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BEVEZETES

A mellrdk az egyik leggyakrabban el6forduld daganatos megbetegedés. Annak ellenére,
hogy az utébbi 30 évben jelentds elérelépések torténtek a szlirésében és a kezelésében, ez a
betegség évente fél milli6 ember haldlaért felelos vildgszerte. A mellrdkkal diagnosztizalt
betegek koriilbeliil felénél attétes betegség fejlodik ki. Az attétes mellrdk kezelése palliativ, a
betegség kidjuldsa esetén az atlagosan varhat6 élettartam 24 és 30 hénap kozott van.

Dennis Slamon és mktsai 1987-es és 1989-es tanulmanyaikban megmutattik, hogy a
mellrdkok mintegy 30%-4ban a raksejtek fokozottan fejeznek ki egy ErbB2 nevii fehérjét. A
tanulmanyok Osszefiiggést taldltak a gén amplifikacidja ill. a fehérje fokozott kifejezodése és a

mellrakos betegek tilélése kozott.

Ez a két tanulmény egy 1j terdpids modszert alapozott meg, amelynek tdmadaspontja az ErbB2.

Az ErbB2 szerepe mellrakokban

Bér az az epidermadlis ndvekedési faktor receptor csalddba tartoz6é ErbB2 amplifikaciéjat
szdmos daganatban kimutattdk, ugy tlnik, hogy legfontosabb szerepe a mellrdkok
novekedésének szabdlyozdasdban van. Mig az emld nem malignus epitélsejtein 20 000 —
50 000 darab ErbB2 receptor van, a mellrdksejteken akdr 2 milli6 is lehet. Ennek az esetek
tilnyomé részében az ErbB2 gén amplifikacidja az oka. Az ErbB2 fokozott expresszidja
Osszefiigg a daganat magas szovettani gradussal, a rdksejtek magas mitotikus aktivitdsdval, a
pS3 gén muticidjaval, a daganat negativ Osztrogén receptor stitusidval. Ha a beteg daganata
ErbB2 pozitiv, betegségének rosszabb a prognézisa, mint az ErbB2 negativ betegeké:
valdszintibbek az éttétek és rovidebb a relapszusmentes tdlélés.

Az ErbB2-nek kozponti szerepe van az ErbB receptor csaldd altali jelatvitelben, igy a

funkcidjanak blokkolasa jelent6sen csokkentheti a daganatsejtek novekedését.

Az ErbB2 ellenes antitestterapia, a trastuzumab

A United States Food and Drug Administration (FDA) altal 1998-ban engedélyezett
trastuzumabot (kereskedelmi nevén: Herceptin®) ma a kovetkezd kritériumokat teljesitd
esetekben haszndljdk:
— monoterdpia formdjdban, olyan attétes, ErbB2 pozitiv mellrdkos betegek kezelésére,

akiket el6z6leg mdr legaldbb 2 kemoterdpids szerrel kezeltek.



— kombindlva paclitaxellel olyan attétes, ErbB2 pozitiv mellrdkos betegek kezelésére, akiket
elézdéleg még nem kezeltek kemoterdpids szerrel.

— 2006 novemberében, miutdn széleskori klinikai vizsgalatsorozatban a hagyomdnyos
kemoterdpia kiegészitése trastuzumabbal a betegség kitjuldsdnak kockazatit felére, a
megfigyelési id6szakon beliili haldlozds kockézatit pedig harmaddra csokkentette, az

FDA engedélyezte a trastuzumab-kezelést a korai emldrdk adjuvéns kezelése is.

Hogyan hat a trastuzumab?

A trastuzumab hatdsmechanizmusa nem teljesen tisztazott, bar rengeteg in vitro és in vivo
kisérletet terveztek a megértésére. Az antitest Fab és Fc részének is fontos szerepe van a
daganatgatlo hatdsban. Az Fab részen keresztiil kifejtett hatdsoknak azt nevezem, amiket a
trastuzumab az ErbB2-hoz valé kapcsoléddsdval magukon a daganatsejteken eldidéz. Az Fc
részen keresztiili hatdson azt értem, hogy az ErbB2-hoz kotott trastuzumab Fc részét Fc-
receptorral rendelkezd immunsejtek felismerik, majd antitest-kdzvetitette sejtoléssel
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity = ADCC) megolik a daganatsejtet; a
komplement-kdzvetitette sejtdlés (complemet-dependent cytotoxicity = CDC) is az Fc részen
keresztiil valésul meg. In vitro kisérletekben az Fab részen keresztiili hatdsokat vizsgalhatjuk,
in vivo mindkét részen keresztiili hatds megvan.

In vitro kisérletekben bizonyitottdk, hogy a trastuzumab: bivalens antitestként keresztkot
két ErbB2 receptort, olyan jelatviteli utakat inditva ezzel el, amelyek egyik végeredménye az
ErbB2 internalizéicidja és degradicidja: a sejtfelszini ErbB2 mennyiség csokkenése; gitolja a
mitogén aktivalta protein kindz és a foszfatidil-inozitol-3 kindz szignalizaciés utvonalakat;
csokkenti ciklin D1 expresszi6jat, ezaltal csokken a ciklin-dependens kindz inhibitor p27*P!
szint: a sejtciklus ledll a G1 fazisban; apoptézist valt ki; noveli az ErbB2 HLA-I-hez
kapcsolodo antigénprezentacidjanak mértékét.

In vivo trastuzumab-kezelés emlOrdk-xenograftokban csokkentette a kis erek szdmat és
atmérdjét, aminek hatterében 4 érképzodést segitd novekedési faktor expresszidjanak
csokkenését (VEGF (vascular endothelial growth factor), TGF-a (transforming growth factor-
a), angiopoietin-1, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)), és az érképzddést gatlo TSP-1
(thrombospondin-1) szintjének novekedését talaltak.

Természetesen a trastuzumab Fab része elengedhetetlen ahhoz, hogy az antitest az ErbB2-
hoz kapcsolddjon. De vajon mekkora rész jut a trastuzumab daganatgatld hatasabdl az Fab és
mekkora az Fc részén keresztiil kifejtett hatdsnak? A kérdés eldontésére Clynes és

munkacsoportja két kulcsfontossdgi kisérletet végzett. BT474, in vitro trastuzumabra



érzékeny mellraksejteket oltottak ép FcyR-ral és FcyR-defektussal rendelkez6 immunhidnyos
egerekbe. Az egereket hetente kezelték trastuzumabbal. Az ép FcyR-ral rendelkezd egerekben
a trastuzumab meggitolta a daganatndvekedést, az FcyR-defektussal rendelkezd egerekben
viszont a novekedésgatlé hatdsdnak mintegy 2/3-4t elveszitette. Ezutdn a 4D5 antitestbdl Fc
részének egyetlen aminosavdnak cseréjével egy FcyR-hoz kotddni képtelen antitestet hoztak
1étre, amely megOrizte in vitro daganatgitld képességét, de in vivo hatdsdnak jo részét
elveszitette.

Ugy tiinik tehat, hogy a trastuzumab daganatgatlé hatdsanak mintegy 2/3-részéért az
ADCC a felelds, 1/3-részért pedig az antitestnek kozvetleniil a daganatsejteken kifejtett

hatasa.

A trastuzumab-rezisztencia
A meggy6z0 klinikai eredmények ellenére, sajnos jonéhdny ErbB2 pozitiv mellrak
elsddlegesen rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab-terdpidra, az esetek nagy részében
pedig koriilbeliil 1 éves trastuzumab-kezelés utdn ellendlléva valnak a daganatok a kezelésre
(szerzett rezisztencia). Az aldbbi mechanizmusok egyardnt felelosek lehetnek a primer és a
szerzett trastzumab-rezisztencidért:
1. Kiilonbozd alternativ tdlélési ttvonalak aktivdlédésa:
— EGF-szerli ligandumok autokrin termelése fokozhatja az ErbB csaldd mds tagjain
keresztiili jelatvitelt.
— Az inzulin-szerii novekedési faktor receptor utvonaldnak aktivalodasa.
— Akt ttvonal aktivalodasa.
— A MUCH4 nevi sejtfelszini szialomucin, vagy a hialuronsav eltakarhatja az ErbB2
trastuzumab kot6 epitopjat a trastuzumab eldl.
2. A PTEN tumorszuppresszor csokkent expresszidja.

