Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

HER?2 pozitiv tumorok kombinalt
antitest terapiaja

Dr. Toth Gabor

Témavezetd: Dr. Vereb Gyorgy

DEBRECENI EGYETEM
Gyogyszereszeti Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2018



Eqyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

HER2 pozitiv tumorok kombinalt
antitest terapiaja

Dr. T6th Gabor

Témavezetd: Dr. Vereb Gyorgy

DEBRECENI EGYETEM
Gyogyszereszeti Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2018



HER?2 pozitiv tumorok kombindlt antitest terdpidja

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
a gyogyszerészeti tudomanyok tudomanyagban

irta:
Dr. Téth Gabor
altalanos orvos

Késziilt a Debreceni Egyetem Gydgyszerészeti Tudomanyok doktori iskolaja
Farmakol6gia doktori programja keretében

Témavezetd: Prof. Dr. Vereb Gyorgy, az MTA doktora

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Tosaki Arpad, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Kellermayer Mikl6s, az MTA doktora
Dr. Szatmari Istvan, PhD

A doktori szigorlat helyszine és id6pontja: Debreceni Egyetem, GYTK,
Gyogyszerhatéstani Tanszék kényvtara,
2018. szeptember 25., 11 6ra

Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Kylka Janina, az M TA doktora
Dr. Lanyi Arpad, PhD

A birélébizottsag:
elnok: Prof. Dr. Tésaki Arpad, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Kulka Janina, az MTA doktora
Dr. Lanyi Arpad, PhD
Prof. Dr. Kellermayer Mikl6s, az MTA doktora
Dr. Szatmari Istvan, PhD

Az értekezés védeésének helye és idépontja:
Debreceni Egyetem, AOK, Belgydgyaszati Intézet ,,A” éplilet tanterme,
2018. szeptember 25., 13 6ra



Absztrakt

A HER2-ellenes célzott antitest kezelések témakorében a klinikumban
alkalmazott trastuzumab €s pertuzumab kombinacidjanak elényét vizsgaltuk HER2-
pozitiv daganatokban, szem elétt tartva a trastuzumab rezisztencia jelenségét, mely
HER2-pozitiv eml6rakok esetén 50%-nal is gyakoribb. A kombinéci6 hatékonyséagat
hatdsmechanizmuséanak vizsgalatdval tamasztottuk ala. Az antitestek kozvetlen
bioldgiai (jelatviteli) és az ADCC-t kivaltd hatasai kozott az elkilonitést a
trastuzumab és pertuzumab egész antitestek, valamint F(ab’), fragmentumaik
6sszehasonlitd vizsgalataval végeztik.

Az in vitro ADCC vizsgalatokhoz nem-radioaktiv kisérleti modszert
kerestiink. Vizsgéaltuk a FDA és a CFSE felszabadulds mérésén, a CFSE és
propidium jodid jel6lésen, valamint a kaszpaz aktivacid kimutatadsan alapuld
aramlasi citometrias maddszereket, valamint az impedancia alapl sejtanalizator
alkalmazhat6sagat. A legnagyobb dinamikus tartomanyt és az antitest dézis-
hatésfiiggvényének kvantitalasat ez utobbi biztositotta, igy letapadd célsejtek esetén
az impedancia alapu sejtanalizator modszert, szuszpenzidoban novo célsejtek esetén a
kaszpaz aktivalodas &ramlasi citometridas meghatérozasat javasoljuk az ADCC
radioaktivitds-mentes in vitro mérésére.

A teljes trastuzumab és pertuzumab antitestekb6l kiindulva pepszin-agar6zos
emésztéssel az F(ab”), rész sériilése nélkil 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 sejtvonalnal a két antitest
kombinacidja az egyedi kezeléseknél nagyobb, de additiv proliferaciogatlé 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
kombindcidja fokozottan gatolta a tumor ndvekedést, mely korrelalt a xenograftok
ex vivo immunfluoreszcencias jel6lésével kimutathatd fokozott NK-sejt
penetracidval. In vitro ADCC Kkisérletekben a két antitest kombinaciéja nem-
szaturaldé 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 utan
mihamarabb célszeri mindkét antitestet a klinikai kiprobalasok sordn meghatéarozott
maximalis toleralhatd dozisaban, kombinalva alkalmazni. Mivel a keringd és
disszeminalt tumorsejtek kifejezetten érzékenyek az ADCC-re, a kombinalt antitest
terdpiat még a primer daganat rezisztencidgja esetén is célszerli folytatni a
metasztazisok kialakulasanak gatlasara.



Bevezetés és irodalmi attekintés

Az elmult évtizedben és napjainkban a daganatellenes terdpids kutatasok és
fejlesztések egyik legnagyobb reménye a daganatellenes immunterdpia. Az
onkolégiai terapias protokollok az elmult évtizedben az altalanos citotoxikus
hatasmechanizmust kemoterapiatol és sugarkezelést6l a daganat-specifikus kezelés
irdnyaba mozdultak. 2013-ban a Science magazin a daganatellenes immunteréapiat
Az év attorése” (,,Breakthrough of the Year”) cimmel illette. A ,,személyre-szabott
orvoslas” korbe tartozo, klinikai felhasznélasra engedélyezett daganat-specifikus

kezelések alapjat és zémét jelenleg az antitest alapu kezelések adjak.

A daganatterapia fejlédése Uj lendlletet kapott amikor a daganatok kialakuldsaért és
feltart, melyek specifikus daganatellenes terdpiak célpontjai lehettek. A specifikus
daganatterapia célja ezen célcélpontokon keresztiil ,tamadva” a daganatos sejtet
elolése, mikozben a kornyezd, ép szoveteket nem éri karosito hatas.

A monoklondlis antitestek sejtfelszini antigéneket felismerve azokhoz kotédnek, és
egyreszt tumorellenes immunvélaszt valtanak ki (antitestfiiggd sejtes citotoxicitas,
komplement medidlta citotoxicitds), masrészt blokkolhatjdk a felismert fehérje,
példaul novekedési faktor receptor funkcidjat, ezaltal kozvetlen biologiai
proliferacio-gatlo hatast valthatnak ki. Az antitest terapidk korai sikerei egyre
nagyobb érdeklddést €s még tobb antitest kifejlesztését eredményezték, ezzel a
klinikumban engedélyezett terapias monoklondlis antitestek szama exponencialisan
nott.

A szolid tumorok természetiiknél fogva zartabb ,niche”-t képezve nehezebben
hozzaférhetdek, igy az elsd sikereket vérképzdszervi daganatok ellen érték el, a

szolid tumorok elleniek tovabbi fejlesztést, optimalizaciét igényelnek.



Az antitestek (IgG) altalanos felépitése

A terdpidban is hasznalt antitestek altalaban az 1gG alosztalyba tartoznak. A teljes
IgG antitestek (Wab, whole antibody) felépitésiiket tekintve harom {6 funkcionalis
részre oszthatoak. Két, egymdassal megegyezé Fab (,,fragment antigen binding”)
részre, mely specifikusan felismeri a neki megfelel6 antigén epitopot, és az Fc
részre, mely az immunsejtek receptoraihoz és a komplement proteinekhez
kapcsolodik, ennek kdvetkeztében fejti ki hatasat, pl. hizésejtek, basofil sejtek és
eozinofil granulocitdk degranulacidja, opszonizacid, és antitest medialta sejtes
citotoxicitason keresztil sejtlizis.

Pepszines emésztéssel a diszulfid hidakat megkimélve tudjuk hasitani a molekulat,
igy a két Fab régio dsszekdtve marad, és egy F(ab’), fragmentumot alkot, melyrél az

Fc rész levalt.

Az antitestfiiggo sejtes citotoxicitas

Az extracellularis sejtpusztitas fontos effektor sejtjei k6zé tartoznak a természetes
Olésejtek (Natural Killer, NK-sejt). Az NK-sejtek aktivalasdban fontos szerepet
jatszanak az immunglobulinok kotésére alkalmas FcyRIII (CD16) receptorok,
melyek az 1gG-vel opszonizalt sejtek (virussal fert6zott vagy tumorossa fajult sejtek)
megkotését és elpusztitasat lehetové teszik. Ezt a folyamatot nevezziik antitestfiiggd
sejtes citotoxicitasnak (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity, ADCC).

