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1. BEVEZETES

A tumorok hatékony kezelése a klinikum egyik kritikus problémadja. Jelenleg szdmos
modszer (kemo-, radio- és sebészeti terdpia) all rendelkezésre a daganatok gyogyitdsara,
azonban Onmagukban ritkdn mutatnak kelld hatékonysdgot, €és mellékhatasaik is
szamottevoek lehetnek.

A tirozinkindz aktivitdssal bir6 EGF receptorcsaldd egyik tagja az ErbB2 fehérje, mely
az epidermalis eredetii emlétumorok 30%-dban fokozott mértékben fejezodik ki a sejtek
felszinén. Az ErbB2-t tilzott mértékben kifejez6 emlétumorok prognézisa kifejezetten rossz,
ugyanakkor az ektépidsan kifejezett ErbB2 fehérje molekuléris terdpidk kival6 célpontja lehet.
Az egyik elterjedt, az ErbB2 ellen irdnyulé szer egy humanizdlt antitest, a trastuzumab
(Herceptin). Sajnos, a jé klinikai eredmények ellenére gyakori vele szemben mind a primer,
mind a mdasodlagosan kialakulé rezisztencia, melynek mechanizmusa(i) részleteiben nem
ismertek. A trastuzumab-rezisztencia okainak tanulmanyozdsira viszonylag rovid ideje all
rendelkezésre a JIMT-1 in vitro tenyészthetd rezisztens sejtvonal. Munkank elsé részében
ezen JIMT-1 sejtvonal, €s a mar ismert, trastuzumab-szenzitiv SKBR-3 emlétumor sejtvonal
in vitro Osszehasonlitdsat végeztiik, a trastuzumab rezisztencia hatterében 4116 molekuléris
kolcsonhatdsokat, valamint a Hsp90-dajkafehérje inhibitor 17-AAG-t (17-allilamino-17-
dimetoxi-geldanamicin) lehetséges proliferacidégatld szerepét vizsgdlva. Ez utébbi egy
anzamicin szarmazék, mely gatolja a receptor stabil konformécidjanak internalizdcié utdni
visszaalakuldsat, igy elvileg potencirozhatja a trastuzumab hatasét.

Az immun- és inhibitor teripidn kivill a fényterdpidt is nagy hatékonysaggal
alkalmazzdk az emlddaganatok kezelésében. A fotodindmids terdpia (PDT) egy olyan
fényterdpids eljaras, ahol a daganatos sejtekben felhalmozddott fotoérzékenyitot specifikus
hulldmhosszusdg tartomdnyban (4ltalaban voros, ill. infravords) fénnyel vilagitjdk meg. Az
abszorbedlt fotonoknak koszonhetden a fotoszenzitizdl6 molekuldk gerjesztett allapotba
keriilnek, ahol konnyen reakcidba 1épnek oxigénnel, valamint kiilonféle biomolekuldkkal. A
reakciokban képzdodott szinglett oxigén, illetve mds szabadgyokok a daganatos sejtek
pusztuldsat okozzdk. A fotodinamids terdpia — tekintve, hogy a fotoszenzitizalé agens
feldusulasa a daganatsejtekben nem tokéletesen szelektiv — mellékhatdsokat okozhat, igy
célszerii olyan kiegészité kezeléseket kiprobdlni, melyek a PDT-vel szinergista hatdsuak.
Munkédnk sordn egy patkdny eredetii emlétumort in vivo patkdny modellben vizsgilva a
fotodindmids terdpidt cisztein proteindzokat géatldé (CPI) cisztatinnal kombindltuk. A

tojasfehérjébol izoldlt cisztatin az extracelluldris mdtrix komponenseinek bontdsdban



résztvevd katepszin B és L mikodését gatolja, igy varhatéan a metasztizis képzOdés

csokkentésével javitja a PDT hatésat.

Az emlédaganatok sejtfelszinén kifejezoddé ErbB2 receptor, mint terdpids target

A tirozinkinaz aktivitdssal bir6 EGF-receptor csaldd egyik tagja az ErbB2 fehérje, mely
az epidermadlis emlétumorok 30 %-aban fokozott mértékben fejezddik ki a sejtek felszinén. Ez
a 185 kDa tomegili molekula — a csalad tobbi tagjdhoz (ErbB1, ErbB3 és ErbB4) hasonldan —
hajlamos a receptorcsaladhoz tartozé tovabbi fehérjékkel di-, ill. oligomereket képezni. A
kolcsonhatdsba  keriilt receptorok transzfoszforildlédnak, aktivdlédnak, foszfotirozin
oldallancaikon jelatviteli kaszkddokat inditanak, s végeredményben a sejtek proliferacidjat,
ill. talélését segitik el6. Az ErbB2-t tilzott mértékben kifejezd emldétumorok sejtjeinek
fokozott a proliferacids készsége, TNFa-val szembeni rezisztencidja, VEGF szekrécidja,
valamint motilitdsa, viszont adhézids képességiik csekély. Emiatt az ErbB2 pozitiv
emlétumorok prognézisa kifejezetten rossz. Ugyanakkor, mivel az ErbB2 a feln6tt szervezet
viszonylag kevés szovetében, és alacsony szinten fejezddik ki normadlis koriilmények kozott,
az ErbB2 fehérje molekuldris terapidk kivalod célpontja.

Az elso, szolid tumorok kezelésére kifejleszett humanizalt antitest is az ErbB2 ellen
irdnyult: a trastuzumab (Herceptin) az egér eredetli 4D5 jelti antitest varidbilis régidjanak
antigénkotd szekvencidjat tartalmazza. Bar a trastuzumab - kiilondsen kemoterapidval
(antraciklin, doxorubicin, vagy Paclitaxel) kombindlva jo klinikai eredményeket ad, gyakori a
primer rezisztencia, €és a kezdetben érzékeny tumorok kezelése sordn is sokszor megsziinik a
trastuzumab hatékonysdga. A rezisztencia mechanizmusa(i) részleteiben nem ismert(ek), mint
ahogy szenzitiv tumorok esetén a hatdsmechanizmus sem, azonban feltételezhetd, hogy a
receptor aktivacio és internaliz4cid, ill. azok hidnya mindkét esetben fontos szereppel bir.

A jelatviteli folyamatokban internalizalodott ErbB2 receptorok recirkuldcidjdban a
stresszfehérjék csoportjdba tartoz6 Hsp90 dajkafehérje aktivan részt vesz. A membrinrdl
lefiz6do fehérjéhez kotddve segit a harmadlagos €s negyedleges szerkezet visszaalakitasdban,
minek koszonhetéen a receptor ismét a sejtfelszinre jut. Ez a recirkuldciés folyamat
hozzédjarul az ErbB2 receptorok magas sejtfelszini koncentricigjdhoz, ami fokozhatja az
ErbB2 homodimerek, és mds ErbB fehérjékkel alkotott heterodimerek ardnyat, altaluk

A Hsp90-dajkafehérje gétlasara altaldban egy Streptomyces hygroscopicus-bol izolélt

anzamicin antibiotikumot, az un. geldanamicint alkalmazzak. Mivel ez a drog mdjkarositd



hatdsd és a sejtekmiikodések stabilitdsat is csokkenti, egyre gyakrabban helyettesitik egyik
szarmazékdval, a 17-AAG-vel (17-allilamino-17-dimetoxi-geldanamicin). Ez az anzamicin
szarmazék szintén gatolja az ErbB2 receptor konformécidjdnak internalizacié utani

visszaalakuldsat, s igy elvileg potencirozhatja a trastuzumab hatésat.