3. Hiba az ADCC-ben: lasd alabb.

Jollehet Clynes és munkacsoportja fent részletezett kisérlete vildgossd tette, hogy a
trastuzumab hatdsanak nagyobb részéért az ADCC felel, mégis csak kevés kozlemény
foglalkozik azzal, hogy mi lehet a szerepe/jelentdsége az ADCC-nek a
trastuzumab-rezisztencidban. Mimura €s mktsai kisérletiikben azt a nyeldcsérdk sejtvonalat,
amely in vitro TGF-B-t (transforming growth factor-B) termelt, ErbB2 pozitivitasa ellenére
joval kisebb mértékben tudtik az NK sejtek trastuzumab-kozvetitette sejtoléssel megdlni,

mint az ErbB2-t hasonlé mértékben kifejezd, de TGF-B-t nem termeld sejteket. Ha az



ellendllé sejteket TGF-B-t semlegesitd antitesttel kezelték, érzékennyé valtak a
trastuzumab-kozvetitette sejtdlésre. Kono és mktsai eldrehaladott gyomorrdkos betegekbdl
izolalt NK sejtek (NKpereg) trastuzumab-kozvetitette sejtold képességét vizsgaltak in vitro. A
kontroll NK sejtekhez (NKionwo1) képest az NKyee sejtek sokkal kisebb mértékit ADCC-t
valtottak ki. Ezzel parhuzamosan megfigyelték, hogy az NKyee, sejteken alacsonyabb az
ADCC-ben kulcsfontossdgi CD16 ( alegységének expressziés szintje. In vitro interleukin-2
kezeléssel novelni tudtdk az NKpeep sejtek CD16C expresszidjat, a megnovelt CD16{
expresszioju sejtek pedig az NKyongron Sejtekhez hasonlé mértékii trastuzumab-kozvetitette

sejtolésre voltak képesek.

A JIMT-1 sejtvonal

Az irodalomban és a sejtbankokban megtaldlhaté ErbB2 pozitiv mellrdk sejtvonalak
mindegyike érzékeny a trastuzumabra in vitro. Ugyan az ezekbdl a sejtvonalakbdl in vitro
elddllitott trastuzumab-rezisztens al-sejtonalak  vizsgdlatdval is jelentds eredményeket
kaphatunk, mégis nagyon fontosnak tartom, hogy 2004-ben egy trastuzumab kezelésre
klinikailag rezisztens, 62 éves, ErbB2 pozitiv mellrdkos ndbeteg melliiregi, daganatos
folyadékgyiilemébdl izoldlta Jorma [sola és Minna Tanner a JIMT-1 sejtvonalat. Annak
ellenére, hogy a JIMT-1 sejtekben az ErbB2 gén amplifikdlodott és a sejteken mintegy
300 000 darab ErbB2 receptor van, a JIMT-1 sejtek in vitro és in vivo éllatkisérletben

egyarant trastuzumab-rezisztensnek bizonyultak.

Az attétképzodésrol, roviden

A legtobb daganatos beteg halédladt a primer daganatbdl levadlé daganatsejtekbdl tivoli
szervekben képzddott attétek okozzdk. Az attétképzddésben kdzponti szerepiik van a vérben
kering6 daganatos sejteknek, a disszeminédlédott daganatsejteknek és a tobbsejtes daganatsejt-
aggregatumoknak, mert minden 4ttét ezekbdl fejlodik ki; jollehet egy igen kevéssé hatékony
folyamatban. 1 grammnyi primer daganatszovetbél naponta koriilbeliil 10° darab daganatsejt
vélik le és keriil a vér/nyirokkeringésbe. Az intravazicié altaldban a daganat mozaikos fald
erein keresztill torténik, amelyeknek a falat endotél és tumor sejtek egyiitt alkotjdk. Chang és
mktsai szamitdsai szerint naponta az ér lumenével érintkez6 daganatsejtek mintegy fele
szakad le és valik vérben keringd daganatos sejtté (VKDS). Habar rendkiviil nagy
mennyiségli daganatsejt jut a keringésbe, csak elenyészé hanyadukbdl lesz attét: Luzzi és
mktsai szdmitdsai szerint a VKDS-ek csak mintegy 0.02%-4bdl lesz metasztizis. A legtobb

VKDS elpusztul a keringésben az immunrendszer timaddsa , a hemodinamikai erék , vagy a



sejt-sejt és a sejt-matrix kapcsolatok elvesztésének kovetkeztében kivaltott apoptdzis altal.
Néhany VKDS kilép a keringésbdl és tavoli szovetekben disszemindlt daganatsejtként (DDS)
akdr évekig is meghizédhat. A VKDS-ek és a DDS-ek a sejtciklus Gy fazisdban 1évd, nem
osztodo sejtek, ezért a legtobb kemoterdpids szer nem hat rdjuk. A keringésbdl kilépett
VKDS-ek mintegy 2%-a kezd osztddni és képez mikrometasztdzist. Még kisebb hanyadukbdl
(0.02%) lesz valddi metasztdzis. Habar nagyon kevés keringd és a disszemindlt daganatsejt
fejlodik metasztazissd, mivel a mellrdkok 4tlagos dtmérdje a diagndzis pillanatdban 2-3 cm, a
diagnézisig ill. a terdpia megkezdéséig oridsi szamu tumorsejt juthat a keringésbe. Az attétes
emldrakos betegek 60%-dban taldltak legaldbb 2 VKDS-et, 49% vérében 5-nél tobb és 21%
vérében 50-nél is tobb volt (7,5 ml vérmintdban vizsgédlva). Azoknak az I-III stidiumd
mellrakbetegeknek, akiknek a csontveldjében mikrometasztazisokat taldltak (30%), magasabb
gradusd primer daganatuk és tobb nyirokcsomé-attétjiik volt. A VKDS-ek, a DDS-ek és a
mikrometasztazisok jelenléte mind primer, mind attétes mellrdkos betegeknél Osszefiigg a
betegség rossz progndzisdval. A primer daganatb6l nem csak egysejtes formdban szakadnak
le sejtek: keringd, tobbsejtes daganatsejt-aggregdtumoknak (KTDA) nevezzilkk a primer
daganatbdl egyiitt, egymdsssal kapcsolddva leszakadt daganatsejt-kupacot, amelyben a sejtek
egyiitt érik el a keringést és egyiitt vindorolnak. Az egyiittes vdndorldsnak szdmos elénye
van: a sejtkupac dltal termelt novekedést/migriciot segitd faktorok magas lokalis
koncentricidja autoktin/parakrin dton hat a sejtekre; a kupac kozéppontjdban 1€vd sejtek
védettebbek az immunrendszer tdimadasai €s a érrendszerben fellépd nyiréerdkkel szemben; a
KTDA-ok a kapilldrisokban fennakadnak, sejtjeik osztédni kezdenek, a kapillaris elpattan és a
daganatsejt-kupac metasztazissa fejlodik. A KTDA-ok jelenléte a vérben azt jelzi, hogy nagy

az attétképzodés veszélye.

A trastuzumab-kezelés hatiasa a vérben Kkeringé daganatos sejtekre (VKDS) és a
mikrometasztazisokra

[-1IT stadiumud mellrdkos betegeknél az ErbB2 pozitiv VKDS-ek jelenléte egyiitt jart a
primer daganat nagyobb méretével, negativ Osztrogén receptor stdtuszdval, alacsony
szovettani differencidltsdgaval, a nyirokérrendszer daganatos invazidjaval, a betegség
kedvezétlen klinikai kimenetelével. Bozionellou és mktsai megmutattdk, hogy a trastuzumab
képes csokkenteni a VKDS-ek és a csontveldi mikrometasztizisok szamdt kemoterdpidra

rezisztens mellrdkos betegeknél.



CELKITUZESEK

Munkank soran elsédleges célunk az volt, hogy vizsgiljuk és probdjuk megérteni a

trastuzumab-rezisztencia mechanizmusat JIMT-1 — SCID egér modell-rendszeriinkben. Ezt az

alabbi kérdésekkel kivantuk megkdozeliteni:

A Tanner és mktsai altal leirt JIMT-1 sejtekbdl nude egerekben kifejlodott daganatok nem
valaszoltak trastuzumab kezelésre, ha a kezelést a JIMT-1 sejtekkel vald oltds utdni 45.
napon kezdték. Vajon van-e hatdsa a trastuzumabnak, ha kordbban kezdjiikk az egerek
kezelését?

Milyen hatdsa van a trastuzumab kezelésnek, ha még kordbban, a JIMT-1 sejtekkel vald
oltassal azonos napon kezdjiik?

Milyen hatdsa van a JIMT-1 sejtekbdl alapitott xenograftok novekedésére a két ErbB2-t
keresztkotni képes, de Fc résszel nem rendelkezd trastuzumab-F(ab’),-nek?

Hogyan viltoztatja a JIMT-1 xenograftok ErbB2 expresszigjat a trastuzumab és a
trastuzumab-F(ab’), kezelés?

Uj sejtvonalakat kivantunk alapitani JIMT-1 xenograftokbol.