Az Olésejt aktivalodasi folyamata soran intracellularis kaszkadfolyamatok,
membranbeli mozgasok, valamint a citoszkeleton atrendezédésének eredményeként
az intracellularis granulumok tartalma exocitdzissal kiiiriil, mely tartalom egyik f6
eleme a perforin. A perforin az extracellularis térbe Griilve a magasabb pH és Ca?*
koncentracié hatasara kotddik a célsejt membranjahoz, és oligomerizalodassal 10-20
nm atmér6jii porusokat formalva kilyukasztja azt. A pdrusokon keresztil a
granulumok egyéb enzimei (pl. granzim B) a célsejtbe jutnak, és sejthalalhoz vezetd
kaszpaz (tvonalakat aktivalnak. A pérusok egyuttal atjarhatéva teszik a membrant

az ionok és a viz szamara, aminek eredménye a sejt lizise. A célsejt membranjanak



kilyukasztasat és a kaszpdz kaszkad aktivalasat, mely a célsejt haldlaval zarul,

,»halalos csapas”-nak (lethal hit) nevezziik.

Az ADCC kvantitativ vizsgalatara hasznalt médszerek

A S5ICr felszabadulas mérése a citotoxicitasi tesztek legrégebben, széles korben
elfogadott moédja. Ugyanakkor, mivel a modszer radioaktiv anyagok hasznalatat
igényli, ami komoly egészségiigyi kockazatokkal jar, az irodalomban is jelentds az
igény radioaktivitastol mentes mddszerekre. Mindezek okan elséként azt tliztiik ki
celul, hogy szisztematikus vizsgalattal kivalasszuk azt a technikét, mely kismértékii
valtozds detektalasara is képes, ahol a kisérleti rendszer a lehet legkisebb

meértékben befolyasolja az ADCC folyamatat és az abban részt vevo sejteket.

Membran permeabilitdson alapulé mérések

A felszabadulason alapuld (release) tesztek, koztik a klasszikus radioaktiv krém
felszabadulas teszt Iényege, hogy a célsejtben természetesen megtalalhatd, vagy
abba kiviilrél bejuttatott anyag kidramldsdnak mértékét mérik, ¢és ebbdl
kovetkeztetnek a sejt pusztulasara. A 5'Cr radioaktiv krém izotoppal torténd feltoltés
helyett fluoroférokat is alkalmazhatunk erre a célra, de torténtek prébalkozasok a
sejt sajat enzimei, pl. a GAPDH mérésére is. Mivel a vizsgalt anyag csak a
megndvekedett aspecifikus permeabilitasa célsejtekbdl szabadul fel, azaz a kezelés
soran elpusztult, karosodott célsejtekb6l, a felszabadult mennyiségbdl az in vitro
ADCC kezelés hatékonysagara is lehet kdvetkeztetni.

Egyes szerzok a felszabadulasos vizsgalatoknal szenzitivebbnek irtak le a propidium
jodid (PI) felvétel &ramlasi citomterias mérését. A Pl az aspecifikus
membranpermeabilitds megnovekedése miatt bejut az elpusztult sejtek magjaba, és a

DNS bézisparjai koz¢ interkalaloédva fluoreszcencia intenzitdsa megno.

Az ADCC-re specifikus kaszpaz reakciok kvantitalasa
Az NK-sejtek granulumaibdl felszabadult granzim B a célsejtben kaszpéaz kaszkad

folyamatot indit el, mely folyamat aktivalédasa a célsejt pusztulasdhoz hozzajarul.

4



Ezzel szemben a sejtet ért aspecifikus stresszhatasok miatti sejtelhalas soran granzim
B aktivacio nem detektalhato, igy fluoreszcens szubsztratok segitségével az ADCC a
kaszpaz aktivacid alapjan mérhetd.

Impedancia alapu sejtanalizis

Az impedancia alapu valos idejii sejtanalizald rendszerek miikddési elve, hogy
specidlis sejttenyészté kamra aljan taldlhaté mikroelektrodakon mérik valtakozd
feszultség mellett az ellendllast és impedancidt. A sejttenyészt6 edény aljara letapadt
sejtek az aramkori jellemzoket megvaltoztatjak, a valtozasokbol a letapadt sejtekrol
informacidkat nyerhetiink.

A mért ellenallas figg a letapadd sejtek altali elektrod-fedettségtdl és a sejt-sejt
kapcsolatoktol, ezaltal hasznosithatd tobbek kozott a proliferacio, életképesség és

citotoxicitas vizsgalatahoz.

A HER onkoprotein csalad

A HER (ErbB) csaladba tartoz6 transzmembran glikoproteinek I. tipusi receptor
tirozin kinazok, melyek fontos szerepet tdltenek be a sejtndvekedés, sejttlélés és
differenciacié szabalyozasaban, és kozponti szerepet jatszanak szamos human
A HER1 (humén epidermalis novekedeési faktor receptor vagy EGFR, ErbB1) szinte
az dsszes szomatikus sejten megtalalhatd. A HER2-nek (ErbB2) nincs természetes
ligandja, allanddan aktiv. A HER3 (ErbB3) és HER4 (ErbB4) kozil a HER3 kinaz-
deficiens, igy jelatvitelt inditani 6nmagaban nem, csak mas HER csaladbeli

fehérjékkel alkotott heterodimerjeiben tud.

A HER fehérjék jelatviteli mechanizmusa

A receptor tirozin kindzok jelatvitelének jellegzetes és szilkséges lépése a
dimerizalodas. A receptorok aktiv dimerizaciés karjan keresztiil azonos receptorral
(homodimerizalddas, pl. HER1-HER1) vagy a csaldd egy masik tagjaval
(heterodimerizalodas, pl. HER1-HER2) koélcsonhatadsba kertl. A dimer tagjai

egymast foszforilalva létrehozzak a sejten bellili szignalok kiindulépontjat.
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A receptorok felépitésére jellemz6, hogy — a HER2 kivételével - extracelluléris
doménjik ligand hianyaban zart formacioét vesz fel. Ligandk&tés hatasara a receptor
nyitott konformaciés Allapotba keril, a dimerizaciés kar sztérikusan
megkozelithetdvé valik, igy lehet6vé valik a receptorok asszociacidja egymaéssal. A
HER2 dimerizéacios karja viszont mindig aktiv, kinydjtott allapotban van. Az HER2
a csalad tobbi tagjanak preferalt parképzé partnere. A HER2 autoaktivacidja —
homodimerizacidja — expresszios szint fliggd lehet. A human daganatokban a HER1-

HER?2 heterodimerizacié kiemelt jelentoségii.

A receptor tirozin kindzok tobb szignalitvonal inditasaért feleldsek, melyek koziil a
daganat novekedése, attétképzOdése és terdpia-rezisztencidja szempontjabol kettd
kiemelt fontossagu:

A Ras/MAPK utvonal fontos szerepet tolt be a sejtciklusban, migracidban és
differenciacidban. Az Akt szerin/treonin kinaz szintén kulcsfontossagu szereppel bir
a metabolizmus, ndvekedés, proliferacio és talélés szabalyozasaban, proto-

onkogénként tartjak szamon.

A HER2 mint onkoprotein

A HER?2 tilzott mértékii kifejezédése, ,,overexpresszalddasa” fontos szerepet jatszik
tobb tumor kialakulasban, ndvekedésében. Aktivacidja soran proliferativ és
antiapoptotikus jeleket kozvetit. Az eml8karcindmak 25-30%-4ban a HER2
overexpresszidjat figyelttk meg, amiért génamplifikdcido tehetd feleldssé.
Kdvetkezménye agressziv fenotipusl daganat, rossz prognozissal: a tumorsejtek
proliferacios készsége magas, metasztazisképz6 hajlamuk magas. Rapid Klinikai

lefolyasra és a kemo- és radioterapiaval szembeni rezisztenciara lehet szamitani.