A nemrégiben izoldlt trastuzumab-rezisztens JIMT-1 sejtvonal

A trastuzumab-rezisztencia okdnak tanulményozasa in vitro koriilmények kozott eddig
nehézkes volt, ugyanis annak ellenére, hogy a klinikumban sok ErbB2-pozitiv emlétumor
nem reagdl trastuzumab kezelésre, nem é&llt rendelkezésre olyan in vitro tenyészthetd
sejtvonal, mely hordozta volna ezen sajatsiagot. A kozelmultban izoldlt JIMT-1 nevi
trastuzumab-rezisztens sejtvonal azonban ma mar lehetdvé teszi a rezisztencia in vitro
vizsgélatat.

A JIMT-1 sejtvonal egy 62-éves emlOdaganatos, trastuzumabra nem reagdlé nobeteg
pleurdlis 4ttétjébol szarmazik. Ezek a sejtek egyrétegben kitapadva ndnek és egérben
xenograft tumort képeznek. A JIMT-1 sejtvonal Osztrogén- és progeszteron-receptor
deficiens, ugyanakkor immunhisztokémiai pozitivitdst mutat citokeratin 5/14-re és 8/48-ra. A
sejtek trastuzumab kezelésre in vitro €s xenograft tumorban egyarant rezisztensek, ErbB2
génjiik amplifikalt, de azonosithaté mutdciét nem tartalmaz. A JIMT-1 sejtek felszinén az
ErbB2 fehérje nagy mértékben kifejezddik, az ErbB1, ErbB3 és ErbB4 receptorok az altalunk
kontrollként hasznélt trastuzumab szenzitiv SKBR-3 sejtekéhez hasonléan kisebb mértékben
expresszalodnak. A kismolekuldji tirozinkindz inhibitorok, a Cil033 és a ZD1839
kismértékben gatoljak a JIMT-1 sejtek proliferaciojat.

A cisztein proteindzok és inhibitoraik szerepe daganatokban

A tumorsejtek cisztein proteindzai kritikus szerepet jatszanak az extracelluldris matrix
elemeinek (laminin, kollagén é&s elasztin) proteolitikus kaszkddon keresztiil torténd
bontdsdaban. Szdmos tumorsejtben a cisztein proteindz csalddba tartozé katepszin enzim
aktivitdisa megemelkedik, ami neovaszkulariziciét eredményez. Az angiogenezis sordn
képzodott vérerek a szolid tumorok novekedése mellett a metasztazis képzodését is eldsegitik.
Magit a folyamatot a hipoxia is stimuldlja, minek hatdsdra a daganatos sejtek egyre nagyobb
mennyiségben termelik az angiogenikus faktorokat, ugymint a TNF-t, FGF-t valamint a

VEGF-t.



A cisztein proteindz enzimek aktivitisdnak gatldsara a szervezet éltal is termelt cisztein
proteindz inhibitorok (CPI) képesek; ezek hatdsira a daganat fejlddése mérséklodik. A
klinikai tapasztalatok szerint tumoros paciensek CPI termelése sok esetben igen alacsony, igy
ezen inhibitor pétlasa indokolt lehet. A cisztein proteindzok és inhibitoraik aktivitdsa kozotti
egyensuly a tumorsejtek agresszivitdsat jelentds mértékben befolyédsolja. Normél szovetekben
az extracelluldris proteolizist az endogén inhibitorok szabalyozzdk, mig patologids
folyamatokban a proteindzok és inhibitoraik kozotti megzavart egyensily valik uralkodéva.
Az inhibitorokat dltaldban human placentabdl izoléljak, az altalunk haszndlt cisztatin azonban
egy olyan 120 aminosav és két diszulfid-hid tartalmu inhibitor, amit el6szor tojdsfehérjébol
nyertek. JelentOs cisztein proteindz aktivitdst csOkkentd hatdsuk miatt ezen CPI-kat az

inhibitor terdpia dj irdnyvonaldnak tekinthetjiik.

A fotodindmids terdpia

Az immun- és inhibitor terdpidn kiviil a fényterdpidt is nagy hatékonysaggal
alkalmazzdk az emlddaganatok kezelésében. A fotodindmids terdpia (PDT) egy olyan
fényterdpids eljards, ahol a daganatos sejtekben felhalmozddott fotoszenzitizdlé agenst egy
specifikus hulldmhosszal (éltaldban IR tartomany) vildgitjdk meg. A fotoszenzitizalo
molekuldk gerjesztett allapotba keriilnek, €s konnyen reakcioba Iépnek alapallapoti
oxigénnel, valamint biomolekuldkkal (1. dbra). A reakcidéban képzddott szinglett oxigén

illetve szabadgyokok a daganatos sejtek pusztulasat okozzak.

sens + hv — 'sens (abszorpcid)

'sens — sens + hv (fluoreszcencia)

'sens — sens (sugarzas mentes atalakulds)

| 3 . .

sens — “sens (intersystem crossing)

3sens — sens + hv (foszforeszcencia)

3sens +°0,  — sens +hv (foszforeszcencia)

'0, — 0, (szinglett oxigén cstkkenés)

'0, + sub — Sub.x (szubsztrat oxidécid és sejthalal)

1. abra PDT altal el6idézett fotokémiai reakciok
(sens:alapdllapoti fotoérzékeny anyag, 'sens: gerjesztett triplett dllapotd fotoérzékeny anyag,

*0,: alapdllapotd oxigén, 'O,: gerjesztett szinglett dllapotd oxigén)



2. CELKITUZESEK

Munkdnk sordn a klinikai gyakorlatban mar alkalmazott trastuzumab kezelést és

fotodindmids terdpidt kombindltuk  kismolekuldji inhibitorokkal, é&s  vizsgéltuk

hatékonysdgukat emlOkarcindmdk kezelésében.

Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

A 17-AAG-vel gitolt Hsp90 dajkafehérje megvaltoztatja-e az ErbB2 fehérje

aktivacios folyamatat, €s ez hatassal lehet-e a tumorsejtek proliferdcigjara?

In vitro koriilmények kozott a trastuzumab hatdsat lehet-e potencirozni 17-AAG

hozzéaddsaval trastuzumab szenzitiv és rezisztens sejtvonalak esetén?

Implantdlt szolid emldkarcindma kezelésére in vivo alkalmazott fotodindmids
terdpia hatdsit lehet-e fokozni az extracelluldris matrix bontdsdban aktivan

résztvevo cisztein proteindz enzimek gatlasaval?

Amennyiben a fotodindmids és az inhibitor terdpia egyiittes alkalmazdisa
szinergisztikusnak bizonyul, melyek a kombinaci6 optimdlis feltételei, €s dllhat-e a

hattérben a VEGF szintet csokkento hatas?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkultirdk és dllatmodellek
In vitro kisérleteinkben az ErbB2 molekuldkat jelentés mértékben kifejezé trastuzumab-
rezisztens JIMT-1 és szenzitiv SKBR-3 sejtvonalakat alkalmaztuk.
In vivo tanulményaink soran ErbB2-negativ szolid eml6 adenokarcindmat implantaltunk

Wistar patkanyokba.

Felhaszndlt antitestek és vegyiiletek

In vitro hetero- és homodimerizacids kisérleteinkben az ErbB2 sejtfelszini receptor
jelolésére a 2C4 jeli antitestet alkalmaztuk. Az ErbB1 fehérje jelolését hibridoma
feliilisz6bal izolalt 528 jell antitesttel végeztiik. Az antitesteket Cy3 és Cy5 szulfoindocianin
festékekkel, ill. AlexaFluor 488-cal konjugéltuk. A foszforildlt ErbB2 jelolésésére Abl8
antitestet hasznaltunk AlexaFluor 488-cal konjugalva vagy indirekt immunfluoreszcencidban.

A sejtek stimuldldsat egér eredetli EGF-el végeztiik, kezelését pedig trastuzumabbal
(Herceptin) valamint 17-AAG-vel, amit DMSO alapi 10 mM-os torzsoldatban -20 °C-on ta-
roltunk.