Ossze kivantuk hasonlitani a trastuzumab-érzékeny SKBR3 sejtek, a rezisztens JIMT-1
sejtek ill. az altalunk alapitott JIMT-1 X- és JIMT-1 X+ sejtek érzékenyégét trastuzumab-
kozvetitette ADCC-re in vitro.

Kivancsiak voltunk arra, vajon modell-rendszeriinkben ki tudunk-e mutatni a JIMT-1
primer daganatbdl szarmazo, az egerek vérében €s csontveldjében 1évo sejteket? Ha igen,

van-e valamilyen hatdsa a trastuzumab kezelésnek ezek szamara?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkultirak és allatmodellek

Kisérleteinket ErbB2 pozitiv, trastuzumab-kezelésre in vitro érzékeny (SKBR3, BT474)
és rezisztens (JIMT-1) human emldérdk sejtekkel végeztiik.

Az éllatkisérleteinkhez a DE OEC Borgydgydszati Klinika SCID egereit és az Institute of
Medical Technology, University and University Hospital of Tampere nude egereit hasznaltuk:
5 x 10° darab JIMT-1 sejtet oltottunk fiatal, nSstény nude vagy SCID egerek bére ald. Az
egerek hetente egyszer kaptak 5 pg/g trastuzumabot vagy rizuximabot intraperitonedlisan
(i.p.)- A trastuzumab-F(ab’),-t Otszor nagyobb koncentridcidban adtuk a teljes IgG és az
F(ab’), in vivo eltéré féléletideje miatt. A kontroll egerek hetente egyszer kaptak 100 ul
fiziol6gids sooldatot i.p. Az egerekben kifejlodott daganatok harom kiterjedését (hossz,
szélesség, magassdg) hetente mértiik tolomérdvel, a 3 paramétert Gsszeszorozva becsiiltiik

meg a daganatok térfogatat.

Az egerek véreztetése, a xenograft kivétele, csontvelévétel

Az egereket izofurdnnal elaltattuk, majd a nyaki verdér elvagasaval kivéreztettiik. A vért
Na-heparinnal atoblitett centrifuga csovekben gyljtottiik. Az egerekbdl a véreztetés utan
kivett daganatokat Cryomatrix-szal boritottuk €s folyékony nitrogénben (-196 °C)
lefagyasztottuk (ezeket a gyorsfagyasztottnak nevezett mintdkat ezutdn -80 °C-on taroltuk). A
csontvel6t a combcesontok két epifizisének levagasa utan, a csontok PBS-sel valé dtmosédsaval

gytjtottiik.

Mononuklearis sejtek szeparalasa vérbol és csontvelébol

Az egerek vérét, csontveldjét, és az egészséges emberek altal adott vért eredeti térfogatuk
kétszeresére higitottuk PBS-sel, majd Ficoll siiriséggradiens centrifugélast végeztiink. A
monononukledris sejtréteget leszivtuk, a sejteket a tovdbbi kisérleteknek megfelelden

készitettiik €lO.

Al-sejtvonalak alapitasa JIMT-1 xenograftokboél
A JIMT-1 X-és JIMT-1 X+ sejtvonalakat egy a kisérlet végéig fiziologids sdval, ill. egy a
kisérlet végéig trastuzumabbal kezelt egér daganatiabdl alapitottuk. Izofurdnnal végrehajtott

eutandzia utdn az 4allatokbdl kivett daganatokat steril olloval és szikével apré darabokra



vagtuk, steril PBS-sel kétszer mostuk, ezutdn Ham’s F-12/DMEM-et (1:1), streptomycint
L-glutamint, 20% Hyclone f6télis borju szérumot és 0.3 unit/ml inzulint tartalmazé
médiumban sejttenyésztd edénybe tettiik. A JIMT-1 X+ sejtek tdpfolyadéka 10 pg/ml
trastuzumabot is tartalmazott. A halott sejteket és a tormeléket 3 nap milva eltdvolitottuk, és
kicseréltiik a tapfolyadékot. A konfluens sejtkultirdkat tripszin-EDTA kezeléssel vettiik fel,
majd 1:2 ardnyban Uj sejttenyésztd edényekbe tettiik. A tapfolyadék ettdl kezdve csak 10%
szé€rumot tartalmazott. A JIMT-1 X+ sejtek a sejtvonal alapitdsa 6ta 10 pg/ml trastuzumab

koncentracié mellett nOnek.

Immunbhisztokémia, immuncitokémia

A cryomatrixban lefagyasztott dagantokb6l SHANDON AS-620E Cryotome-mal 20 pm
vastagsdgd metszeteket készitettiink (-25 °C-on). A metszeteket szilanizalt tirgylemezekre
haztuk, 20 percig 4 %-os formaldehid-PBS-ben fixaltuk, kétszer mostuk PBS-ben, egyszer
1 mg/ml BSA-t (bovine serum albumin) tartalmaz6 PBS-ben, majd 100 ul térfogati, 80 pg/ml
antitest és 1 mg/ml BSA koncentraciéji PBS-t tettiink a mintdkra. A jelolést nedveskamraban,
4 °C-on, sotétben, 1 napig végeztiik. Mdsnap a mintdkat haromszor mostuk PBS-ben, majd 15
ul Mowiol (a fluoreszcens festékek kiégését gitld anyag) rdcsOppentése utdn feddlemezzel
lefedtiik.

A vérbdl és a csontveldbdl szeparalt mononukledris réteg sejtjeit kétszer mostuk PBS-ben,
egyszer 1 mg/ml BSA-PBS-ben, majd 50 pl térfogatd, 80 ug/ml antitest és 1 mg/ml BSA
koncentraciéji PBS-t adtunk hozzdjuk. A jelolést jégen, 30 percig, sotétben végeztiik. A
mintdkat ezutdn kétszer mostuk PBS-sel, 1 %-os paraformaldehid-PBS-sel fixaltuk, és

kamraba tettiik.

Antitestek

A trastuzumabot (Herceptin®, IgG1) a Roche Magyarorszdg Kft-t3l vettiik. Az 528 (IgG2a)
nevi, ErbB1 receptor ellenes monoklondlis antitestet a HB-8509-jelii hibridéma termelte
(ATCC, Manassas, VA). Az ErbB2 ellenes ErbB2-76.5 nevii antitestet (IgG1) az azonos nevii
hibridéma termelte (Yosef Yarden ajindéka, Weizmann Institute of Science, Rehotov, Israel).
A szintén ErbB2 ellenes 2C4 a Genentech Inc. (South San Francisco, CA) ajandéka. A HLA-I
molekula nehéz lancédra specifikus W6/32 (IgG2a) monoklondlis antitest Francis Brodsky
(University of California San Francisco, USA) ajdndéka. Az egér CD45 minden izoformé;jat
felismer6 monoklondlis antitestet termeld hibridoma Denis R. Alexander ajandéka (The

Babraham Institute, Babraham, Cambridge, UK). Az antitesteket hibridémajuk feliiltisz6jabol



affinitds kromatografidval tisztitottuk: protein A oszlop segitségével az egér eredetlieket (ErbB-
76.5, W6/32), protein G oszlopon a patkany eredetii CD45 elles antitestet.

A fikoeritrinnel konjugélt, humidn IgG Fc ellenes (PE-anti human Fc, Clone: HP6043)
antitestet a Leinco Technologies-tdl, a poliklondlis, Cy3-mal vagy Cy5-tel konjugdlt GAHIG

(H+L) Fab-t a Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.-tdl vettiik.

Trastuzumab-F(ab’), fragmentum preparalasa

A Trastuzumab-F(ab’), fragmentumot az irodalomban leirt mdédszer alapjan preparaltuk:
20 mg trastzumabot 20 mmol/l acetat pufferben (pH = 4.5) oldottunk fel, majd haromszor
dializaltuk ugyanebbe a pufferbe Centrikon-10-es csoveket hasznilva. Az IgG-t 0.5 ml
immobilizalt pepszinnel emésztettiik 37 °C-on 6 6rdn at. A reakciét 10 ml 2 mol/l Tris-
sosavval (pH = 8.2) llitottuk le. Az emésztett trastuzumabot 0.22 pm-es szlir6n szirtiik at,
hogy az agaréz gyongyokhoz kotott immobilizélt pepszint eltdvolitsuk. Ezutdn az emésztett
mintdkat Centricon-50-es csovekkel toményitettilk. A trastuzumab-F(ab’),—t az emésztetlen
trastuzumabtdl high-performance liquid kromatografidval (HPLC) valasztottuk el Sephacryl S-
300 gyantaval toltott 10 x 800 mm-es oszlopon. Az oszlopot 50 mmol/l koncentraciéju Na-
foszféattal (pH = 7.0) mosva 0.5 ml-nyi frakcidkat gyiijtottiink. A frakciokbdl vett mintdkat
nem-redukdlé SDS-PAGE-zsel [8%-o0s gélben (5.7 ml desztillalt viz, 1.6 ml ProSieve 50 gel
solution, 2.5 ml 1.5 M Tris-HCI (pH = 8.8), 0.1 ml 10% SDS, 0.1 ml 10% APS (ammonium-
perszulfat), 4 ul TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin) 14 pl-nyi mintit 6 pl, B-
merkaptoetanol mentes mintapufferben (1.51 g TRIS, 20 g glicerol, 40 ml 10% SDS, 2 mg
bromfenolkék, 80 ml desztillalt viz) futtattuk] teszteltiik. Azokat a frakcidkat ontottiik 6ssze és
neveztiik trastuzumab-F(ab’);-nek, amelyek nem tartalmaztak emésztetlen trastuzumabot. A
trastuzumab-F(ab’),-t Centricon-50-es csovekkel toményitettitk, 0.22 pm-es sziirfvel sterilre

szurtik és -20 °C-on taroltuk.