HER2 mint terapias célpont
Annak a felismerése, hogy egyes HER?2 ellenes antitestek gatolni tudjak a HER2

overexpresszald sejtek novekedését attord hatastinak bizonyult, és szamos, a HER2
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és az EGFR extracellularis része elleni antitest kifejlesztéséhez vezetett. Ezek kozill
a klinikai hasznalatra engedélyezett antitestek az EGFR ellenes cetuximab
(Erbitux®, 2004), és az HER2 ellenes trastuzumab (Herceptin®, 1998) és pertuzumab
(Perjeta®, 2014).

Trastuzumab (Herceptin®)

HER2-ellenes humanizélt monoklonalis antitest. Elsévonalbeli terapiaként szolgal
HER2-pozitiv metasztatikus emldkarcindmas betegek szamara.

Lévén az egyik legelsd, klinikailag bizonyitottan hatékony antitest, a trastuzumab
molekularis és sejtszintli hatasmechanizmusanak feltérképezése szamos kutatas
targyat képezte, mind az antitestre specifikus, mind pedig altalanossagban az antitest

terdpiakra érvényes lehetséges hatdsmechanizmusok felderitése céljabol.

A trastuzumab kotodése megszakithatja az interakciokat az HER2 és mas fehérjék
kozott is, és sztérikusan blokkolja az indukalt proteolitikus hasitas altali HER2
aktivitds-fokozodast. A sejtmembranhoz kozeli kotodés hatékony keresztkotést
hozhat létre, ami facilitalja az endocitotikus mechanizmust. Az HER2 sejtfelszinrél
endocitozissal valo eltavolitasanak kezdettdl fontos szerepet tulajdonitanak.
Monovalens trastuzumab Fab fragmentumok nem birnak a teljes antitesttel hasonlo
antiproliferativ hatassal, ami azt sugallja, hogy a HER2 keresztkotése fontos része a
trastuzumab aktivitdsnak. Bar a trastuzumab mindezen jelatviteli hatasai in vitro
igen jelentdsek, az utobbi idGben egyre tobb jel mutat arra, hogy in vivo az antitest
fliggd sejtes citotoxicitdsnak talan még az in vitro hatdsoknal is fontosabb szerepe
lehet.

A trastuzumab antitest hatékonysaga mellett viszont sajnos a daganatok kértlbeldl
felében jellemz6 az eredendbleg meglévd vagy a kezelés sordn kialakult

rezisztencia.



Pertuzumab (Perjeta®)

A pertuzumab (Perjeta®) szintén humanizalt monoklondlis antitest, amely az HER2
dimerizacids karjahoz kotddik. Sokkal hatékonyabban bontja meg a ligand-medialt
HER3-HER2 komplexképzédést, mint a trastuzumab. Ennek ellenére az els6 klinikai
Kiprébalasok, melyekben még Omnitarg néven szerepelt, kudarcba fulladtak.
Antitestek alkalmazésa kombinécidban

Mivel a trastuzumab és a pertuzumab két eltéré epitopot ismer fel a HER2-n,
lehetdség van a két antitest egyidejii alkalmazasara és célfehérjéhez valo kotédésére.
In vivo nude egerekben a trastuzumab és a szintén HER2-ellenes L26 antitest
egyuttes alkalmazasa az in vitro trastuzumab-szenzitiv N87 jelli gyomor karcinoma
sejtek ndvekedését szinergista modon csokkentette az egyedi kezelésekhez képest.
Az Allatkisérletek eredményei felvetették a lehetéségét, hogy HER2 ellenes
monoklonalis antitestek kombinacidja ndvelheti a terdpia hatékonysagat, de a
mechanizmus ismeretlen maradt.

Friedman és munkatérsai az in vitro kisérletek eredményeibdl extrapolalva in vivo is
az antitest-medialta internalizacié szerepét hangsulyoztak a kombinaciés hatas
valdszinli mechanizmusaként, mivel ez a folyamat hatékonyabba valik, ha az eltérd
epitopot  felismeré  antitestek  kombinacidjakor  hiperkeresztkotés, — és
kdvetkezményesen nagy sejtfelszini aggregatumok jonnek létre, melyek gyors és

hatékony internalizacidja gyors HER?2 leszabalyozast eredményez.

A lll. fazisi CLEOPATRA (CLinical Evaluation Of Pertuzumab And
TRAstuzumab) nemzetkdzi tanulmany vizsgalta a pertuzumab hatékonysagat a
trastuzumab+docetaxel terapiaval kombinacioban. A tanulmany végsé eredménye
alapjan a pertuzumabot tartalmazo6 rezsim szignifikansan névelte a HER2-pozitiv
metasztatikus emlérakos betegek teljes tulélését a pertuzumabot placeboval
helyettesitd protokollal szemben. A pertuzumabot az Egyesiilt Allamokban 2013-
ban engedélyezték lokalisan eldrehaladott, inflammatorikus, vagy korai stadiumu
HER2-pozitiv emlddaganatok neoadjuvans terapidjaként a trastuzumabbal és

docetaxellel kombinacioban, Europaban pedig a metasztatikus vagy lokalisan
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kiajulo, sebészi eltavolitasra nem alkalmas emldrakban szenvedd betegek szamara,
akik kordbban nem részesiilltek célzott HER2-ellenes terapidban vagy
kemoterapidban a betegségik kezeléseként. A jelenleg is folyamatban 1év6
APHINITY Ill. fazisa klinikai tanulmanyban pedig tovabb vizsgaljak a pertuzumab
+ trastuzumab kombinacids terapia eldnyét a trastuzumab monoterdpiaval szemben
sebészi kezelésen atesett HER2-pozitiv emlérakos betegeken. Mivel a HER2-t
overexpresszalo emlédaganatok trastuzumab rezisztenciaja tovabbra is kdzponti
probléma, a kombinalt kezelések hatdsmechanizmusainak in vitro vizsgélata

kulcsfontossagu lehet.



Célkitiizések

Irodalmi adatok azt mutattak, hogy egyazon target ellen eltérd epitdpokat felismerd
antitestek kombinalt alkalmazasa elény6s lehet mind in vitro, mind in vivo. Ezek
alapjan felmeril a HER2-t eltérd epitopon kotd trastuzumab és pertuzumab

antitestek kombin4cios alkalmazasanak lehet6sége.

Mindazonaltal a kombinacids hatds molekularis és sejtszintli mechanizmusa nem
tisztzott. Bar a kombinacids hatast Friedman és mtsai. a hiperkeresztkotés altali
hatékonyabb internalizaci6 miatti HER2 leszabalyozasnak tulajdonitotték,
figyelemmel az antitestfiiggé sejtes citotoxicitas vélhetden kozponti . Szerepére az is
elképzelhetd, miszerint a kombindcidban alkalmazott antitestek sztérikusan

komplementer kotéhelyekként szolgalnak a természetes 6l6sejtek szamaéra.

Ezek alapjan az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki:
1. Hatékony, standardizalt, radioaktivitdstol mentes, kitapadd célsejtekre
optimalizalt, in vitro ADCC vizsgalati modszer kivalasztasa.
2. A trastuzumab és pertuzumab kombinalt kezelések hatasmechanizmuséanak
in vitro és in vivo vizsgélata.

3. A kombinacids kezelések klinikai relevancijanak feltarasa.
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Anyagok és modszerek

Sejtvonalak
Kisérleteinkhez célsejt (target) sejtvonalként HER2-t nagymértékben Kkifejezo,
sejtvonalként frissen szeparalt periféridas mononuklearis sejteket, ill. immortalizalt

NK sejtvonalat hasznaltunk.

Az SKBR-3 az irodalomban széles kdrben hasznalt és az egyik legjobban jellemzett
HER?2 pozitiv emlétumor vonal. Trastuzumabra in vitro mérsékelten érzékeny.