In vivo kisérleteinkben tojasfehérjébdl izolalt cisztein proteindz inhibitort (CPI), azaz
cisztatint alkalmaztunk. A fotodindmids terdpia (PDT) sordn fotoszenzitizaloként (PS)
hematoporfirin szdrmazékot (HpD) és klorin e6-ot (Ce6) haszndltunk. Mindkét
fotoszenzitizert 0.05 M NaOH tartalmu fizioldgids séoldatban oldottuk, majd ebbdl 0.5-0.5
ml-nyi oldatot injektdltunk a Wistar patkdnyokba intraperitonedlisan 10, illetve 20
mg/testtomeg-kg koncentraciéban. A 24 6ra alatt akkumulédlédott fotoszenzitizalét Penta
(Teclas) lampdaval vilagitottuk meg maszk nélkiil, 7 percen at. A megvilagité fény
hulldmhosszat Ce6 esetében 654 + 20 nm-es, mig HpD esetében 630 + 20 nm-es sdvszilirfvel
illitottuk be. Az alkalmazott fényintenzitds 230 mW/cm® volt, a teljes fénydézis pedig 90

J/em?.

Kezelés 17-AAG-vel, trastuzumabbal valamint a két szer kombindciojdval
A 17-AAG, a trastuzumab és a kettd egyiittes hatdsdnak vizsgalatdhoz a sejteket 8x10*
sejt/cm’ stirtiségben passzaltuk, majd a letapaddst kovetden az egyes mintdkat 0, 2, 10, 40, 100
€s 200 ug/ml doézisu trastuzumabbal, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5 és 1.7 uM koncentraciéja 17-
AAG-vel, valamint a 17-AAG 0sszes dozisit a klinikumban alkalmazott 40 pg/ml

koncentracioju trastuzumabbal kombindlva kezeltiik.



Az ErbB- expresszio valamint -foszforildcio dramldsi citometrids meghatdrozdsa

A feltripszinezett sejtek extracellularis ErbB2 fehérjéit 20uM Cy5-2C4-el jeloltiik 10
percig 4°C-on, majd HBS (Hepes pufferelt séoldat) moséast kovetéen 1% formaldehidben
fixaltuk. Az intracelluldris jeloléshez a sejtek membranjat permedbilizaltuk valamint foszfataz
enzimjét gatoltuk 1% tejport, 0.1% szaponint és 1 mM ndtrium-orto-vanadatot tartalmazo
HBS-sel, majd 10 uM AlexaFluor 488 konjugalt Ab18 antitesttel (1% tejpor €s 0.1% szaponin
tartalmi HBS-ben) jeloltik 40 percen at szobahdén. Az FLI, és FL4 csatorndk
fluoreszcencidjat FACSCalibur aramlési citométerben log mddban vettiik fel, mintanként
10,000 sejtr6l. Az ErbB2 expressziot az SKBR-3 sejtek ismert expresszids szintjére
vonatkoztattuk, amelyet eldzetesen 800,000-nek hatdroztunk meg QIFIKIT-tel
(DakoCytomation).

Jelolés akceptor-fotoelhalvdnyitisos FRET méréshez

A sejteket 80 %-os konfluencidig 12 mm atmérdjii fedélemezekre novesztettiik, majd
nedveskamraban 40 pg/ml trastuzumab teljes antitesttel, 50 nM EGF-ral, illetve 2, 5 és 10
percen at 0.5 uM 17-AAG-vel kezeltiik. Fixalast és mosast kovetden a sejtek ErbB2-ErbB2
homodimerjeit 20 pg/ml Cy3-2C4 donor-jelolt és 20 pg/ml Cy5-2C4 akceptor-jeldlt antitest
elegyével jeloltik 10 percen at 4 °C-on. Az ErbBI1-ErbB2 heterodimer jelolését hasonld
koriilmények kozott végeztiik, azonban donor antitestként Cy3-528-at alkalmaztunk. A
mintdkat mostuk és Mowiollal fedtiik le. A FRET meghatarozasahoz pozitiv kontrollként az
ErbB2 két kiilonboz6 epitdpjét jeloltiik Cy3-2C4 és Cy5-4DS5 antitesttel.

A FRET hatéasfokot LSM 510 tipust konfokalis 1ézer pasztizé mikroszképpal mértiik. A
Cy3-at 543 nm-en, a Cy5-6t 633 nm-en HeNe lézer segitségével gerjesztettiik, az eldbbit
560-605 nm savsziirén, mig az utébbit 650 nm hossziateresztd sziirdn keresztiil detektaltuk.
512x512 pixeles képeket vettiink fel multi-track iizemmoddban, maximalis apertira mellett. A
pixelenkénti FRET hatdsfokot SCIL Image programkornyezetben megirt kiértékeld program

segitségével hataroztuk meg.

Az fluoreszcencia rezonancia energia transifer (FRET) meghatdrozdsa akceptor-
Jfotoelhalvdnyitdsos modszerrel
A fluoreszcencia rezonancia energia transzfer sordn egy gerjesztett allapotu fluoreszkalod
molekula energidja (donor), foton kibocsdtdsa nélkiil egy masik, molekuléris kozelségben

1évd fluoreszkdlé molekuldnak (akceptor) adddik at. Az energiatranszfer hatékonysdga a



donor és akceptor tavolsagatdl fiigg; azaz a tdvolsidg hatodik hatvanydval meredeken csokken
1 — 10 nm tavolsagon beliil, igy a molekularis asszociacidk konnyen megbecsiilhetok vele.

A FRET hatasfok mérését akceptor fotoelhalvanyitasos modszer segitségével hataroztuk
meg. A moddszer lényege, hogy a donor emisszidja lecsokken az akceptor fluorofér
molekuléris kozelsége miatt, s igy az akceptor fotoelhalvanyitdsa felszabaditja a donort a
kioltds aldl, minek kovetkeztében a donor fluoreszcencia intenzitdsa megnd. A FRET

hatasfok, azaz az E a mikroszkopos kép minden egyes pixelére kiszamithat6 az alabbi képlet

segitségével:
1
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ahol F,;(l-,_,») és F,Q’(,, i, az akceptor elhalvényitds el6tti (I) és utdni (II) teljes kép ij-dik pixelének
hattér korrigdlt donor fluoreszcencia értéke. A nevezdben megjelend y egy olyan korrekcids
faktor, amely figyelembe veszi a donor elhalvanyuldsat a ki€égetési procedura soran.
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képlettel lehet megadni, ahol az(F,;f{’jI)> és az(Fl;f{’jI;) a hattér-korrigélt ij pixelenkénti donor
intenzitds kozépértéke elhalvanyitis elott (I) és utdn (II) egy olyan referencia minta

kiiszobérték feletti pixeleiben, melyet csak donorral jeloltiink és melyen azonos miiszer

bedllitdsokkal az akceptor elhalvanyitasi procedurat végigfuttattuk.

A sejtproliferdcio meghatdrozdsa

96-lyukd kamriba lyukanként 200-200ul szintelen médiumba tettik a JIMT-1 és
SKBR-3 sejteket 4000 sejt/lyuk koncentracioban. A mintdkat 4 napon 4t naponta kezeltiik a
fentiekben leirt trastuzumab és 17-AAG koncentraciokkal, triplikdtumban. A kezelés 5.
napjan tetrazolium alapu tesztet (EZ4U, Biomedica Medizinprodukte GmbH and Co KG,
Wien, Austria) alkalmazva meghataroztuk a proliferacié mértékét. Ehhez lyukanként 20-20 ul
SKBR-3 sejteken 6 6ran 4t, mig a JIMT-1 sejteken 4 6rdn at maradt 37 °C-os homérsékleten.
Az abszorbancidt ELISA reader segitségével 450 és 620 nm-en mértiik, a sejtszam pontos
meghatdrozasdhoz kalibraciés gorbét vettiink fel és kiszamitottuk az optikai denzités

értékeket.