Fluoreszcencia in situ hibridizacio (FISH)

A human, daganatos sejteket kettds célpontii FISH-val kiilonitettiik el az egér sejtektol: Egy
egészséges SCID egér izomszovetébdl izolalt teljes genomi DNS (DNeasy Blood és Tissue Kit
(QIAGEN, Budapest, Hungary)) 1 pug-jit nick transliciés kit-tel (Vysis Inc., Downers Grove,
IL USA) SpectrumRed-dUTP-vel (Vysis Inc.) jeloltik. Kétszaz ng jelolt, egér DNS-t
Osszekevertiink 100 pg Cot-1 DNS-sel (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD), a DNS-t
standard médszerrel kicsaptuk és 10 pl hibridizaciés oldatban (55 % formamide, 10 % dextran-

szulfat, 2x SCC (0,3 M NaCl, 0,03 M Na-citrat, pH = 7,0)) oldottuk fel, amely tartalmazott



1 pl, SpectrumGreen-nel jelolt, humdn X kromoszoma centromérara specifikus DNS préobat
(Vysis Inc.). A hibridizacids elegyet 6sszekevertiik, denaturaltuk (5 perc 70 °C-on) és 30 percig
37 °C-on inkubdltuk a préba kotddésének megkonnyitése érdekében

Az egerek véréb6l vagy csontvel6jébdl stlrliséggradiens centrifugdldssal gyijtott
mononukledris sejteket metanol : ecetsav  3:1 ardnyd elegyével fixaltuk, tdrgylemezre
csoppentettiik, levegdn megszaritottuk, denaturdltuk (70 % formamide, 2x SCC, 3 perc 73 °C-
on), felszallo alkoholsorral dehidrataltuk (70 %, 85 %, 100 %), 0,25 ug/ml proteindz K-t
(Sigma) és 2mM CaCl,-ot tartalmazé 20 mM-os TRIS pufferrel (pH = 7,5) kezeltiik (7,5 perc
37 °C-on), majd djra dehidrataltuk; végiil a sejtekhez adtuk a fent leirt médon eldkészitett
hibridizaciés elegyet. A mintdkat egy éjszakan keresztiil inkubaltuk 37 °C-on, a nem k&todo
DNS probdkat 45°C-os hibridizdlé oldattal tavolitottuk el (3 moséds). Végil 15 pl
Vectashieldben (Vector USA) (a fluoreszcens festékek kiégését gatlé anyag) oldott DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole, Vysis) (0.3 pg/ml) racsoppentése utin feddlemezzel fedtik a

mintakat.

Fluoreszcens mikroszkopia

A FISH-val ,festett” sejtekrél egy ZEISS Axioplan (Zeiss, Germany) fluoreszcens
mikroszkép 100-szoros nagyitdsi (numerikus apertira: 1,4) olajimmerziés objektivével
készitettik a felvételeket. A gerjesztd fény (fényforrds: 100 W-os higanyg6zlampa)
hullaimhosszat megfeleld optikai sziirok alkalmazasaval valtoztattuk. Emisszios sziirének a
Pinkel-féle haromszoros savsziirds emisszios filterblokot hasznéltuk, mely alkalmas a kéken
fluoreszkalé DAPI, a zolden fluoreszkald spektrum zold és a pirosan fluoreszkal6 spektrum red
megjelenitésére is. A fluoreszcens képek rogzitésére a METASystem (Germany) altal
forgalmazott, FISH analizisre kifejlesztett munkadllomast alkalmaztuk (ISIS, Metasystem
GmbH, Germany). A fluoreszcens képek rogzitése az &ltalunk bedllitott expozicids iddvel

tortént nagy felbontdsi CCD (Charge Couple Device) kamera segitségével.

Konfokalis mikroszképia

A gyorsfagyasztott metszetekrdl és a kamra aljara iilepedett keringd daganatos sejtekrol
Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkdppal készitettilkk a felvételeket egy 63-
szoros nagyitasu (numerikus apertdra: 1,4) olajimmerzids objektivvel. Az Alexa488 fluoreszcens
festéket az argon-ion 1ézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiilk, az emisszidjat pedig egy 505-
530 nm-es savszlron keresztiil detektaltuk. Az Alexa546 és a Cy3 festékeket a He-Ne 1ézer

543 nm-es vonaldval gerjesztettiik, az emissziéjukat pedig egy 560-615 nm-es sdvszlir6n
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keresztiil detektaltuk. Az Alexa647 festéket a He-Ne 1ézer 633 nm-es vonaldval gerjesztettiik,
az emisszidjat pedig egy 650 nm-es feliildteresztd sziron keresztiill detektdltuk. A

transzmisszios felvételek készitéséhez a He-Ne l1ézer 633 nm-es vonalat hasznaltuk.

Az ADCC in vitro vizsgalata

Az egészséges, humin donorokbdl Ficoll striiséggradiens centrifugdldssal szeparalt
mononukledris sejteket (effektor sejtek) 10% FCS-t tartalmaz6 DMEM-ben vettiik fel. A
novekedésiik exponencidlis szakaszdban 1évé JIMT-1, JIMT-1 X-, JIMT-1 X+ és SKBR3
sejteket (target sejtek) tripszin-EDTA (0,05% tripszin, 0,02% EDTA) kezeléssel vettiik fel,
egyszer  mostuk I mg/ml  BSA-PBS-ben, majd 10 umol/l  koncentracidju
5-,6-karboxofluoreszcein diacetat, szukcinimidil észterrel (CFDA-SE) jeloltik (37 °C,
10 perc). A daganatos sejteket ezutdn haromszor mostuk 10% FCS-t és 1% BSA-t tartalmaz6
DMEM-mel, hogy eltavolitsuk a nem kotodott CFDA-SE-t. A mosdsok kozétt 5-5 percig
37 °C-on inkubdltuk a sejteket. Végiil a jelolt target sejteket 10% FCS-t tartalmaté DMEM-
ben vettiik fel és 2:1, 6:1, 15:1, 30:1 és 60:1 effektor/target (E/T) ardnyban kevertiik 6ssze az
effektor sejtekkel. A mintdkhoz 100 pg/ml-es koncentraciéban trastuzumabot, trastuzumab-
F(ab’),-t vagy rituximabot adtunk. 8 6rds 37 °C-on torténd inkubdlds utdn a halott sejteket
propidium-jodiddal festettiikk. A mintdkat egy FACScan 4ramldsi citométerrel mértiik le.
Mintanként 10 000 sejt fluoreszcens jelét detektéltuk: a CFDA-SE-t és a Pl-ot is az argon-ion
1ézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiik, az elobbi emisszidjat egy 530£30 nm-es savszliron
keresztiil az FL-1 csatorndban, az utébbiét egy 630122 nm-es sdvsziirdn keresztiil az FL-3
csatorndban detektdltuk, logaritmikus médban. Minden mintdhoz készitettiink negativ
kontrollt, amely ugyantigy késziilt, mint a minta, kivéve, hogy effektor sejteket nem tettiink
bele. A pozitiv kontrollokban a sejteket 4%-os paraformaldehid-PBS-sel 6ltiik meg. A megolt
target sejtek szdzalékat az aldbbi képlettel szamitottuk ki: (€16 target sejtek szdzaléka a
negativ kontrollban — €16 target sejtek szdzaléka a mintdban) / €l0 target sejtek szdzaléka a

negativ kontrollban.

