazni. Mivel a keringd tumorsejtek kifejezetten érzékenyek az
ADCC-re, a kombinalt antitest terdpiat még a primer daganat rezisztenciaja esetén is célszerii

folytatni a metasztazisok kialakuldsanak gatlasara.
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Summary

Focusing on anti-HER2 targeted antibody treatments, we examined the combination of
trastuzumab and pertuzumab antibodies in the treatment of HER2-positive breast cancer. The
phenomenon of trastuzumab resistance is of great importance due to its high, over 50% rate.
In this work, we have demonstrated the superior efficacy of combination therapy and
investigated its mechanism of action. To separately analyze antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC) -based and direct biological effects of the antibodies, we performed
comparative studies of the whole antibodies and its F(ab’), fragments.

First, we aimed to find the most suitable nonradioactive method for quantitating in vitro
ADCC against adherent cells. We compared FDA and CFSE release, propidium iodide uptake
of the CFSE labeled cells, assays based on the detection of caspase activation in flow
cytometry; and an impedance-based real-time cell adhesion test.

The largest dynamic range and the quantitation of antibody dose-response were possible
with the latter, and therefore used we recommend this technique as the best non-radioactive
choice for ADCC of adherent target cells, However, we recommend flow cytometric detection
of caspase activation in target cells that are in suspension.

Next, we have produced intact functional F(ab’), fragments from both trastuzumab and
pertuzumab by removing the Fc fragment using pepsin-agarose digestion. We have used these
and the whole antibodies for in vitro and in vivo investigations. Neither the whole nor the
F(ab’), antibodies decreased the proliferation of the in vitro trastuzumab-resistant JIMT-1
cells. The combination of both the whole or the F(ab’), antibodies showed an additive
antiproliferative effect on the trastuzumab-sensitive BT-474 cells.

The F(ab’), fragments did not decrease the growth of JIMT-1 xenografts in vivo, but the
whole antibodies were equally efficient. Combination of the whole antibodies decreased the
proliferation further, which effect correlated with the decreased penetration of NK cells into
the tumor, showed by ex vivo immunofluorescent labeling. /n vitro, the combination of the
two antibodies showed additivityin ADCC, but only at non-saturating concentrations.

Overall, we propose that the therapeutic antibody doses currently approved do not
saturate ADCC in vivo. Thus it is advisable to use both antibodies at the maximal approved
doses in combination as soon as possible after the diagnosis. As circulating tumor cells are
pronouncedly sensitive to ADCC, combination therapy should be continued as metastasis

prevention even when the primary tumor is resistant.
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