Apoptozis vizsgadlat

Az apoptozis vizsgalatait Annexin V-FITC festéssel végeztiik. 8-lyuki Nunc kamrdba
lyukanként 10* sejtet tettiink, majd a sejtek letapaddsat kovetéen a mintakat 0; 0.005; 0.05 és
0.5 uM 17-AAG-vel kezeltiik 4 egymast kovetd napon. A kezelés 5. napjan 100 mM HEPES/
NaOH, 1.4 M NaCl és 25 mM CaCl,, pH 7.5 pufferben 0.2 uM Annexin V-FITC-et és 0.8
puM propidium jodidot adtunk a sejtekhez. 10 perces szobahOn torténd inkubdcié utdn az
egyes mintdkrél hdrom-hdrom 1 mm’-es teriiletet vettink fel LSM 510 1ézer pdsztdzé
mikroszkoppal. A gerjesztést 488 és 543 nm-en végeztiik, az emisszidt pedig 505-555 és
560-605 nm-es sdvsziiron keresztiil detektdltuk. Az apoptotikus (Annexin-V pozitiv) és a
nekrotikus (csak PI pozitiv) sejteket megszamoltuk, majd a transzmissziés képbdl

megéllapitott teljes sejtszamra €s teriiletre normalizaltuk.

A cisztatin(CPI) és a fotodinamids terdpia (PDT) kombindcidjanak vizsgdlata
Wistar patkdnyokba implantdlt szolid emlé adenokarcinomdn

Héarom eltéré kisérleti protokoll szerint végeztilk kombindcids kisérleteinket. Az 1.
moédszer 0. napjan az egerenkénti 1 ml homogenizalt tumort 0.5 ml fizioldgids séoldattal
elegyitettiik - mely oldat 500 pg CPI-t tartalmazott -, majd a patkdnyok hasdnak baloldali
régigjaba szubkutdn implantdltuk. Még ugyanezen a napon 10 vagy 20 mg/testtomeg-kg
koncentracioban HpD-t injektaltunk intraperitonedlisan. Az 1. napon a normadl és a tumoros
szovet kozé torténd 500 ug CPI adasat kovetden a tumort besugaroztuk. Az elkdvetkezendo 6
napos periédus mindenegyes napjdn CPI-t kaptak az allatok a fentiekben leirt modon. A 8.
napon az elaltatott patkdnyok tumordt eltdvolitottuk, majd kardidlis punkciéval 200-200 pl-
nyi vért gyljtottiink, és a szérumot -70°C-on tdroltuk a VEGF-szint meghatdrozasdig. Az
eltavolitott, formaldehid-fixalt, paraffinba-dgyazott tumorokat 4 um-es szeletekre vagtuk,
majd hematoxilin-eozinnal megfestettiik. Az [-hoz képest a II. protokoll abban tért el, hogy a
HpD-t egy nappal késobb injektaltuk, azaz az 1. napon, a besugirzast pedig a 2. napon

végeztiik. A III. protokollndl a kezelést 1 héttel a tumor implantaciét kovetden kezdtiik el.

Hisztologiai metszetek elemzése
A nekrézis mértékét mintdnként 3-3 teljes, 4 um-es paraffinba dgyazott, hematoxilin-
eozinnal festett metszetben hatdroztuk meg a szokdsos patologiai kritériumoknak
megfeleléen. A vérerek latoterenkénti szamat 10x-es nagyitds mellett szintén megszamoltuk,

majd atlagoltuk.
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Patkdny szérum VEGF tartalmdnak meghatdrozdsa
A VEGTF szintet a Quantikine kittel (R & D Systems) a gyarto leirdsa alapjan hataroztuk
meg. A VEGF-re specifikus poliklondlis antitesttel bevont 96-lyukd mikrotiter lemezre vittiik
fel mintdinkat és a kalibraciés sort, majd mosds utin peroxiddz-konjugalt anti-VEGF
antitestet adtunk, és a tetrametilbenzidin szinreakciét 30 perc utdn ELISA olvaséval 450 nm-

en mértiik.

Statisztikai értékelés

Az adatok statisztikai értékeléséhez az SPSS programot (v.11.0) haszndltuk. A
csoportok kozotti Osszehasonlitdst variancia analizissel (ANOVA) végeztikk, melyet
paronkénti t-proba kovetett. A normalis eloszlast nem kovetd adatokat rang szerinti, egy- ill.
kétszempontd variancia analizissel elemeztilk, melyet a kontrolltél val6 eltérések
megéllapitdsdra péaronkénti Wilcoxon rang szerinti 0Osszevetés kovetett (Holm-Sidak
mobdszer). Az egyes paraméterek kozotti korrelacidt Pearson féle korreldcios koefficienssel

jellemeztiik. A do6zis hatasgorbék illesztését Sigmaplot programmal végeztiik.

11



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A trastuzumab, a 17-AAG és kombindciojuk hatdsa az ErbB2 dimerizdcidjdra,

Yy

Tekintve, hogy a receptor tirozinkindzok aktividciéja a receptorok dimerizécidjat, ill.
oligomerizacidjat kovetéen jon létre, vizsgdlatainkat az ErbB2 homo- és heterodimerek
tanulmanyozasdval kezdtik. Immunfluoreszcens jelolést kovetden a dimerek kozotti
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert az akceptor elhalvanyitdsos FRET mikroszképos
valtozataval hatdroztuk meg. A JIMT-1 sejteknél az ErbB2-ErbB2 homoasszocidcié nagyon
alacsony, és 50nM EGF, illetve 40ug/ml trastuzumab kezelésre sem véltozik.

Ezzel ellentétben az SKBR-3 sejtek ErbB2 homoasszocidcidja jelentds, melyet mind
EGF mind pedig trastuzumab addssal fokozni lehet. Az ErbB1-ErbB2 heteroasszocidcid
szintén nagyfokd a trastuzumab szenzitiv sejteken, mértéke a rezisztens sejtvonalon a
homodimerizacié mértékével egyezik meg. A trastuzumabnak egyik sejtvonal ErbB1-ErbB2
heterodimerjére sincs hatdsa, ami koherens azon legujabb felfedezéssel, miszerint
trastuzumab-konjugdlt paramédgneses mikrogyongyokkel torténd lokdlis stimuldcié sem
serkenti — az ErbB1 foszforildci6 mértékébdl itélve — az ErbB1-ErbB2 heterodimer
kialakuldsdt. Aramldsi citometrids méréseink szerint a JIMT-1 sejtek alacsony ErbB2
dimeriz4ciés szintje parhuzamos ugyanezen receptor foszforildcidjdnak alacsony szintjével,
mely foszforilacids szint csak csekély mértékben novekszik 40 pg/ml trastuzumab addsara.
Az SKBR-3 ErbB2 specifikus tirozin foszforildcidja jelentésebb, trastuzumab kezelés
hatdsara pedig haromszorosara emelkedik. In situ immunfluoreszcens jelolést kovetd aramlési
citometrids méréseink foszforildciéra vonatkozd adatai jol korreldlnak a Western blot
mérésekkel.

A kovetkez6 1épésben azt szerettiik volna eldonteni, hogy a Hsp90 gatlasa 17-AAG-vel
megvaltoztatja-e a JIMT-1 sejtek alacsony ErbB2 dimerizaciés és aktivacios allapotét. 0.5 uM
17-AAG mindkét sejtvonal esetében hasonldéan, idofiiggd modon noveli az ErbB2
homoasszociiciot: 5 perces kezelésnél éri el a maximdlis FRET hatasfokot, ami 10 perces
kezelést kovetden mar alig valtozik. Munkacsoportunk eredményei szerint a rezisztens
sejtvonal esetében a trastuzumab csokkent hatékonysdganak oka lehet az ErbB2 trastuzumab-
kot extracellularis epitOpjdnak maszkirozdsa, azonban az ErbB2 teljes mértékben

milkodoképes €és a sztérikus gatlds lekiizdésével — aktivdlhat6. Ennek megfeleléen az
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intracelluldrisan hat6 17-AAG képes az ErbB2 dimerizicidjat a sztérikus viszonyoktol
fiiggetleniil meginditani mind a rezsisztens, mind a szenzitiv setjvonal esetén.