Az in vitro trastuzumab-érzékenység vizsgalata

Alamar Blue (resazurin ) médszerrel vizsgéltuk a trastuzumab és a trastuzumab-F(ab’),
hatdsat a JIMT-1, SKBR3 és BT474 sejtek életképességére. A novekedésiik exponencidlis
szakaszaban 1évo sejteket tripszin-EDTA kezeléssel vettiik fel, és 96 lyuku, lapos alji
sejttenyésztd lemez lyukaiba tettiink sejtvonaltdl fiiggden 4500-8000 darab sejtet. A

sejtvonalnak megfeleld sejttenyésztd folyadékot egy napos tenyésztés utdn kicseréltiik 0, 1, 10
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ill. 100 pg/ml trastuzumab vagy trastuzumab-F(ab’), koncentriciéjd médiumra. 72 Orés
tenyésztés utdn a mintdkhoz 20 ul AlamarBlue-t cseppentettiink; a fluoreszcencia intenzitast
5 6ra mulva dekektaltuk Wallac Victor2 plate olvaséval 544 nm-es gerjesztési és 590 nm-es

emisszios hullamhosszon.

A konfokalis mikroszképpal felvett képek elemzése

A konfokalis mikroszképos képeket a Matlab alatt futé DipImage programmal elemeztiik.
A kép szegmentdldsa soran a sejtmembrianhoz tartozé pixeleket egy daltalunk irt program
segitségével azonositottuk, amely a szemi-automatikus ,,watershed” algoritmuson alapult A
fluoreszcencia intenzitasokat csak a sejtmembran pixelek altal alkotott maszkhoz tartozé
teriileten hatdroztuk meg. Az igy kiszdmitott membranfluoreszcencia-intenzitas értékébol
levontuk a hattér intenzitasat, amelyet egy lathaté fluoreszcens jelolodést nem mutaté teriilet

fluoreszcencia intenzitds atlagaként hataroztunk meg.

Statisztika
Az adatok dtlagat = SEM dabrazoltuk. A mintdk kozotti statisztikai kiilonbséget Student féle
kétmintds t probaval vizsgaltuk, abban az esetben, ha a két minta szordsa megegyezett (F-

proba). Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgéltuk (P < 0.05).
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EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

Korai trastuzumab kezelés hatasa a JIMT-1 xenograftokra

A Bevezetésben emlitettem, hogy finn kollaboraciés partneriink egy 62 éves, mellrdkos
nébeteg melliiregi daganatos folyadékgyililemébdl alapitotta a JIMT-1-nek elnevezett
sejtvonalat. A beteg, daganatinak ErbB2 pozitivitasa ellenére klinikailag rezisztens volt
trastuzumabra. Az ErbB2 pozitiv JIMT-1 sejtek in vitro és in vivo rezisztensnek bizonyultak
trastuzumab kezelésre. Mivel az in vivo kisérletet ugy végezték el, hogy a JIMT-1 sejtekkel
oltott egereket az oltas utdni 45. napon kezdék el trastuzumabbal kezelni (a daganatok térfogata
ekkor 200 —500 mm’ volt), kivancsiak voltunk, vajon van-e valamilyen hatdsa a
trastuzumabnak akkor, ha kordbban, kisebb daganatméretnél kezdjiik el az egerek kezelését.

5 x 10° darab JIMT-1 sejtet oltottunk 16 fiatal, néstény SCID egér bére ald. A daganatos
sejtekkel valé oltds utdni 9. napon, amikor a daganatok térfogata 100 — 200 mm® volt, 8 egeret
fiziol6gids séoldattal, 8 egeret pedig 5 ug/g trastuzumabbal kezdtiink el kezelni. A kezelést a
kisérlet végéig folytattuk. Meglepetésiinkre a trastuzumabbal kezelt egerekben lassabban
novekedtek a daganatok: a trastuzumab a kisérlet 16. és 44. napja kozott a fiziologids sdval

kezelt egerekhez képest szignifikdnsan csokkentette a daganatnovekedést.

A trastuzumab kezelés hatasa a xenograftta még nem fejlodott JIMT-1 sejtekre

Mivel a trastuzumab a mar xenografttd alakult, de még kisméretli daganatok novekedését
részben gatolta, logikus volt a kovetkezd kérdés feletétele: milyen hatdsa van a trastzumab
kezelésnek akkor, ha még kordbban kezdjiik?

5 x 10° darab JIMT-1 sejtet oltottunk 14 fiatal, néstény nude egér bére ald. Az egereket a
daganatsejtekkel valo oltdssal azonos napon (0. nap) kezdtiik kezelni: 7 egeret rituximabbal, 7
egeret trastuzumabbal. A rituximabot (humidn CD20 ellenes, humanizalt, monoklonalis
antitest) negativ kontrollként hasznaltuk: a JIMT-1 sejteken nincs CD20, az egér CD20
receptoraihoz pedig az egér és az ember CD20 receptora kozti 16 aminosavnyi kiilonbség
miatt nem kotddik a rituximab.

Kisérletiinkben mind a 7 rituximabbal kezelt egérben kifejlodott xenograft, viszont csak
7-bol 2 trastuzumabbal kezelt egérben észleltiink daganatot. A trastuzumab kezelést a kisérlet
42. napjan ledllitottuk, amikorra egyértelmiivé vélt a daganatgitlé hatdsa: a trastuzumab a
kisérlet 21. és 42. napja kozott szignifikdnsan csokkentette a daganatndvekedést a kontroll

egerekhez képest. Fontos megjegyezni, hogy abban a 2 egérben, amelyekben a trastuzumab
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kezelés ellenére kifejlédott daganat, a kezelés ledllitdsa utin a daganatok novekedésnek
indultak (7. dbra, a nyilak a kezeléseket mutatjak).
A kisérletet megismételtiitk SCID egerekkel:

5 x 10° darab JIMT-1 sejtet oltottunk 16 fiatal, néstény SCID egér bére ald. 8 egeret
fiziol6gias séval, 8-at trastuzumabbal kezeltiink. A kezelést a 0. napon kezdtiik. Bar jéval
lassabban, mint a kontroll egerekben, de mind a 8 trastuzumabbal kezelt egérben névekedésnek
indultak a daganatok. A novekedés azonban a 14. napra megillt, s6t, a daganatok mérete
csokkenni kezdett: a 28. napon a méretiik minimélis volt, 8-b6l hdrom egérben nem is tudtunk
daganatot tapintani. Ezutan a daganatok ismét novekedni kezdtek, a 35. naptdl a novekedésiik
exponencidlis volt. A 63. napon a trastuzumabbal kezelt egerek felének kezelését leallitottuk:
nem tapasztaltunk kiilonbséget a trastuzumabot tovabb kapd (folyamatos trastuzumab) és a
trastuzumabot tobbé nem kapd (felfiiggesztett trastuzumab) egerek daganatainak
novekedésében. Ez azt bizonyitotta, hogy a 63. naptdl a daganatok novekedését egyaltalan nem
befolyésolta a trastuzumab. Az, hogy kisérlet 71. napjaig (a 14. naptdl) a trastuzumabbal kezelt
egerek daganatainak mérete szignifikdnsan kisebb volt, mint a kontroll egereké, a trastuzumab

elso 6 héten at kifejtett gatlo hatdsanak a kovetkezménye.

Kisérleteink alapdn a trastuzumab-rezisztencia kovetkezd formdit kiilonithetjiikk el:
klinikai rezisztencia, in vitro rezisztencia, in vivo részleges és teljes rezisztencia, in vivo teljes
és részleges érzékenység, in vivo teljes, szerzett rezisztencia. Mesterkéltnek tiinhet a
rezisztencia milyenségének ilyen mértékii targyaldsa, 4m hissziik, hogy mégsem az: Ugy
gondoljuk, hogy a trastuzumab-rezisztencia komplex fogalom, amelyet nem lehet egyszertien
,van’-nak, vagy ,nincs’-nek felfogni, még ugyanannak a daganatnak az esetében sem. A
beteg, akinek a melliiregi folyadékgyiilemébdl a JIMT-1 sejtvonalat alapitottdk, klinikailag
rezisztens volt trastuzumab kezelésre. A JIMT-1 sejtek in vitro teljesen rezisztensek voltak, in
vivo viszont megfigyeltik a rezisztenssé vilas egész folyamatat: a teljes érzékenységtol a

részleges érzékenységen keresztill egészen a feljes rezisztencidig.