A BT-474 szintén invaziv duktilis eml6karcindomabdl tenyésztett kultura.
Trastuzumabra in vitro érzékeny.

A JIMT-1 Klinikailag rezisztens human eml6karcindma metasztazisabol eléallitott
sejtvonal, Trastuzumabra in vitro rezisztens, SCID egérben noveszthetd, ott frissen
inokulalva kezdetben ADCC miatt trastuzumabra érzékeny.

A CD16.176V.NK-92 NK-sejtes fenotipust immortalizalt (human) sejtvonal, nagy
affinitasi (176V) FcyRIIIA (CD16) receptorrall stabilan transzfektalva. A sejtvonal

egyik variansa a nagy affinitasi CD16 receptorral egyitt eGFP-t ko-expresszal.

Aramlasi citometrias vizsgalatok

A sejteket sorter csovekbe gyiijtve 10 pg/ml antitest végkoncentracioban jeloltiik 10
percig, majd mosas utan sziikség szerint masodlagos antitesttel jel6ltiink, szintén 10
pg/ml-es végkoncentracidban, tovabbi 10 percig. A jelolés utdn kétszer mostuk
HEPES-sel, majd 4%-o0s formaldehid oldattal fixaltuk a sejteket.

A méréseket BD FACScan, BD FACSCalibur vagy BD FACSAria Il aramlési
citométeren végeztiik. A mérések kiértékelését az FCS Express programmal (v3, v4

és v6 verziészam) végeztik.
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Antitest F(ab”), fragmentumok készitése

A teljes antitestekbél allitottuk el6 azok F(ab’), fragmentumat az Fc rész pepszines
emésztésével. A megfeleld fragmentumok szeparaldsira méretre és ionerGsségre
optimalizalt gélszlirést hasznaltunk (trastuzumab esetén Sephacryl S300 gyantaval
toltott oszlop, pertuzumab esetén Superdex 200 gyantaval téltott oszlop). A frakcidk
abszorbanciajat NanoDrop ND 1000-rel (Thermo Scientific) mértiik. A frakcidkbdl
vett mintakat nem-redukalé SDS-PAGE-sel teszteltlik. A HER2-kotés affinitasat, az

Fc rész hidnyat, és az ADCC-medialas hianyat ellendriztiik.

Antitestek konjugalasa fluoreszcens festékkel
A direkt immunfluoreszcencias jeldlésekhez a trastuzumab és pertuzumab egész
antitesteket és F(ab”), fragmentumaikat fluoreszcens festékkel (Alexa Fluor 488 és

Alexa Fluor 647) kdzvetlenll konjugaltuk a festék gyartoi protokollja szerint.

Az F(ab’);-k minéségellenorzése

HER2-kotés affinitas vizsgalata

F(ab’), fragmentumok HER2 affinitasdt a kiinduldsi teljes antitestekével
hasonlitottuk 6ssze direkt immunfluoreszcencias jel6léssel. Az SKBR-3 sejteket
eldszor az Alexa Fluor 488 konjugalt trastuzumab F(ab’), vagy szintén Alexa Fluor
488 konjugalt pertuzumab F(ab’), antitesttel jel6ltik tizszeres feleslegben. Ezutan a
megfeleld teljes antitestet adtuk a szuszpenziohoz telit6 koncentracioban (60 mM).
A jeldlést elvégeztik forditott sorrendben is elvégeztiik. A sejteket 1%-0s PFA-ban

fixaltuk és aramlasi citométeren mértik.

Fc fragmentum hidnyanak vizsgalata

Az Fc fragmentum hidnyat indirekt immunfluoreszcencias jeldléssel végeztiik.

Az SKBR-3 sejteket IgG vagy F(ab’), antitesttel jelltik, majd HEPES-sel mostuk.
A masodlagos jeloldoldat az Fc-fragmentumot felismerd, Alexa Fluor 488 konjugalt
monoklondlis anti-human Fc antitestet vagy konnyli és nehézlancot is felismerd

poliklonalis Alexa Fluor 488 konjugalt anti-huméan (H+L) antitestet tartalmazott. A
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masodlagos jelolés, majd HEPES mosas utan a sejteket 1%-0s PFA-ban fixaltuk és

aramlasi citométeren mértik.

In vitro sejtproliferacio vizsgalata

A sejtproliferacid in vitro vizsgalatat MTT alapl kolorimetrids modszerrel, EZ4U kit
felhasznalasaval végeztik.

A tetrazGium séval tortént 2-4 Ords inkubécié utdn a metabolikus termék
abszorpcidjat Synergy HT Multi-Detection microplate Reader-rel (Bio-Tek) mértik.
A 488 nm-es abszorpciot gyartoi eldirat szerint korrigaltuk a 620 nm-en mért

(hattér) abszorpcidval.

Forster (fluoreszcencia) Rezonancia Energia Transzfer

Az EGFR-HER?2 asszociacié felbontasanak vizsgalatdhoz mikroszkopos akceptor
fotoelhalvanyitasos Forster (fluoreszcencia) rezonancia energiatranszfer (FRET)
modszert alkalmaztunk. Az EGFR-hez kotott antitesten 1évé donor fluorofort a
HER2-h6z kotott antitest akceptor fluoroforja  fizikai  kozelség  (pl,
heterodimerképz6dés) esetén részlegesen kioltja. Az akceptor fotoelhalvanyitasos
modszer soran az akceptor fluorofért fotoelhalvanyitassal kiégetjik, igy a donor
fluoreszcencidja megnd. A novekedés mértékébdl energiatranszfer térkép
szamithato.

A fluoreszcencia-intenzitas névekedésébdl pixelenként FRET hatasfokot szamoltunk
az AccPbFRET programmal. A méréseket Zeiss LSM 510 konfokalis lézerpasztazo

mikroszkopon végeztiik.

In vitro ADCC vizsgalati moédszerek

FDA és CFSE jeldlés

A fluoreszcens festék-felszabadulds méréshez a frissen feltripszinezett JIMT-1
sejteket jeloltlik fluoreszcein diacetat (FDA) vagy karboxifluoreszcein diacetat
szikcimidil észter (CFSE) kevert izomerjeibdl all6 fluoreszeens festékkel.

A fluoreszcens mérésekhez indikatormentes DMEM-et hasznaltunk.
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FDA és CFSE spontéan felszabadulasanak vizsgalata

A fluoreszcens festékkel jelolt JIMT-1 sejtekbél a festékek 24-0rds spontan
felszabadulasénak vizsgéalatahoz a jelolt JIMT-1 sejteket 96-lyukl sejttenyésztd
kamraba tettiik. A feliliszd dvatos szuszpendalasa utan 100 pl-nyi mintat egy masik
96-lyuku plate-be pipettaztunk fluoreszcencias mérés céljabél.

A sejtekben visszamaradt festék becsléséhez a sejteken maradt médiumot friss,
indikatormentes médiumra cseréltiik, és a sejteket lizaltuk with Triton X-100.

A spontan felszabadulas idéfiiggésének vizsgalatdhoz a 24-lyuku plate-be kirakott és
ott kitapadva jeldlt JIMT-1 sejtekhez a mosads utdn indikatormentes DMEM-et
adtunk. Adott iddpillanatokban 100 pl mintat vettiink minden lyukbol a feliiliiszo
Ovatos, de alapos szuszpendalasa utan.

A fluoreszcencia mérését Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader-rel (Bio-

Tek) végeztiik, 485/20 gerjesztd és 538/20 emisszids szlirét alkalmazva.

CFSE- és Pl-alapu aramlasi citometrias ADCC mérés

A JIMT-1 sejteket CFSE-vel jel6ltik, majd indikadtormentes DMEM-ben
szuszpendaltuk. A JIMT-1 célsejtekhez NK-médium szuszpenzidban NK-sejtet
adtunk. A trastuzumabot 10 pg/ml végkoncentricioban adtuk a kezelendd
mintakhoz.