A hatdsmechanizmust illetén azok a kordbbi eredmények irdnymutatéak, miszerint a
Hsp90 nemcsak az ErbB2 helyes konformdcidjdnak kialakitdsdban és fenntartdsdban jdtszik
szerepet, de egyszersmind az ErbB2-hoz kotddve azt inaktiv allapotban tartja. Emiatt
val6szintisithetd, hogy a Hsp90 17-AAG altali géitlasa az ErbB2 felszabaduldsdhoz vezet, ami
a receptor dimerizacids készségének és aktivacidjanak fokozodasit eredményezi. A tény,
hogy a 17-AAG eldmozditja az ErbB2 aktivacidjat és internalizacidjat mind az SKBR-3, mind
pedig a trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteknél, arra a lehetdségre irdnyitja a figyelmet, hogy
a Hsp90 gitlas segitségével az ErbB2 mindkét sejtnél leszabdlyozhaté lehet, ami
eredményezheti a sejtproliferacio gatlasat.

A fentiek fényében a tovdbbiakban a két sejtvonal proliferdcidjat vizsgéltuk: Ddzis-
hatdsgorbét készitettiink trastuzumab, 17-AAG, illetve kombindcids kezelést kdvetden. A
trastuzumabot 2-200 pg/ml, mig a 17-AAG-t 0.0005-1.7 uM koncentraciéban naponta adtuk a
sejtekhez 4 egymadst koveté napon at. Az SKBR-3 sejteknél kevesebb, mint 40 pg/ml
koncentraciéju trastuzumab €s kevesebb, mint 0.05 uM 17-AAG is elegend6 ahhoz, hogy a
sejt proliferacidjat mar a 3. naptdl kezdve gétolja. Az SKBR-3 sejtek kombinacids kezelésénél
csak a kisebb 17-AAG koncentraciok (0.0005 és 0.005 uM) hatdsat novelte a 40 pg/ml-es
trastuzumab, a nagyobb ddzisokra nem volt jelentésebb befolyassal.

Viérakozasainknak megfeleléen a 40 pug/ml Kkoncentriciéji trastuzumabnak
elhanyagolhat6 hatdsa van a JIMT-1 sejtvonalra; az SKBR-3-mal 6sszehasonlitva még a 200
pg/ml-es dozis is kevéssé befolydsolja a sejtek proliferacidjat. A 0.05 uM 17-AAG azonban
erélyesebben gitolja a JIMT-1 sejtek novekedését, mint az SKBR-3 sejtekét. Ennek alapjan
felvethetd, hogy a 17-AAG val6szintileg sikerrel alkalmazhat6 onmagaban az ErbB2-pozitiv,
de trastuzumab-rezisztens emlotumorok kezelésére. A kezelés 40 pg/ml trastuzumabbal
torténd kiegészitése nem valtoztatott jelentdsen a 17-AAG proliferaciot gatld hatasan.

A 17-AAG aéltal kifejtett antiproliferativ hatds hatterének tisztazdsdra az eldidézett
nekrozis, illetve apoptézis mértékét az Annexin-V és propidium-jodid (PI)-pozitiv sejtek
aranyabol hatdroztuk meg 0.005; 0.05 és 0.5 pM 17-AAG-vel torténd 4 napos kezelést
kovetden. A Pl-pozitivitastol fiiggetleniil a membranjukban Annexin-V-tel jel6lodott sejteket
apoptotikusnak, mig a csak PI-dal megfestdédotteket nekrotikusnak tekintettiik. A 17-AAG
dozistiiggden noveli az apoptozis, illetve a nekrozis mértékét, melyek koziil mindkét sejtvonal

esetében az apopt6zis domindl.
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A sejtek proliferdcidjanak, ErbB2 szintjének és ErbB2 foszforildcidjanak 17-AAG hatdsdra
bekovetkezo dozisfiiggo valtozdsa és korreldcioja

A 17-AAG proliferaciot gatlo félhatdsos dézisdnak (ICsp) meghatarozasdhoz a sejteket 4
napon at kezeltiik 0.0005-1.7 uM koncentracidju 17-AAG-vel 6nmagéban, illetve 40 pg/ml
trastuzumabbal kombindlva. Az 5. napon a sejtszamot tetrazolium alapd kolorimetrids teszt
segitségével hatdroztuk meg, mig a sejtek felszinén kifejez6d0 ErbB2 és foszfo-ErbB2
molekuldk mennyiségét dramldsi citométerben mértik. A mért paraméterek dozis-
hatdsgorbéje tipikus szigmoid lefutdsi, melybdl a Hill-egyenlet alkalmazdsaval az ICs, értéke

meghatarozhaté (1. tablazat).

proliferacio ErbB2 szint P-ErbB2 szint
ICso SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3  JIMT-1 SKBR-3  JIMT-1
0.069 £ 0.011 £ 0.029 £ 0.028 + 0.044+  0.036 £
17-AAG, uM 0.011 0.003 0.001 0.002 0.007 0.009
17-AAG, uM 0.086 + 0.018 £ 0.022 £ 0.08 + 0.331 £ 0.031 £
(+TR) 0.063 0.004 0.002 0.013 0.090 0.008

1. tablazat A 17-AAG félhatdsos dézisa (ICsp) 6nmagéban, és trastuzumabbal kombindciéban: A Hill-
egyenlettel illesztett dézis-hatdsgorbék ICs, értékei (3 fiiggetlen mérés dtlaga + S.D.), R>>0.995. +TR

jeloli a 40 pg/ml trastuzumab adédsat.

A trastuzumab 6nmagédban nem befolydsolja a JIMT-1 sejtek proliferacidjat, ahogyan
azt a klinikai tapasztalatoknak megfeleléen varjuk, de az SKBR-3 sejtek novekedését 2-200
pug/ml koncentracids tartomanyban gétolja. 17-AAG kezelésre azonban a JIMT-1 sejtek még
az SKBR-3-ndl is érzékenyebbek, amit a félhatdsos dozis 0.011 puM-os értéke jelez az
SKBR-3 0.069 uM-os 1Cs, értékéhez képest. A 17-AAG antiproliferativ hatasa 0,005 és 0.05
uM kozott erdsodik legkifejezettebben, 0,5 uM folott pedig mar nem fokozddik tovabb. Az
17-AAG 40 pg/ml trastuzumabbal torténd kiegészitése JIMT-1 esetén csekély mértékii ICs,
novekedést idézett eld. Az SKBR-3 proliferdciojat tekintve a 17-AAG félhatdsos dézisa nem
véaltozik jelentds mértékben trastuzumab addsira, alacsony 17-AAG koncentracidkndl
azonban — ahol a chaperon inhibitor hatdsa még kicsi — a 40 ug/ml trastuzumab nagyfoku
csokkenést idéz elé a proliferdcioban az ©6nmagédban alkalmazott 17-AAG kezeléshez
viszonyitva.