A trastuzumab-F(ab’), kezelés hatasa a xenograftta még nem fejlédott JIMT-1 sejtekre
A fent megbeszélt eredményeink alapjdn a kovetkezd elméletet Adllitottuk fel:
Altalanossdgban igaz, hogy a trastuzumab in vitro hatdsdért az antitest ErbB2-hoz
kapcsolddésdval elinditott folyamatok vezetnek. De mert a JIMT-1 sejtekre a trastuzumab in
vitro teljesen hatéstalan, gy gondoljuk, hogy az antitest in vivo daganatndvekedést gitld

hatdsdért nem az antitest ErbB2-h6z kapcsolédé Fab része, hanem az Fc része a felelds.
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Elméletiink szerint az Fc-receptorral rendelkez6 immunsejtek (NK sejtek, neutrofil
granulocitdk, monocitdk, makrofagok), amelyek miikodéképesek nude és SCID egerekben is,
0lik meg a daganatsejteket trastuzumab kozvetitette ADCC-vel. Ha mindez igaz, akkor a
trastuzumabnak in vivo hatdstalannd kell vdlnia, ha Fc részét eltavolitjuk. Az elméletiink
bizonyitdsara megfelel6 mennyiségli és mindségii trastuzumab-F(ab’),-t kellett eldallitanunk.
5 x 10° darab JIMT-1 sejttel oltottunk 24 fiatal, ndstény SCID egeret. 8 egeret fiziologids
soval, 8-at trastuzumabbal, 8-at trastuzumab-F(ab’),-vel kezeltiink. A kezelést a 0. napon
kezdtiik. A kisérlet pozitiv kontrolljaként trastuzumabbal kezelt egerekben a daganatok
hasonléan viselkedtek, mint azt a kordbbiakban megfigyeltiik: méretilk a 4-5. hétig alig
véltozott, azutan exponencialis novekedésnek indultak. A trastuzumab kezelés a kisérlet 2. és
6. hete kozott szignifikdnsan csokkentete a daganatok méretét a fiziologids soval kezelt
egerekhez képest. Viszont a trastuzumab-F(ab’),-nek semmilyen hatdsa nem volt a
daganatnovekedésre: az F(ab’), fragmentumokkal kezelt egerekben ugyanolyan iitemben

novekedtek a daganatok, mint a séoldattal kezeltekben.

»Al-sejtvonalak”alapitasa a JIMT-1 xenograftokbol

Egy kontroll, séoldattal kezelt egér és egy a kisérlet végéig trastuzumabbal kezelt egér
JIMT-1 xenograftjdbdl sejtvonalat alapitottunk: a két sejtvonalnak a JIMT-1 X— és a JIMT-1
X+ nevet adtuk. Az ,,X” a xenograftra utal, a ,,—,, és a ,,+" pedig arra, hogy az egér nem kapott
vagy kapott trastuzumab kezelés. A JIMT-1 X+ sejtek sejttenyésztd folyadéka a sejtvonal

alapitas 6ta 10 pg/ml koncentracidju trastuzumabot tartalmaz.

In vitro ADCC vizsgalata trastuzumab érzékeny és rezisztens sejtvonalokon

Fenti kisérletiinkben a daganatok in vivo nodvekedését a trastuzumab gitolta, de a
trastuzumab-F(ab’), nem. Feltételezésiink szerint ennek az az oka, hogy a SCID egerek
immunsejtjei képesek ADCC-vel elpusztitani a JIMT-1 daganatsejteket, azok intrinzik
trastuzumab rezisztencidja ellenére. Ha az elgondoldsunk helyes, akkor a daganatsejteknek in
vitro is érzékenynek kell lenniiik ADCC-vel szemben.

Kisérletiinkben egészséges humdn donorok vérébdl izoldlt mononukledris sejteket
hasznéltunk effektor sejtként, a targetek pedig a JIMT-1, JIMT-1 X-, JIMT-1 X+ és az
SKBR3 daganatsejtek voltak. Minden sejtvonal esetén vizsgaltuk a sejtolés mértékét
trastuzumab, trastuzumab-F(ab’), és rituximab jelenlétében.

A kontroll rituximabot és a trastuzumab-F(ab’),—t tartalmazé mintdkban kevés daganatsejt

pusztult el, nem volt szignifikdns kiilonbség a két szer jelenlétében mért sejtolés kozott.
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Viszont a trastuzumabot tartalmazé mintdkban (azokban az esetekben, amikor az effektor :
target ardny 15 vagy annal tobb volt) minden sejtvonalndl szignifikdnsan nagyobb volt a
sejtolés, mint trastuzumab-F(ab’), jelenlétében. Trastuzumab jelenlétében a sejtdlés anndl
nagyobb volt, minél nagyobb volt az effektor : target (E:T) ardny, maximumaét (~ 50-60%-o0s
sejtolést) a legnagyobb, 60:1-es E:T ardnyndl érte el.

Kisérletiink tandsdga szerint a trastuzumab &ltal kivaltott/kozvetitett ADCC-re egyforman
érzékeny volt a trastuzumabra érzékeny SKBR3, a trastuzumab rezisztens JIMT-1 és a két

JIMT-1 xenograftbdl alapitott sejtvonal.

Erzékenyek-e a JIMT-1 X+ sejtek trastuzumab-kezelésre in vivo?

Mivel a trastuzumab mellett novo, trastuzumabra rezisztenssé valt xenograftbol alapitott
JIMT-1 X+ sejtek in vitro érzékenynek bizonyultak trastuzumab-kozvetitette ADCC-re,
felmertilt a kérdés: vajon hogyan reagilnak a JIMT-1 X+ sejtek a trastuzumab kezelésre in
vivo?

5 x 10° darab JIMT-1 X+ sejtet oltottunk 16 fiatal, néstény SCID egérbe. 8 egeret
fiziol6gids soéval, 8-at trastuzumabbal kezeltiink. A kezelést a 0. napon kezdtiikk. Az X+
daganatok novekedését a trastuzumab kezelés szignifikdnsan gitolta a kisérlet 7. és 35. napja
kozott. Erdekes, hogy az X+ daganatok trastuzumab-rezisztencidja hamarabb kifejlddott, mint
a JIMT-1 daganatoké; az is megfigyelhetd azonban, hogy az X+ daganatok a s6oldattal kezelt
egerekben is gyorsabban néttek, mint a JIMT-1 daganatok. Ugy gondoljuk, hogy az altalunk
alapitott JIMT-1 X+ sejtek in vivo jobban adaptalédtak az egér szoveti kornyezethez, ezért
novekedtek gyorsabban mind a séoldattal, mind a trastuzumabbal kezelt egerekben, mint a
JIMT-1 daganatok.

Clynes és mktsai a Bevezetésben emlitett trastuzumabra in vitro érzékeny BT474 sejtekkel
végzett kisérleteikben megallapitottdk, hogy a trastuzumabnak a BT474 sejtekre kifejtett gatlo
hatdsanak mintegy 2/3 részéért az ADCC a felelés. Ugy gondoljuk, hogy a trastuzumabra in
vitro rezisztens JIMT-1 sejtek in vivo trastuzumab- érzékenységét teljes mértékben az antitest

altal kozvetitett ADCC okozza.

A trastuzumab és a trastuzumab-F(ab’), kezelés is csokkentette az ErbB2 expressziot a
JIMT-1 xenograftokon
Mint a Bevezetésben emlitettem, a trastuzumab daganatgitlé hatdsdban fontosnak tartjak

azt, hogy az antitest csokkenti az ErbB2 szintet. Kivincsiak voltunk, vajon a mi in vivo
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modell-rendszeriinkben hogyan hatott a trastuzumab- és a trastuzumab-F(ab’),-kezelés a
xenograftok ErbB2 expresszidjara.

Gyorsfagyasztott metszeteket készitettiink a fiziol6gids soval, trastuzumab-F(ab’),-vel, a
kisérlet végéig trastuzumab-kezelést kap6 (folyamatos trastuzumab) és 9 hétig trastuzumabot
kaps, majd 6 héten keresztiil kezelést nem kapd (felfiiggesztett trastuzumab) egerek
daganataib6l. A trastuzumabbal nem kompetdld, Cy3 fluoreszcens festékhez kapcsolt, ErbB2-
76.5 jelt, ErbB2 ellenes antitesttel festett metszetekrdl konfokdlis mikroszképpal, azonos
bedllitdsokkal készitett felvételeken végeztik el a membranfluoreszcencia kvantitativ
analizisét: a folyamatos trastuzumab €s a trastuzumab-F(ab’), kezelés ugyanolyan hatékonyan
csokkentette az ErbB2 szintet. A trastuzumab kezelés ledllitdsa utin az ErbB2 mennyisége
nott a sejteken: 6 héttel az utolsd trastuzumab kezelés utdn a sejtek ErbB2 expresszidja
csaknem ugyakkora volt, mint a soéoldattal kezelt kontroll egerekb6l szarmazé
xenograftokban.

A trastuzumab-F(ab’),-kezelés csokkentette az ErbB2 expressziot, a daganatndvekedést
mégsem gatolta. Ezért dgy gondoljuk, hogy modell-rendszeriinkben a trastuzumab nem az
ErbB2 expreszid csokkentésén keresztiil gatolta a daganatndvekedést: szétvalasztottuk a

trastuzumab ErbB2 szintet csokkentd és daganatndovekedést gitld hatdsat.