A 37 °C-on torténé inkubacid alatt 5 oran keresztiil adott idépontokban mintat
vettlink mindegyik szuszpenziébdl. A 100 pl-nyi mintdhoz azonnal propidium

jodidot adtunk, és 5 perc milva mértiik BD FACSCalibur aramlési citométeren.

PanToxiLux teszt

A PanToxiLux fluoreszcencias citotoxicitas teszt az 6ldsejtek altal eldlt célsejtekben
aktivalt granzim B és kaszpaz 8 proteazok kimutatdsan alapul. A vizsgalat soran a
célsejtek és az NK-sejtek elkulonitéséhez a kit részét képezé TFL4 fluoreszcens
festékkel jeldltik a célsejteket. A kisérlet megkezdésének pillanatdban mar
elpusztult sejtek megjelolésére NFL1 festéket hasznaltunk. A mintakat BD

FACSAria Il aramlasi citométeren mértik.
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Impedancia alapu sejtanalizator

A mérések ECIS ZO impedancia alapt sejtanalizator rendszer alkalmazasaval
készultek.

Az in vitro ADCC vizsgalatdhoz a mikrotiter lemezekbe helyezett JIMT-1 sejtek 24
ora inkubaciods id6 alatt a sejtek letapadnak és szétteriilnek a kamra lyukainak aljan,
lefedve a mikroelektrodéakat.

Miutan a 4000 Hz frekvencian mért ohmikus ellenallas elérte a platd fazist, a kezeld
agenseket és NK-sejteket a rendszerhez adtuk. A mérést addig végeztik, amig a

mért ellenéllas elérte a minimalis értéket, és mar nem csdkkent tovabb (24-48 6ra).

In vitro ADCC immunszinapszis-képzdodés vizsgalata

A JIMT-1 sejteket 2x9 lyuk( mikroslide-ban novesztettiik. Ezt kovetden a sejtekhez
trastuzumab és pertuzumab teljes antitesteket vagy F(ab’), fragmentumaikat és
eGFP-t expresszald NK-92 sejtet adtunk. A CD16-ot Alexa Fluor 647-tel konjugalt
anti-CD16 antitesttel, a HER2-t Alexa Fluor 555 - 76.5 Fab antitesttel jel6ltuk.

Xenograft tumorok in vivo vizsgalata SCID egérben

A kezelések JIMT-1 sejtekbdl all6 xenograft daganatra gyakorolt hatasat SCID
(Severe Combined Immunodeficiency) egerekben vizsgéltuk. Az antitest képzés
zavara miatt a hasznalt egerek immunrendszere nem tud fellépni a testidegen
sejtekkel és anyagokkal szemben. Természetes Ol8sejtjeik viszont vannak, és ezek

antitest felismerése és 6lési mechanizmusa megtartott.

A SCID (C.B-17/lcr-Prkdcskid / lcrlcoCrl, Fox-Chase) egereket a Debreceni
Egyetem Elettudomanyi Kézpont Kisérleti Allathaz (nyilvantartasi szam: 111/4-
KAT/2015) ,MD” teriiletén tenyésztették, a kezeléseket és rendszeres méréseket az

SPF mindsitésti részlegen végeztiik.

A JIMT-1 sejteket szubkutéan (s.c.) injektaltuk. Egerenként 2 xenograft oltas tortént a

2 hatso végtagnak megfeleléen dorzalisan.
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Az antitest kezelést a xenotranszplantacid utan azonnal elkezdtiik, hetente két
alkalommal. Kezeléseket intraperitonedlisan oltottuk, mindegyik antitest vagy
F(ab’); fragmentum esetén 100 pg doézisban (5 pg/testtomeg gramm). Egy kezelési
csoport 6-8 egérbdl allt.

A térfogatot a daganat hdrom egyméasra merdleges irAnyban mért kiterjedésének
szorzataval becsultik, hetente kétszer. Amennyiben egy kezelési csoportban az
atlagos tumortérfogat elérte az 1200 mm3-t, a csoport minden egyedét terminaltuk. A

kisérletet az oltastol szamitott 73. napon az utolsd csoport terminélasaval zartuk.

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsdganak jovahagyasaval (#
4/2012/DE MAB), a szilkséges engedélyek birtokaban végeztik. Minden
allatkisérlet a FELASA Gtmutaténak és a DIN EN 1SO 9001 szabalyozasnak

megfeleléen zajlott.

Tumor xenograft metszetek és immunfluoreszcens jel6lésuk

Az egerek terminalésa utan a boncolas soran a daganatokat eltavolitottuk és azonnal
fagyasztottuk. A fagyasztott mintdkb6l 14 pm vastag metszet sorozatokat
készitettlink. A szaritast kovetéen a metszeteket fagyasztva taroltuk (-21°C).

Az immunfluoreszcencias jel6lés soran a HER2-t A488-76.5 antitesttel, az NK-
sejteket A647-anti-CD45 antitesttel jeloltik. A sejtmagokat DAPI-val festettik. A

metszet fedésekor Mowiol antifade-et hasznaltunk.

Konfokalis lézer pasztdz6 mikroszkopia

Az immunfluoreszcensen jeldlt sejteket és szovettani metszeteket konfokalis lézer
pasztazd6 mikroszképpal (LSM 510, Carl Zeiss GmbH). Az in vitro ADCC
vizsgalatdhoz az NK-sejtek és a célsejtek altal kialakitott immunszinapszisok
felvételéhez 1,5 pm vastag optikai szeleteket készitettink. Az ex vivo
daganatmetszetekrdl a metszet k6z&ps6é 10 um-es részérdl nyertiink felvételt, 3 db 4

uUm vastag optikai szelet készitésével.
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Statisztikai adatelemzés

A Kkisérleti eredmények bemutatdsahoz azok atlagat + SD vagy SEM értékeket
hasznaljuk. A dozis-hatas gorbék elemzéséhez az adatpontokra Hill-egyenletet
illesztettiink. A pertuzumab és pertuzumab F(ab’), dimerizaciogatlo hatasat egyutas
ANOVA-val, Holm-Sidak post hoc teszttel vizsgaltuk, o = 0,05 értéken.

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

A daganatok ex vivo analizisekor az NK-sejtek tumor-penetréaciéjanak fliggését a
daganatszé1tél vald tavolsag fiiggvényében ,,one site competition” flggvénnyel
illesztettik. A statisztikai analizishez SigmaPlotl2 és GraphPad Prism 7

programokat hasznaltuk.
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Eredmények és megbeszélésiik

I. Radioaktivitds-mentes, kitapadd célsejtek vizsgalatahoz optimalizalt, in vitro
ADCC mérési modszer kivalasztasa

Az ADCC legalabb keét sejt — a célsejt és az NK-sejt — interakcidja, igy az ADCC
moddszerek egyik legfontosabb kulcseleme a két sejttipus megkiilonboztethetsége a

kisérlet soran.

I.1. Fluoreszcens festék felszabadulasan alapul6 in vitro ADCC mddszer

A JIMT-1 célsejteket FDA vagy CFSE fluoreszcens festékekkel jelélve 24 6ra
inkubacié utan a fellliszoban mért fluoreszcencia intenzitds a FDA és a CFSE
esetén is linedrisan aranyos a sejtszammal. A CFSE jobban megmaradt a sejten
bellll, a felszabadult fluoreszcens festék intenzitsa kisebb, mint a FDA esetén.
Ennek ellenére a jelentés mennyiségii spontan felszabadult fluoreszcencia intenzités
minkét festék esetén elfedheti egy ADCC Kkisérletben az ADCC-kivaltotta célsejt
pusztulas miatti felszabadulast.

A jelolt sejtek feliiliszojabol adott id6k6zonként mintat véve a FDA és a CFSE
felszabadulas szaturald goérbét mutat az idé fliggvényében. A sejtek lizaldsa utan a
feltiliszoban mért fluoreszcencia intenzitds a FDA esetén nem, a CFSE esetén is
csak kismértéekben emelkedett. Ez a jel nem elegendé az ADCC hatékonysagaban
bekovetkezd kismértékii valtozasok detektalasahoz.