A két sejtvonalndl az ErbB2 sejtfelszini mennyisége egyforma mértékben csokken a 17-

AAG novekvd koncentracidjaval, az ICsy értéke mindkét esetben ~0.03 uM. Az is kitlinik,
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hogy a kezeletlen JIMT-1 sejtek ErbB2 molekuldinak szdma kb. fele az SKBR-3 sejtekének.
Az SKBR-3 esetében a 40 pg/ml trastuzumab elhanyagolhaté hatdssal van a 17-AAG ICs
értékére, a JIMT-1-nél azonban tobb mint kétszeresére nd a félhatdsos dozis értéke.
Megallapithat6, hogy a JIMT-1 esetén a trastuzumab az ErbB2 leszabdlyozasidban is mérsékli
a 17-AAG hatéasat, tehdt trastuzumab-rezisztens sejtek esetén nem javasolhaté a 17-AAG
kezelés kiegészitése trastuzumabbal. A jelenség hétterében vélhetden az éll, hogy a kombinalt
kezelés sordan kialakul6 eltéré foszforilaciés mintdzat az ErbB2 sejtmembranba torténd
visszakeriilést elOsegiti, s az azonnali degradicié mértékét csokkenti — ilyen jelenséget
trastuzumab hatds sordn mar megfigyeltek kordbban. Ha a trastuzumab Onmagaban keriil
alkalmazasra, az csokkenti az ErbB2 sejtfelszini mennyiségét nemcsak az SKBR-3, hanem
érdekes modon a JIMT-1 sejteken is, de ez utdbbi esetben a hosszitavi leszabalyozds nem
jar egyiitt proliferaci6 gatlassal.

A trastuzumab szenzitiv SKBR-3 sejteknél a trastuzumab onmagédban torténd adagolasa
a foszfo-ErbB2 szint dozistdl fiiggetlen enyhe mértékli csokkenését okozza. A 17-AAG éltal
eldidézett jelentdés mértékii ErbB2 downregulacié mellett az egyre nagyobb 17-AAG ddézisok
adasaval a foszforildlt ErbB2 szint mind az SKBR-3, mind pedig a JIMT-1 sejteknél
fokozodik, ami aldtdmasztja azt az elképzelést, miszerint a Hsp90 altali gatlds aldl
felszabadulé ErbB2 aktivalodik, majd internalizalédik. A félhatdsos dodzis értéke hasonlo a két
sejtvonalndl, azaz ~ 0.04 puM. 17-AAG kezelés kiegészitése 40 pg/ml trastuzumabbal JIMT-1
sejtek foszfo-ErbB2 szintjét a 17-AAG 4altal kivaltott hatdshoz képest nem véltoztatja meg.
Ugyanakkor az SKBR-3 sejteknél nagyfoku foszforilacié csokkenést idéz eld, foként az
alacsonyabb, azaz a 0.0005 és 0.005 uM 17-AAG doézisokndl. Eszerint trastuzumab hatdséra a
17-AAG ErbB2-foszforilaciét eldsegitd képessége trastuzumab szenzitiv sejtekben csokken,
amit a 17-AAG félhatasos dozisdnak nagysagrendnyi novekedése is mutat.

Erdekes az a megfigyelésiink, hogy bar a JIMT-1 sejtek proliferaciéjara nincs
jelentésebb hatdssal a trastuzumab, az ErbB2 sejtfelszini expresszidjat lecsokkenti,
foszforilacidjat pedig kismértékben noveli a dozis emelésével. A megfigyelés magyardzata
feltehetden az, hogy a JIMT-1 sejteknek van egy olyan alpopuldciéja, melynek trastuzumab-
kotd kapacitdsa joval nagyobb az atlagosndl, és ezekben a sejtekbdl trastuzumab kezelés
hatasara az ErbB2 sokkal hatékonyabban eliminédlddik a sejt felszinérdl, ami az ErbB2 és P-
ErbB2 szint mintadtlagat befolyasolja, de a teljes populédcié proliferdciéjara nincs jelentds
hatassal.

A tovédbbiakban a kezelések 5. napjdn meghatdrozott antiproliferativ hatds (kontrollra

normalizdlt sejtszam csokkenés), a kontroll szintjére normalizilt ErbB2 expresszié-csokkenés,
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valamint foszfo-ErbB2 szint emelkedés kozotti korreldciot vizsgaltuk. Mindkét sejtvonalndl a
membrdn ErbB2 szintjének csokkenése szignifikdns pozitiv korreldciét (R*>0.8, p<0.05)
mutat a 17-AAG antiproliferativ hatdasaval, fiiggetleniil a trastuzumab jelenlététdl, tehat
elmondhatd, hogy in vitro a sejtmembranban taldlhat6 ErbB2 mennyisége a proliferacié
fontos tényezdje. A trastuzumab Onmagédban a varakozasnak megfelelden gatolja az SKBR-3
sejtek proliferacidjat, s ezzel parhuzamosan ~ 40%-ra csokkenti az ErbB2 szintet. Ezzel
Osszhangban a 17-AAG-vel kezelt SKBR-3 sejtekhez adott trastuzumab eltolja az
antiproliferativ hatés fiiggvényében abrazolt ErbB2 szintcsokkenést a nagyobb kezdd értékek
felé, azonban a fiiggvény meredekségét nem véltoztatja meg. Annak ellenére, hogy a
trastuzumab terdpids koncentracioban alig gitolja a JIMT-1 sejtek proliferacidjat, az SKBR-3
sejtekhez hasonléan ErbB2 szintcsokkenést idéz eld. Ezzel 6sszhangban, amikor 40 pg/ml
trastuzumabot adunk a 17-AAG-vel kezelt JIMT-1 sejtekhez, az antiproliferativ hatds —
ErbB2-csokkenés fiiggvény kezddpontja a jobban leszabdlyzott ErbB2 értékek irdnydba
tolodik, de a sejtszamban bekovetkezd relativ csokkenés szempontjdbol nem valtozik.

Mindkét sejtvonalnal pozitiv korreldcié (R*>0.85, p<0.05) 4ll fenn a foszfo-ErbB2
szintnovekedés és a 17-AAG antiproliferativ hatdsa kozott, fliggetleniil a trastuzumab
jelenlététdl. Az ErbB2 szintcsokkenés és az ErbB2-foszforilacié novekedés szintén pozitivan
korreldl mindkét sejtvonal esetében (R*>0.8, p<0.05). A trastuzumab Onmagiban enyhén
fokozza a JIMT-1 sejtek ErbB2 foszforilacidjat a novekvd dézisok irdnydba, de a sejtszam
csokkenés fiiggvényében dbrazolt foszfo-ErbB2 szintnovekedés korreldcids egyenesét nem
véltoztatja meg. Az SKBR-3 sejtek foszfo-ErbB2 szintjére a trastuzumab — dodzisatol
fiiggetleniil — csekély mértékii csokkentd hatédst gyakorol. A 0.0005 és 0.005 uM 17-AAG-vel
kezelt sejtekhez adott 40 pg/ml trastuzumab a 17-AAG 6ndll6 alkalmazasdhoz képest jelentds
csokkenést idéz el6 az ErbB2 foszforilacidjaban, és az ettdl nagyobb 17-AAG dézisokndl is
észlelhetd ez a hatas.

A pozitiv korrelaciok egyfelol alatdmasztjak, hogy az ErbB2 szint csokkentése
antiproliferativ hatdsd, és azt is, hogy a fokozott ErbB2 foszforilacié serkenti az
internalizaciét. Ugyanakkor az a tény, miszerint a 17-AAG félhatdsos d6zisa az ErbB2 és P-
ErbB2 szabdlyozdsdban a JIMT-1 és SKBR-3 sejtek esetén kozel azonos, mig az
antiproliferativ hatds szempontjabol a magasabb ErbB2 expresszidji SKBR-3-nidl magasabb,
arra utal, hogy valdészintileg kettds hatdssal allunk szemben. Részben, a Hsp90-et gatolva, és
ezzel az ErbB2 fehérje felszabaduldsat eldsegitve az ErbB2 protein aktivalédik, majd

21212 .2

indit be, melyek feltehetdleg a PI3K/Akt és MAP kinaz utvonalakon keresztiil jatszodnak le.
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Ilyen tumorokndl a trastuzumabbal t6rténé kombinécid hatdsos lehet a 17-AAG éltal kivaltott
ErbB2 foszforilacié gatlasdban, valamint az alacsony doézisi 17-AAG ndvekedést gitld

hatasanak fokozasaban.