A trastuzumab-Kkezelés leallitasa utan 6 héttel trastuzumab a sejteken?

Az aldbbiakban egy mellékleletként kapott, érdekes eredményiinkrél szdmolok be. A
fiziol6gids soval, folyamatosan trastuzumabbal ill. 9 hétig trastuzumabbal, majd 6 hétig
semmivel nem kezelt egerek xenograftjaibol készitett gyorsfagyasztott metszeteket Cy3
fluoreszcens festékhez kapcsolt human IgG ellenes antitesttel festettik. A mintakrol
konfokalis mikroszkoppal, azonos erositésekkel felvett képeken latszik, hogy 6 héttel a
kezelés ledllitdsa utdn egyes sejtcsoportokon nagy mennyiségben taldlhaté trastuzumab, mas
sejteken viszont egyaltalan nincs, vagy alig van.

A trastuzumab féléletideje emberben 18-27 nap , igy az taldn nem meglepd, hogy a
kezelés leallitasa utdn 42 nappal kimutattuk a trastuzumab jelenlétét egérben névekvé human
daganatokban. Az viszont anndl furcsiabb és érdekesebb, hogy a trastuzumab milyen
egyenldtleniil oszlik el a sejteken: a legtobb sejten alig mutathat6 ki, egyes sejtcsoportokon
viszont nagyon sok van. Mindennek a miértjét és a jelentdségét egyeldre csak taldlgatni

tudjuk.
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Vérben keringé daganatos sejtek (VKDS) kimutatasa JIMT-1 sejtekkel oltott SCID
egerekben

Kivéancsiak voltunk arra, hogy JIMT-1 — SCID egér modell-rendszeriinkben ki tudunk-e
mutatni az egér vérében keringd, a xenograftbol leszakadt, humédn daganatsejteket.
Immunfluoreszcencidval: Amikor a daganatok mérete elérte az 1000 mm’—t izofurdnnal
elaltattuk az egereket, majd a nyaki itderiik atvdgdsdval kivéreztettik doket. A vérbdl
strtiséggradiens centrifugdldssal szeparalt mononukledris sejtek egy részét inkubdltuk
Alexa488 fluoreszcens festékhez kapcsolt, human MHC-I ellenes monoklonalis antitest Fab
fragmentumaival és Alexa546 festékhez kapcsolt, egér pan-CD45 ellenes monoklonalis
antitesttel. Mddszeriinkkel egyértelmiien meg tudtuk kiilonboztetni az MHC-I-gyet expresszalo
human VKDS-eket a CD45 pozitiv egérsejtektol.
Fluoreszcencia in situ hibridizdcioval (FISH): Az egerek vérébdl szepardlt mononukledris
sejtek masik részén metanol : ecetsavas fixdlas utdn kettds célponti FISH-t végeztiink. A
spectrum green-nel festett human X kromoszéma ellenes prébaval jelolt keringé JIMT-1
daganatsejteket j6l meg tudtuk kiilonboztetni a spectrum red-del festett egér DNS prébaval

jelolt egér sejtektol.

A trastuzumab hatasa a vérben Kkeringé daganatos sejtek (VKDS) és csontveloi,
disszeminalt daganatsejtek (CSDDS) szamara

Rendszeriink alkalmasnak latszott az egerek vérében keringd daganatos sejtek
kimutatdsara, igy meg kivantuk vizsgalni, hogy vajon van-e hatdsa a trastuzumab-kezelésnek
az egerek vérében keringd (és csontvel6jébe disszemindlt) JIMT-1 sejtekre, akkor, amikor a
primer daganat mar rezisztens trastuzumabra.

A trastuzumab és a rituximab hatdsa a xenografttd még nem fejlodott JIMT-1 sejtekre:
5%x10° JIMT-1 sejtet oltottunk fiatal, ndstény SCID egerek bére ald. Az egereket a daganatos
sejtekkel vald oltds napjan kezdtik kezelni fizioldgids séoldattal, trastuzumabbal vagy
rituximabbal. A trastuzumabnak a koribban megfigyeltekhez hasonlé daganatndvekedést
gatl6 hatdsa volt: a kisérlet 21. napjdig minden trastuzumabbal kezelt egérben (8 db) csokkent
a daganat mérete, majd a 28. naptdl exponencidlisan kezdtek novekedni a daganatok. A
trastuzumab szignifikdnsan gétolta a daganatndvekedést a 14. naptél a 42. napig.
Meglepetésiinkre a rituximabbal kezelt egerekben jobban nodvekedtek a daganatok, mint a
sooldattal kezeltekben, jollehet az eltérés nem volt szignifikdns.

A trastuzumab és a rituximab hatdsa a vérben keringd daganatos sejtek (VKDS) és a

csontveldi, disszemindlt daganatsejtek (CSDDS) szdmdra: Amikor fenti kisérletiinkben a
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daganatok térfogata elérte a ~ 800 mm’-t (a séoldattal és a rituximabbal kezelt egerek esetén a
kisérlet 42. napjan, trastuzumab kezelésnél az 56. napon), kivéreztettik az egereket és
csontveldt vettiink a combcsontjaikbdl. A vérbdl és a csontvelobdl striiséggradiens
centrifugdldssal szepardlt mononukledris sejteket fluoreszcens festékhez kapcsolt humaén
ErbB1, ErbB2 és MHC-I ellenes monoklondlis antitestek Fab fragmentumaival jeloltiik.
(Gyakran eldfordul, hogy a daganatsejtekr6l hidnyzik egy, a vizsgald altali azonositasért
felelos antigén. Ez téves negativ eredményhez vezethet. Sokkal kisebb annak a valdsziniisége,
hogy egyszerre 3 marker is hidnyzik a sejtekrdl: ezért hasznédltunk 3 kiilonbdzé receptor ellen
antitestet.) A séoldattal, a rituximabbal és a trastuzumabbal kezelt egérekben is ki tudtunk
mutatni VKDS-eket és CSDDS-eket. Azonban mig minden séoldattal (8/8) és rituximabbal
(7/7) kezelt egérben voltak VKDS-ek és CSDDS-ek is, csak 8-bol 3 trastuzumabbal kezelt
egér csontvel6jében és csak 8-bol 2 trastuzumabbal kezelt egér vérében taldltunk daganatos
sejteket. A trastuzumab kezelés szignifikansan csokkentette a VKDS-ek és a CSDDS-ek
szamat a sooldattal kezelt egerekben taldltakhoz képest.

Erdekes, hogy mig a séoldattal és a trastuzumabbal kezelt egerek csonvel6jében nem
taldltunk tobb daganatsejtbol 4ll6 mikrometasztazisokat, 7-bdl 5 rituximabbal kezelt egér
csontveldjében taldltunk: 4 egérben egy-egy mikrometasztazist (3, 3, 3 ill. 6 sejtbdl dlltak), egy
egérben pedig harmat (6, 7 ill. 16 sejtbdl dlltak). SOt, az egyik rituximabbal kezelt egér vérében
taldltunk egy 9 sejtbdl 4ll6 keringd, tobbsejtes daganatsejt-aggregdtumot (KTDA). Sem a

sooldattal, sem a trastuzumabbal kezelt egerek vérében nem taldltunk KTDA-ot.

A dolgozatomban leirt és megbeszélt megfigyeléseinket a kovetkezd elmélettel probdljuk
magyardzni:

Ugy gondoljuk, hogy az egyediildllé vagy a nem megfeleléen érett daganatszovetté
fejlodott JIMT-1 sejtek (in vitro sejtszuszpenzid, kis daganatméretnél vagy a 0. napon kezdett
trastuzumab-terdpia, keringd/disszemindlt daganatsejtek) érzékenyek a trastuzumab-
kozvetitette ADCC-re. Erett daganatszovetté fejlédve (késén kezdett trastuzumab terapia, O.
napon kezdett terdpia 5-7. hetére kifejlodott rezisztencia) a sejtek elvesztik az érzékenységiiket,
de azok a sejtek, amelyek kikeriilnek a szoveti szerkezetbdl, tjra érzékenyek lesznek (JIMT-1
X+ sejtek in vitro és in vivo, keringd és disszemindlt daganatsejtek). Munkacsoportunk és
madsok is felvetették kordbban, hogy egyes molekuldk (MUC4, hialuronsav) képesek lehetnek
eltakarni az ErbB2 receptort, igy a trastuzumab kevésbé fér hozzd. Mivel a JIMT-1
xenograftok sejtjeihez jol és egyenletesen kotddott a trastuzumab (gyorsfagyasztott metszetek

jelolésével igazoltuk), tgy gondoljuk, hogy a ,,maszkolé” molekuldk az ErbB2-trastzumab
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komplexet takarhatjdk el az Fc receptorral rendelkezd immunsejtek eldl. Az epitélidlis -
mezenhimdlis atalakulds sordn a daganatsejtek elveszitik kotészoveti €s sejtes kapcsolataikat,
sejtfelszini receptormintdzatuk jelentésen megvaltozik. Ezaltal képessé vélnak arra, hogy
vadoroljanak és a keringésbe 1épjenek, viszont, elgonduldsunk szerint, az datalakuldssal
megsziinik a trastuzumab Fc részének elrejtése az immunsejtek eldl, igy a sejtek a trastuzumab-
kotott ErbB2-n keresztiil djra érzékennyé valnak az ADCC-re.