A FDA és a CFSE felszabadulason alapulé teszt tehat modellrendszeriinkben nem

alkalmas az in vitro ADCC vizsgalatara.

1.2. Aramlasi citometrias ADCC mérés CFSE és propidium jodid
alkalmazésaval

Az intracellularisan stabilabban megmaradé CFSE alkalmas lehet a megjelolt

célsejtek a jeldletlen 616 sejtektdl torténd elkiilonitésére aramlasi citometrids mérés
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soran. Az elpusztult, vagy pusztuldban 1évé sejtek propidium jodid felvétele a
CFSE-vel jeldlt JIMT-1 célsejtek és az NK-sejtek elkiilonitésével parhuzamosan

lehet6vé teszi, hogy a kevert sejtes mintabol négy alcsoportot kiilonithessiink el.

Az NK sejtek szignifikansan csokkentették a JIMT-1 sejtek talélését a kezeletlen
kontrollhoz képest, antitest hozzaadasa nélkil is. A trastuzumabot a rendszerhez
adva a célsejtek tulélése nem csokkent szignifikdnsan tovabb. Az NK-target sejt
arany, valamint a behatési idé valtoztatisa nem befolyasolta érdemben az NK és NK
+ trastuzumab kezelés megkiilonboztethetéségét.

igy Osszességében elmondhatjuk, hogy a PI/CFSE jelélést alkalmaz6 aramlasi

citometrias médszer nem elég specifikus az antitest hatas kvantitalasahoz.

1.3. ADCC vizsgélata a specifikusan ADCC A&ltal Kivaltott intracellularis

folyamatok detektélasaval

A specifikusan az NK-sejtek altal az ADCC soran kifejtett ,halalos csapas”
kimutatasahoz olyan modszert kerestiink, amely specifikusan az ADCC soran a
célsejtben kivaltott enzimaktivalodasok kimutatasan alapult. A PanToxiLux™ teszt
szubsztratja mind a granzim B, mind attdl ,upstream” kaszpazok aktivitasat
kimutatja.

A TFLA4 jel6lés a CFSE-hez hasonl6an hatékonynak bizonyult a célsejtek és az NK-
sejtek aramlasi citometrias elkilonitésében.

A célsejtekhez adott NK-sejtek mar antitestek jelenléte nélkil is szignifikansan
novelték a ,,haldlos csapas”-t kapott sejtek aranyat a kezeletlen kontrollhoz képest, a
talélés csokkent (p = 0,013), ez az eredmény megegyezett a CFSE/PI mddszerrel
mérttel. A PanToxiLux mddszerrel viszont kimutathaté volt, hogy az NK-sejtek
trastuzumab jelenlétében nagyobb aranyban pusztitottak a célsejteket, a csupan NK-

sejtekkel kezelt mintdkhoz képest a tulélés jelent6sen csokkent (p < 0,0001).
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Azonban egyes antitest-kezelések kozott, valamint a 10 pg/ml trastuzumab
kezelésen kivill mas koncentracié vagy mas antitest és a csak-NK kezelés kozott
szignifikans kilénbség nem volt kimutathato.

A PanToxiLux moddszernek az ezt megel6z6 moddszerekhez hasonléan hatranya,
hogy a sejtek hosszi ideig szuszpenzidban vannak az el6kezelés és a kisérlet

idotartama alatt.

1.4. Sejtadhézié impedancia-alapt mérése ADCC valos idejii kovetésére

Az impedancia alapu sejtanalizatorral mért ohmikus ellenallds értékek az idd
fuggvényében mutatjdk, hogy a kezelés utan az ellenallas csokken, aminek
hatterében az NK-sejtek altali célsejt-pusztitas all.

A dozis-kalibraciés kisérletek alapjan kider(lt, hogy az ADCC hatékonysagaban a
dozisfiggd  kiillonbségek az 1-20 ng/ml  tartomdnyban  mutatkoztak
leglatvanyosabban, a 100 ng/ml dézisok mér telitették az ADCC-t.

A normalizalt sejtindex gorbék végpontjai a tuléld célsejtek aranyat demonstraljak.
A kezeletlen, csak NK-kezelt és NK + 10 ng/ml trastuzumab kezeléseket
Osszehasonlitva a kezeletlenhez képest a csak NK kezelés nem csokkentette
szignifikansan a talélést (p = 0,34), igy korabbi modszerekkel dsszehasonlitva a
jelenlegi mddszerben befolyasolja legkevésbé az NK-sejtek alapaktivitdsa a
célsejteket.

Ha valamennyi kezelt csoportot 6sszehasonlitjuk, azt talaljuk, hogy a csak-NK-hoz
képest, az NK mellett adott trastuzumab és pertuzumab antitest kezelések mind 1
ng/ml, mind 10 ng/ml koncentracidban jelentsen csokkentették a talélést (p < 0,01).
Az eltéré antitest koncentraciok kozott is kimutathatd szignifikdns kiilonbség
(p<0,02). A két kiilonb6z6 antitest hatékonysdga statisztikailag hasonlonak
mutatkozott azonos koncentracionél, de az eredményekbdl az is lathatd, hogy a
trastuzumab konzekvensen némileg hatékonyabban medialja az ADCC-t, mint a
pertuzumab.
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Az impedancia alapi sejtadhézid mérés tehat a tobbi vizsgalt médszerrel nem
detektalhato kiilonbségeket is kimutat, s6t, pontosan kvantital, ugyanakkor ezen
mérési modszerben befolyasolta az NK-sejtek alapaktivitasa legkisebb mértékben
befolyasolja a mérés kiértékelését.

Ezek miatt az impedancia alapl mérést valasztottuk tovabbi in vitro ADCC
kisérleteinkhez.

Anti-HER? antitestek hatdsmechanizmusanak és hatékonysaganak vizsgalata

A trastuzumab és pertuzumab antitestek szamos sejtre fejtenek ki kdzvetlen
biol6giai hatést, ezért az ADCC hatas elkilonitéséhez szikség volt a teljes
trastuzumab és pertuzumab antitestek mellett azok Fc rész nélkili — azaz az Fc altal
kivaltott hatasmechanizmusokt6l mentes — fragmentumaikra. Szamunkra az F(ab’),
fragmentumok voltak szilkségesek, melyek kozvetlen biol6giai hatasprofiljukban
legkozelebb allnak a teljes antitesthez, mivel bivalens fragmentumok lévén a

receptorok keresztkotésére is képesek.

F(ab’), fragmentumok eldallitisa

A kereskedelmi forgalomban csak a teljes IgG trastuzumab és pertuzumab antitestek
érhetéek el, ezért ezekbdl kiindulva volt szilkség az F(ab’), fragmentumok
el6allitasara nagyobb mennyiségben.

A teljes antitestekrdl az Fc részt agar6z gydongyhoz kotott pepszines emésztéssel
tavolitottuk el, az emésztési folyamatot optimalizaltuk. A tdl hosszi emésztési
idotartam az antitestek tulzott fragmentalédasahoz, sériiléséhez vezetett, mig a
rovidebb idGtartam sok emésztetlen antitestet eredményez. Idedlis emésztési
id6tartamnak a 16 orat valasztottuk. Az emésztetlen és részlegesen emésztett

frakciokat Gsszegylijtottiik és ujabb emésztés utan Gjra frakcionaltuk.
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A vizsgalt antitestek és alegységeik felhasznalasa el6tt igazoltuk, hogy a vart antitest
F(ab’), fragmentumokat kaptuk-e meg. Sem a trastuzumab F(ab’), sem a
pertuzumab F(ab’), fragmentumokon nem jel616dott az Fc rész, mig a teljes 1gG

antitestek Fc része jellhetd volt.