A fotodindmids terdpia (PDT) és a cisztatin (CPI) kombindcidja nekrozist idéz elo patkdny
emlokarcinomdban in vivo

Allatkisérleteinkben a fotodindmids és cisztein proteindz inhibitor terdpia
kombinacidjanak Wistar patkdnyokba implantalhato szolid emld adenokarcindmdra kifejtett
hatdsat vizsgaltuk. A daganatos betegek vérének megemelkedett VEGF szintje indokolta teszi
ezen faktor koncentriciéjanak redukdldsat, mivel a VEGF fontos szerepet jatszik a
neovaszkularizaci6 és angiogenezis folyamatdban. Az ErbB2 fokozott mértékii kifejezodése a
VEGF szint novekedéséhez vezet, amit a trastuzumab — ErbB2-t leszabdlyozé szerepébdl
kifoly6lag — mérsékelni képes. Az dltalunk vizsgélt emlékarcindma azonban csak csekély
mértékben ErbB2-pozitiv, igy a kombindcios kezeléshez egy tojasfehérjébdl izolélt cisztein
proteindz inhibitort, a cisztatint vélasztottuk.

A kiilonboz6 kezelési protokollok koziil a legigéretesebb eredményeket az egy héten at,
naponta adott CPI-vel kombindlt 20 mg/kg HpD-PDT terdpidval (I. kisérleti protokoll) értiik
el. Ez a protokoll a kontroll ~28%-0s nekrézisaval szemben akar 90%-os tumor elhalast is
eredményez. A CPI és a PS-PDT monoterdpidk csekélyebb hatdssal voltak a nekrdzis
mértékére, 35-40%-os hatast értek el.

A tumor nekrézis kvantitativ elemzése azt mutatja, hogy az I. kisérleti protokoll a
legeredményesebb, ahol a tumor implanticidéval egyidoben tortént a HpD és a CPI addsa,
majd 24 6ra milva a tumor besugdrzdsa és 1 héten 4t naponta a CPI injektdlasa. A tobbi
kisérleti protokoll kisebb mértékii nekrézishoz vezetett: Gigy tlinik, a tumor gyors ndvekedése
miatt leghatékonyabb az implanticiéval egyidében torténd CPI infiltracié. A II. kisérleti
protokoll alkalmazédsakor a kombindlt kezelés, amely CPI tartalmd tumor-szuszpenzid
implantaci6jabol, majd 24 o6ra milva HpD injektalasbol, és tovabbi 24 o6ra mdlva
besugirzisbol 4allt, a tumort kisebb mértékben roncsolta, mint az I. protokoll szerint
végrehajtott kombinalt kezelés. A III. protokoll, ahol a tumor implantacié utdn 1 héttel késébb
kezddédott a kombindlt kezelés, a tumorszovetet az 1. protokollhoz képest szintén csekélyebb
mértékben roncsolta (p<0.05), noha a kontrollhoz képest szignifikdnsan nagyobb mértékii
elhaldst okozott (p<0.001). Ez a megfigyelés klinikai jelent0séggel birhat, ugyanis a tumor

eltavolitast kozvetleniil kovetd CPI infiltraci6 PDT-val egyiitt alkalmazva (I. protokoll) a
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miitét sordn visszamaradt, vagy szérodott tumorsejtekben hatékonyabban fokozhatja a PDT
nekrézist el6segitdé hatdsat a késobb kezdett inhibitor injektdlashoz képest, ami a lokélis
recidivak és metasztazisok képzodésének megakadalyozdsat eldmozdithatja.

Mind a kisebb, mind pedig a nagyobb dézisi PS-PDT CPI-vel kombindlt terdpia
jelentds mértékben nekrotizdlta a tumoros szoévetet (p<0.001) a kezeletlen mintdkhoz képest.
A kombin4cids terdpidban a magasabb dozisu fotoszenzitizdlé kismértékben fokozta a tumor
nekrézist az alacsonyabb koncentraciéju kezeléssel osszehasonlitva (p=0.06). A PS-PDT és
CPI monoterdpidk esetében azonban a 10 mg/kg PS dézisnak nem volt jelentdsebb hatdsa
(p=0.58), mig a 20 mg/kg dozis, a CPI-hez hasonléan, mérhetd nekrézis novekedést idézett
eld (p=0.01 és p=0.06). Mindazondltal barmelyik monoterapia hatékonysdga lényegesen
alacsonyabb akar a kisebb (0.03<p<0.1) akar a nagyobb (p=0.001) dézisu fotoszenzitizaloval
torténd kombinacié hatékonysdganal. Mindkét PS dézisti PS-PDT CPI-vel kombindlt terdpia
szinergisztikus volt. A kisebb dézisu 429, a nagyobb dézisu 200%-kal novelte a nekrdzis
mértékét a kombindcio részeit képezd monoterdpidk altal elért 6sszegzett hatdshoz képest.

Mivel a tumorok méretének valtozdsa kiilonb6zd terdpidk alkalmazdsakor alapvetd
prediktiv faktor, a kezelések 8-adik napjan eltdvolitott szovetmintdk térfogatat is mértilk. A
jelentds tumornekrézist el6idézé nagyobb dézisi PS-PDT és CPI kombiniciéja a tumor
térfogatdt mindhdrom kisérleti protokoll esetén szignifikdnsan csokkentette ~2.5 cm’-re
(p<0.001) a kontroll mintakban mért 4.5-6 cm’ térfogatokhoz képest. Az alacsonyabb dézisu
PS-PDT-CPI terépia szintén szignifikdnsan befolydsolta (p=0.003) a tumor méretét, ~3.5 cm’-
re redukdlva azt. A PS-PDT monoterdpia enyhébb, de még mindig jelentds hatdst fejtett ki a
tumor térfogatdnak csokkentésére, dtlagosan ~4.5 cm’-t eredményezve (p=0.03 az
alacsonyabb és p=0.04 a nagyobb dézisu terdpia esetén). A CPI 6ndll6 alkalmazdsa okozta a
legkisebb mértékli tumorméret véltozast (p=0.19). A kombindcids terdpia mindkét
koncentracioju fotoszenzitizdl6 alkalmazdsa mellett hatékonyabb volt a monoterdpiaknal
(0.003<p<0.06 az alacsonyabb és 0.001<p<0.003 a nagyobb ddzis esetén), mely hatékonysag
kozel azonos mértékiinek bizonyult (p=0.41). Nemcsak a nekrézis fokozdsandl, hanem a
tumorméret-csokkentd hatdsndl is szinergisztikusnak mondhaté mind az alacsonyabb, mind
pedig a magasabb dézisu fotoszenzitizaloval kombinalt CPI terdpia, mivel a monoterdpidk
0sszegénél rendre 118, illetve 33%-kal jobb hatds érhetd el alkalmazasukkal. A nekrézisra
kifejtett terdpids hatds nagyfokud korrelaciét mutatott a csokkent tumor térfogattal. A nagyobb
dozisti, azaz a 20 mg/kg PS-PDT-CPI kombinicié azonban sokkal hatékonyabb volt a

nekrozis mértékének novelésében, mint a tumornovekedés lassitasaban.
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A PS-PDT és a CPI szimultdn terdpidjanak hatékonysaga a HpD fényindukalt
aktivicidjdval, valamint a CPI éltal lecsokkentett katepszin, legumain és calpain aktivitdssal
magyarazhat6. A fotoszenzitizalok lizoszomédkban ddsulnak fel, és megfeleld fényforrassal
torténé megvilagitast kovetden aktivan roncsoljdk a lizoszomat. Ez a folyamat mitokondridlis
sejthaldlhoz vezet a Bid, a prokaszpaz-9 és-3 aktivacidjan keresztiil. A cisztein protedzok
aktivitdsdanak CPI altali gitlasa ezzel a hatdssal szinergisztikus lehet. Amennyiben a katepszin
€s legumain aktivitdsit CPI-vel redukaljuk, a peritumor sztréomdba torténd sejtinvazid
gatlodik. A calpain gatldsa szintén a migraciot csokkenti. Az invdziéo és a velejard
vaszkulariz4ci6 hidnya valdsziniileg elémozditja a tumoros szdvetben a sejtek elhalasat, ami a

PDT hatasat tovabb fokozza.