Amennyiben a ,,maszkirozds” elméletiink helyes, azonnal felvetddik két kérdés: Hogyan
jon létre a maszkirozds? Mi/mik lehetnek a maszkirozé molekula/ak? Az els6é kérdést rogtdn
két részre bontandm: vajon a trastuzumab-ErbB2 komplexet a daganatsejtek valamilyen aktiv
védekezési mechanizmus részeként takarjdk el, vagy amikor a daganatsejtek 3 dimenzids
szoveti struktirdba nének, a sejt-sejt €s sejt-matrix kapcsolatok kialakuldsdnak mintegy

£ 99

melléktermékeként, ,spontan” fedi be valami. Eredményeinket 4tgondolva az utébbi
feltételezést valoszinlibbnek tartom.

Hogy mi lehet a maszkirozé molekula? A fentebb gyaniba kevert MUC4 és hialuronsav
mellett gyakorlatilag barmelyik sejt-sejt ill. a sejt-maétrix kapcsolatban résztvevd molekula,

amely kozel keriil az ErbB2-hoz.

A fenti elmélet alternativdja lehet az aldbbi két, meglehet eddig hidnyosan targyalt
mechanizmus, amelyek megemlitése nélkiil nem fejezhetem be a dolgozatomat:

Ismert, hogy a daganatok képesek immunszuppressziv medidtorokat termelni. Mimura és
mktsai leirtdk, hogy a TGF-B-t termel6 sejtek ErbB2 pozitivitasuk ellenére joval kisebb
mértékben érzékenyek a trastuzumab-kozvetitette sejtolésre, mint az ErbB2-t hasonld
mértékben kifejezd, de TGF-B-t nem termeld sejtek. TGF-B-t semlegesitd antitesttel vald
kezelés utdn az ellendllo sejtek érzékennyé valtak a trastuzumab-kozvetitette sejtolésre. Vajon
a mi rendszeriinkben nem hasonlé mechanizmussal, az immunredszer gyengitésével valtak
ellenalléva a daganatsejtek? Mindennek kielégit6 bizonyitasa kétféleképpen lehetséges: 1). ha
JIMT-1 sejtekkel oltott egerekben ki tudndnk mutatni valamilyen, a daganatsejtek altal termelt
immunszuppressziv medidtort’, és ezen medidtor megjelenése egybeesne (ill. valamivel
megeldzné) a trastuzumab-rezisztencia kialakuldsat; 2). ha a rezisztenssé valt egerekbdl izolalt
immunsejtek in vitro kevésbé hatékonyan véltandnak ki ADCC-t, mint a kontroll egerek

immunsejtjei. Megjegyzem, hogy az egerek immunrendszerének gyengiilése/kimeriilése ellen

! Elézetes eredményeink alapjdn tgy tiinik, hogy az egerekbe oltott JIMT-1 sejtek képesek TGF-B-t termelni,
azonban ez fliggetlennek ldtszik a trastuzumab-kezeléstl. Természetesen szdmos egyéb immunszuppressziv
medidtor is gitolhatja az ADCC effektor sejtjeit.
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sz0l az a tény, hogy a trastuzumab képes volt a keringd és disszemindlt daganatsejtek szamat
csokkenteni akkor, amikor a primer daganat mar rezisztenssé valt.

A trastuzumab hatdsmechanizmusdban fontosnak tartjdk a komplement-kozvetitette
sejtolést (CDC) is. Clynes és mktsai kisérletében az ép FcyR-ral rendelkezd egerekben a
trastuzumab meggatolta a trastuzumabra in vitro érzékeny BT474 sejtek novekedését, az
FcyR-defektussal rendelkezd egerekben viszont a novekedésgitld hatdsdnak mintegy 2/3-at
elveszitette. Ebben a modell-rendszerben tehdt a trastuzumab hatasanak mintegy 2/3-4ért az
ADCC a felelds, a maradék 1/3-ért eddig a trastuzumab altal az ErbB2-n keresztiil kivéltott
folymatokat okoltuk: természetesen ebbe az 1/3-nyi részbe a CDC is beleszélhat. A CDC
minden bizonnyal fontos volt a mi kisérleteinkben is, azonban az in vitro ADCC-t vizsgalé

kisérleteink alapjan ugy gondolom, hogy donté szerepe az ADCC-nek volt.

Végiil szeretném még egyszer felhivni a figyelmet arra, hogy a trastuzumab olyan esetben
csokkentette a keringd és disszemindlodott daganatsejtek szamadt, amikor a primer daganat
novekedését miar nem gdtolta. Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy a
trastuzumab-kezelésnek kedvezd hatdsa lehet olyan betegeknél is, akiknek a primer daganata
rezisztens (legyen a rezisztencia akar intrinzik, akdr szerzett) trastuzumab-kezelésre; kiilondsen
azt figyelembe véve, hogy a sejtciklus nyugvé fazisdban 1évé keringd/disszemindlt
daganatsejtekre a legtobb kemoterdpids szer nem hat, mig, ha ErbB2 pozitivak, a trastuzumab

képes lehet ADCC-n keresztiil az immunsejtekkel megoletni Oket.
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OSSZEFOGLALAS

Irodalmi adatok szerint a trastuzumab-érzékeny sejtvonalak esetén a trastuzumab in vivo
hatdsanak mintegy 2/3-ért az immun-mediélt mechanizmusok a feleldsek. Az altalunk hasznalt
JIMT-1 sejtvonal jelenleg egyediildllé* modell, amellyel egyszerre, elkiilonitve lehet vizsgdlni
a trastuzumab-rezisztencia direkt (in vitro) és immun-medidlt formdjit (in vivo). Jelen

dolgozatban féleg az utébbi kérdéssel foglalkoztunk.

Megmutattuk, hogy az in vitro trastuzumab-rezisztens JIMT-I sejtek in vivo érzékenyek a

koran kezdett trastuzumab kezelésre.

Trastuzumab-F(ab’),—vel végzett in vivo kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a JIMT-1
xenograftok novekedését a trastuzumab-kozvetitette ADCC gitolja in vivo. A trastuzumab
hatdsaért kizarélag az ADCC a felelés. A rezisztencia kialakuldsa ez eseten a trastuzumab-

kozvetitette ADCC-vel szembeni rezisztenia kialakulasat jelenti.

Az ADCC in vitro vizsgalataval megmutattuk, hogy az in vitro trastuzumab-érzékeny és az in
vitro rezisztens sejtvonalak ugyanolyan mértékben érzékenyek a trastuzumab-kozvetitette
ADCC-re in vitro. In vitro ADCC-re érzékenynek taldltuk az ADCC-re in vivo rezisztenssé
vélt xenograftbdl alapitott JIMT-1 X+ sejtvonalat is. A JIMT-1 X+ sejtek egerekbe oltva in
vivo is érzékenynek bizonyultak, bar a rezisztencia gyorsabban kialakult, mint a JIMT-1

sejteknél.

A trastuzumab-F(ab’), és a trastuzumab azonos mértékben csokkentette a xenograftok ErbB2
szintjét. Igy, mivel az F(ab’), a daganatnovekedésre nem hatott, szétvilasztottuk a

trastuzumab ErbB2-t csokkentd és daganatnovekedést gatld hatdsat.

2 Az egyediilallésdg amellett, hogy munkank értékét noveli, egyben gyengiti/megkérddjelezi az eredményeinkbol
levonhaté kovetkeztetések altaldnossagat, hiszen kérdéses, vajon mennyire érvényesek a JIMT-1 sejtekkel
tapasztaltak mas sejtvonalak vagy betegek esetében. Mindezek miatt kezdtiink foglalkozni egy masik, a JIMT-1-
nél is djabban alapitott, ErbB2 pozitiv, trastuzumab rezisztens mellrdk sejtvonallal. Az elsé eredményeinkbdl
késziilt kéziratot, melyben ezen sejtvonal immunhisztokémiai €s citogenetikai karakterizaldsat végeztiik el,
hamarosan benyujtjuk kozlésre.
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