A kiindulasi antitestek, illetve F(ab’), fragmentumaik specifikus antigén felismerd
tulajdonsdgainak  dsszehasonlitdsat kompeticiés vizsgalattal —végeztik. A
trastuzumab F(ab”), fragmentumaval tizszeres feleslegben végzett jel6lés utan a
trastuzumab IgG telité koncentracioban 10 perc alatt nem tudott kdtddni a HER2-
hdz, nem tudta leszoritani sajat F(ab’), fragmentumat. Forditva, az eldszor felkotodo
IgG utdn az F(ab’), nem jel6lt. A vizsgalatot a pertuzumab antitestekkel is

elvégeztiik.

In vitro proliferacids vizsgalatok

Az antitest kezelések in vitro proliferaciéra gyakorolt hatdsat ismerten eltérd
érzékenységi sejtvonalakon, MTT alapti modszerrel vizsgaltuk, 3 napos kezeléseket
alkalmazva. A teljes antitestek és azok F(ab’), fragmentuma esetén a JIMT-1 sejtek

ismert trastuzumab rezisztencidjanak megfelelé eredményt kaptuk.

A trastuzumabra érzékeny BT-474 sejtvonal esetén az egész trastuzumab és F(ab’);
fragmentuma a proliferaciét hasonlé mértékben csdkkentette, félmaximalis hatékony
koncentraciojuk nem kilénb6zik. A pertuzumab 1gG a trastuzumabhoz képest
kevésbé volt hatékony, viszont a bel6le elballitott F(ab’), egy nagyséagrenddel
hatékonyabbnak bizonyult az 1gG parjanal, félhatékony koncentracidja huszadara

csokkent.

HER?2 heterodimerizacio vizsgalata FRET-tel

A pertuzumab F(ab’), nagyobb hatékonysaganak magyarazata lehet, hogy a kisebb

F(ab’); hatékonyabb a HER2 dimerizacidjanak gatlasdban. A dimerizacio
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mértékének  vizsgalatdhoz  mikroszkopos  akceptor  fotokioltdsos  Forster
(fluoreszcencia) rezonancia energiatranszfer maodszert alkalmaztunk. Az EGFR-
HER2 heterodimerizaciot a pertuzumab kezelés némileg, a pertuzumab F(ab’),
viszont kifejezetten csdkkentette.

A pertuzumab dimerizaciét gatlé hatdsa a HER2 dimerizéacids karjahoz vald
kotédésével magyardazhatd. Az F(ab’),, valdszinlileg a kisebb mérete miatt
kedvezdbb sztérikus feltételekkel hatékonyabban gatolja meg a dimerizaciot illetve

bontja meg a mér kialakult EGFR-HER?2 dimereket.

A kombinalt antitest kezelés hatasa az in vitro sejtproliferaciora

A JIMT-1 sejtek esetén, hasonléan az 6nélldan alkalmazott antitestekhez, sem az
egész antitestek, sem F(ab’), fragmentumaik kombinacija nem csokkentette a
proliferaciot, a sejtvonal intrinsic rezisztenciaja érvényesiilt.

Az antitest-terapiara érzékeny BT-474 sejteken a kombinalt kezeléseket részletes
dozis-fliggésben vizsgéltuk. Mind az IgG, mind az F(ab’), kezelések soran a két
antitest kombinacidjanak alkalmazasaval az dnalléan alkalmazott antitest maximalis
gatlasanal erésebb hatas volt elérhetd. Az azonos gatlast kifejtd kombinaciokat
megjelenitd izobol savok egyenesen huzodnak a két (6nallo kezelést jelentd)

végpont koz6tt, tehat a kombinacids hatas additiv, de nem szinergista.

Az in vivo daganatellenes hatas vizsgalata

Az in vivo hatast SCID egérbe szubkutan xenotranszplantalt JIMT-1 tumor sejteken
vizsgaltuk.

A kontroll HEPES pufferrel kezelthez képest a trastuzumab és pertuzumab antitestek
gatoltdk a xenograftok ndvekedését. A két antitest hatékonysaga kozott kiilonbség
nem volt lathat6. A két antitestetet kombinaciéban alkalmazva — a monoterapiaban
hasznélt ddzisaikban —, a tumor névekedése jelentdsen csokkent a monoterapidhoz
képest. A tumorok novekedésével parhuzamosan azonban a fejlett ECM és altala a

szterikus gatld hatas fokozatosan kialakul, s igy kb. 250 pm3-es daganattérfogat
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elérése utan a kezelt daganatok is ugyanolyan iitemben nének, mint a kezeletlen
daganatok.

Ezzel szemben sem a trastuzumab F(ab’),, sem a pertuzumab F(ab’), fragmentumok,
sem ezek kombindci6i nem csokkentették az in vitro rezisztens JIMT-1 tumorok
ndvekedését a kezeletlen kontrollhoz képest.

Ebb6l arra  kovetkeztethetink, hogy az egész antitestek in  vivo
hatdsmechanizmusédban az Fc rész jatszik jelentOs szerepet, az Fc részén keresztil

megval6sulé ADCC kivaltasaval.

Ex vivo szdvettani analizis

A xenograft daganatokbdl késziilt metszetekben a JIMT-1 sejteket a huméan HER2,
mig az NK-sejteket a CD45 specifikus immunfluoreszcencids jel6lésevel

azonositottuk.

Megvizsgaltuk tehat az NK-sejtek szamanak a penetracié mélységétél valo fliggését,
és az egyes kezelések eredményeit osszehasonlitottuk. A trastuzumabbal és a
pertuzumabbal kezelt tumorokban is nagyobb volt az NK-sejtek siiriisége a
kontrollhoz képest, a trastuzumab és pertuzumab kombinalt adasa pedig még
nagyobb NK-sejt denzitdst eredményezett. Megfigyeltiik, hogy a kombinalt 1gG
kezelésnél az NK-sejtek mélyebbre tudtak hatolni a tumorba, és abban hosszabb és
szélesebb szovethidnyokat hoztak létre.

Az 1gG és kombinalt 1gG kezelés soran az NK-sejtek nem csak nagyobb szamban
vannak jelen a daganatban, de aktivabbak is. A HER2-pozitiv sejtekkel kapcsolatban
allo, feltehetbleg 616 szinapszist képz6 NK-sejtek laposak, a daganatsejt felszinére
lapultak, mig a tumorsejtektél tavol 1évé NK-sejtek kerekek, nem alakitanak ki
szinapszist. A lapos/kerek NK-sejt ardny a kombinacids kezelésben magasabb volt,
mint monoterapidban, mely az NK-sejt denzitas aranyokon felill is alatdmasztja az
1gG kezelések ADCC-t kivalté funkcidjat.
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Az in vitro ADCC vizsgalata

Az effektor NK-sejtvonal funkcionélis mikodését szaturdlé trastuzumab antitest
jelenlétében in vitro az ,,616”-szinapszis kialakulasdnak megfigyelésével igazoltuk,
konfokalis mikroszkdppal.

Az in vivo észlelt kombinacios hatas kvantitativ kiértékeléséhez az ADCC in vitro
vizsgalatat végeztik el az in vivo kisérletben is hasznalt JIMT-1, valamint nagy

affinitastt CD16 receptort kifejezé NK-92 sejtvonallal.

Az impedancia alapl sejtanalizatorral végzett ADCC mddszerrel 6,6 pM antitest
koncentracid mar detektalhatd sejtolést medialt NK-sejtek jelenlétében, mely a 67
pM koncentracié trastuzumab esetén mar 90% korili hatékonysadgu volt. Az
antitestek magukban, NK-sejtek hozzaadasa nélkil, nem okoztak a target sejtek
pusztulasat.

Mind a trastuzumab IgG, mind a pertuzumab IgG dézisfiiggé modon eredményezett
ADCC-t, és ezéltal csokkentette a sejtindexet. A pertuzumab némileg kevéshé volt
hatékony a trastuzumabhoz képest. A kombinacids kezeléseknél abban az esetben,
amikor a két antitest koncentracidjanak osszege (3,3 pM + 3,3 pM vagy 33 pM + 33
pM) megegyezett az dnalléan alkalmazott antitest koncentracidjaval (6,6 pM vagy
67 pM), a citotoxicitds megegyezett. A kombinacidban, amennyiben az 6sszes
koncentracio az egyedi kétszerese volt, nem szaturalé koncentracional (6,6 pM + 6,6
pM) a ketszeres koncentracioji 6nallé kezelésnek megfeleld atlagos hatékonysagot
adta.

Az ECsp értékeket az egyes antitestekre Hill-egyenlettel meghatarozva a kombinalt
kezelés ECso értéke 6,1 pM, szemben az 6nallé kezelés 12,0 pM (trastuzumab) és
11,5 pM (pertuzumab) értékeivel, ami az additivitast tdmasztja ala.

Szaturalé koncentracional (67 pM + 67 pM) a kombinécié nem okozott szignifikéns
hatasndvekedést.
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Kovetkeztetések

Kisérleti mddszerfejlesztésiink célja a letapadd célsejtek szadmara idedlis nem-

radioaktiv in vitro kisérleti modszer megtalalasa és validalasa volt.

A felszabaduléasos (release) vizsgalatokban a jeldldanyag spontan felszabadulésa is
csokkenti a modszerek szenzitivitasat és a kisérlet reprodukalhatésagat. Ezt
tapasztaltuk mind a FDA, mind a CFSE jel6lés esetében. Tovabba a célsejtek
aktualis metabolikus allapota, az azokat ért korabbi hatasok jelentdsen

modosithatjak az eredményt, ndvelhetik a fliggetlen mérések kdzotti kilonbségeket.

A sejthaldl indikétor propidium-jodid se nem szenzitiv, se nem specifikus az ADCC
kivéltotta sejthalalra. A PanToxiLux a hasonlo kaszpaz aktivitdst mér6 tesztekkel
egyutt mar az ADCC kezdeti intracellularis lépéseit érzékeli, szenzitivitasa és
specificitdsa jobb. De ezen modszereknél is fenndll, hogy szuszpenzidban kell
tartanunk a sejteket, ami a letapadd célsejtek szamara nem fiziol6gias allapot,
befolyasolhatja az életképességet, szenzitivitast, és ami a célzott terapia szamara
talan legfontosabb, a sejtfelszini molekulak megjelenését, megcélozhatdsagat. A
célsejtek pusztuldsa utdn azok fragmentalédasa, valamint a szuszpenzidban tartas

miatt bekdvetkezd spontan sejthalal is befolyasolhatja a kisérlet eredményét.

Az impedancia mérésén alapuld, jelolésmentes technoldgiak lehetévé teszik a
kisérleti rendszer folyamatos kdvetését, megengedve tobbek kozott a kitapadas,
szétteriilés, proliferacid és sejthalal vizsgalatat. A megvizsgalt modszerek koziil az
ECIS Z® impedancia alapu valds idejli sejtanalizatorral végzett ADCC vizsgalat

rendelkezett a legnagyobb szenzitivitassal és volt a leginkabb kvantitalhato.

Letapadd célsejtek esetén az in vitro ADCC pontos kvantitativ vizsgalatéhoz tehat az
impedancia alapu sejtanalizatort javasoljuk. Szuszpenzioban nové célsejtek esetén a
PanToxiLux teszt és rokon modszerek hatékonyabbak lehetnek az ADCC

radioaktivitas-mentes in vitro mérésére.
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A kombinéacids kezelések hatékonysagat annak hatasmechanizmusanak tisztazasaval
kivantuk egyértelmiisiteni. Az antitestek direkt biologiai (jelatviteli) és ADCC-t
kivaltd hatasai kozott az elkiilonités a teljes antitestek, valamint F(ab’),
fragmentumaik &sszehasonlité vizsgalataval valt lehetségessé. Az Fc rész

eltavolitasahoz pepszin-agardzos emésztést optimalizaltunk.

A trastuzumab és pertuzumab antitestek kombinaci6janak direkt bioldgiai hatasat
kvantitaltuk az adott antitestekre in vitro 6nmagéaban érzékeny BT-474 sejteken. Az
izobdl gorbék azt mutattdk, hogy az antitestek kombinacidja additiv hatast fejtett ki
az IgG és F(ab’), fragmentumok esetén is. A két antitesttel elérhetd maximalis hatas
nagyobb volt, mint barmelyik antitestet egyedil alkalmazva. Ez azt tdmasztja alg,
hogy a két antitest eltéré hatasmechanizmussal befolydsolja a HER2 jelatvitelt,

melyek egymastdl fiiggetleniil képesek a sejtndvekedést gatolni.

Bar semelyik antitest, F(ab’), fragmentum, vagy kombinacié sem tudott in vitro
kdzvetlen biolégiai hatast kivaltani a JIMT-1 sejteken, a teljes antitestek képesek

voltak azon ADCC-t medialni in vitro és in vivo is.

A trastuzumab €s a pertuzumab egyenértékii daganatellenes hatast mutattak. Az
antitestek kombinacios alkalmazasa jelent6sen hatékonyabb volt. A JIMT-1
xenograftok in vivo névekedését az F(ab’), fragmentumok nem cstkkentették, nem
tudtak ADCC-t kivaltani.

Az in vivo eredmények alapjan az ADCC a terépias antitesteknek egy értékes
hatasmechanizmusa, mellyel in vitro trastuzumab-rezisztens, HER2-pozitiv
daganatoknal is szamolhatunk. A kombinacids kezelés ndveli a daganatot infiltralo,
valamint a daganatsejteket aktivan megtdmadd NK-sejtek szamat, és ez forditott

korrelaciéban van a tumor progresszidjaval és méretével.

A két antitest az ADCC-t nem-szaturalé koncentraciéinal additivan viselkedett, de
szaturald koncentracioknal, amikor a maximalis ADCC-t mar kulon-kulon is elérték,

nem tudott még hatékonyabb ADCC-t létrehozni. Ez magyardzhatd azzal, hogy az
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ADCC-t kivalté hatas de facto mindkét antitest esetén ugyandgy, az Fc részen és az

NK-sejtek Fcy receptorain keresztiil torténik, és a mechanizmus telitddik.

Mivel az in vivo kezeléseknél is legalabb additivitast észleltiink, igy valdszinii, hogy

az in vivo alkalmazott dozisok nem voltak telitdek.

A tumorok ndvekedésével parhuzamosan azonban a fejlett ECM és altala a szterikus
gatlo hatas fokozatosan kialakul, és a kezelt daganatok is ugyanolyan (temben
ndének, mint a kezeletlen daganatok. Az antitestek daganatellenes hatésa tehat a
rezisztens JIMT-1 daganatok esetén a kis térfogati/nagysagu daganatoknal

jelentdsebb.

A HER2-pozitiv daganatok esetén az antitestek kombinéciés adasa mar a
kezdetektol Osszességében biztonsagosnak és jotékony hatasunak tlnik, melyet
jelenleg a 3. fazisi APHINITY Kklinikai tanulmany vizsgdl. A CLEOPATRA
tanulmanybol az a kdvetkeztetés is felmeriilt, hogy a trastuzumab és pertuzumab
terapiat metasztatikus emlérak esetén nem is szabad abbahagyni, ami a disszeminalt

daganatsejtek szenzitivitdsa miatt érthetd és logikus kovetkeztetés.

A kombinalt kezelés ADCC medialasaban észlelt additiv hatasa, valamint a tumor
disszeminicid  megakadalyozisdnak  fontosséga miatt a  HER2-pozitiv
emlddaganatok adjuvans kezelésére a kombindlt antitest terapiat javasoljuk
elsévonalbeli kezelésként, és a terapia abbahagyasat, szlineteltetését nem javasoljuk.
Valamint felvetjiik, hogy a legjobb hatés elérése érdekében a trastuzumab mellett a
pertuzumab adasa altalanosan javasolt mindenféle preszelekcios kritérium nélkil, a

maximalis engedélyezett koncentracidban.
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