PDT és a CPI kombindcioja hatékonyan csokkenti a szérum VEGF szintet és a tumor

vaszkularizdciot

Kisérleteinkben az egészséges, tumor nélkiili patkdnyok VEGF szintje alacsonyabb
(106.5£7.2 pg/ml) volt, mint a daganatos dallatoké, ahol ezen faktor 134-170 pg/ml
koncentricitartomédnyban ingadozott. PS-PDT monoterdpidt kovetden a szérum VEGF
koncentraciéja a kezeletlen kontrollhoz képest enyhe mértékben leesett (p>0.15). A CPI
egyediili injektdldsa viszont gyengén megemelte ezen faktor szintjét (p=0.02), ami
valdszintlileg a tumor csokkent invaziora és neovaszkularizaciora adott feedback valaszanak
koszonhetd. A VEGF mennyisége 20 mg/kg PS-PDT és CPI egyiittes alkalmazdsdval volt a
legalacsonyabb, de a kisebb fotoszenzitizal6 doézisu kombindlt terdpia is elég hatdsosnak
bizonyult a kezeletlen kontroll mintdkhoz képest (p<0.001 mindkét esetben).

Osszességében a kombindciés kezelések sokkal hatékonyabbak voltak, mint a
monoterdpidk (p<0.001). A 20 mg/kg PS-PDT-CPI esetén a monoterdpidk hatasdnak
0sszegébdl szamolt 23%-o0s netté emelkedéshez képest 86%-os drasztikus csokkenést értiink
el, mig az alacsonyabb dézisi fotoszenzitizdléval kombindlt terdpidndl a 17%-os nettd
novekedéshez képest 56%-os csokkenést tapasztaltunk. A magasabb fotoszenzitizdlé dézisu
kombinalt terdpia jelentdsebb VEGF csokkenést okozott, mint a kisebb PS-d6zisti kombinécidé
(p=0.001).

A tumor erezédésének mértékét hematoxilin-eozin festett mintdkban hataroztuk meg. A
vérerek latoterenkénti atlagos szdma — ahogyan a redukalt VEGF szintnek megfelelden is
varhat6 — a kombindlt kezelések hatdsdra csokkent le a legnagyobb mértékben (p<0.001

mindkét PS koncentrécié esetén). A tobbi mért paraméterrel ellentétben itt a monoterapidknak
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is jelentdés redukdlé hatdsuk volt (p=0.001). Ezzel egyiitt mindkét koncentraciéji
fotoszenzitizaldval kombindlt terdpia meghaladta a megfelel6 PS-d6zisi monoterapidk hatasét
(0.02<p<0.1 az alacsonyabb és 0.001<p<0.02 a magasabb ddézis esetén), ugyanakkor
egymadstol csak kismértékben kiilonboztek (p=0.08).

A csokkent tumor neoangiogenezis oka feltehetfleg CPI PS-PDT-vel egyiitt kifejtett
szinergisztikus hatdsdnak koszonhetd, mely egyrészt csokkentette a szérum VEGF
koncentraciéjat, masrészt gitolta a lokdlis invaziot, végeredményben a tumor novekedését is
gatolva. A 2. tablazatban bemutatott korreldcios koefficiensek aldtimasztjak, hogy a
csokkent VEGF szint pozitivan korreldl a csokkent vaszkularizdcioval. A fentiekkel
0sszhangban mind a VEGF szint, mind a vaszkularizacié mértéke pozitiv korrelaciét mutat a

tumor novekedésével, ugyanakkor negativan korreldl a tumor nekrézisaval.

Tumortérfogat VEGEF szint Erek szama
Nekrozis mértéke -0,661 -0,691 -0,625
Tumortérfogat 0,713 0,734
Erek szama 0,568

2. tablazat A vizsgalt paraméterek korrelacidja: A tumor mérete, a nekrézis mértéke és
vaszkularizécidja, valamint a szérum VEGEF szintje kozotti korrelacié p<0.0001 szignifikancia szinten

jelentds.

A CPI és a PS-PDT kozotti szinergizmus tovabbi lehetséges mechanizmusa, hogy a CPI
gatlas egyik f6 célpontja, a katepszin B, lizoszémalis lokalizaciéjd, s mivel a fotoszenzitizalok
szintén lizoszomdkban akkumuldlédnak, a besugarzds hatdsdra roncsolddott lizoszomak
katepszin B szintje és aktivitasa is lecsokken. Mivel a tumorokban megemelkedett katepszin
B aktivitds fokozott neoangiogenezissel és tumor invazivitdssal tarsul, ennek az aktivitasnak
CPI és PS-PDT egyiittes alkalmazdsaval torténd hatékony gétldsa a tumorndvekedés
megel6zésének fontos faktora lehet.

A PS-PDT monoterdpidk alkalmazasakor lecsokkent vaszkularizaci6 mértéke
meghaladja a VEGF szint csokkenésének mértékét. Ez a jelenség azzal magyardzhatd, hogy a
fotodindmids terdpia roncsoldé hatdsa nemcsak a daganatos sejtekben manifesztalodik, hanem

az uj vérereket képzd endotél és mezenhimadlis sejtekben is. Tovdbba az is lehetséges, hogy a
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PS-PDT a VEGF-on kivill més, az erek kialakuldsaért felelés faktorok mennyiségét is
megvaltoztatja.

A CPI o6nmagéban is jelentdsen redukdlja a vaszkularizaci6 mértékét, viszont nem
csokkenti a VEGF szintet. Ennek lehetséges oka, hogy a cisztein proteindzok gatldsa CPI-vel
a VEGF termel6dését visszacsatoldsos szabdlyozdssal fokozza, ugyanakkor a CPI a
tumorsejtek nekrézisdval parhuzamosan a tumor vaszkulatirat is roncsolja. A tumor
térfogatok pozitiv korrelaciéja a vér VEGF szintjével aldtdmasztja azt a feltételezést,
miszerint a szérum VEGF tartalmédnak egy része a tumorbdl ered. A kezelések VEGF szintre
€s vaszkularizdciora kifejtett részben eltérd hatdsa azonban megmagyardzza, hogy e két
paraméter korrelacios koefficiense miért olyan alacsony (2. tablazat). Itt érdemes
megjegyezni, hogy a CPI altal lecsokkentett neovaszkularizacié onmagaban is képes rontani a
PDT hatékonysagat, és ezért a CPI tumor sejtekre kozvetleniil kifejtett egyéb hatdsai fontos
szerepet jatszhatnak a CPI és PDT szinergizmusdban. Példaul, a CPI TGFp-val egyiitt kifejtett
antagonista hatdsa az eml0karcindma sejtek proliferaciéjat mérsékelheti.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a PDT adltal el6idézett sejtkarosodds, valamint a CPI-
nek koszonhetd tumor invazié gatlas nemcsak kozvetleniil, hanem a szérum csokkendé VEGF
koncentraciéjan keresztiil is akadédlyozhatja a tumor angiogenezisét. Mivel a PDT és a CPI
egylittes alkalmazdsa szinergisztikusnak bizonyult a tumor nekrézisdnak, valamint
térfogatdnak és a szérum VEGF szintjének befolydsoldsdban — ahol egyébként a
monoterdpidknak alig vagy egyéltaldin nem volt hatdsuk —, a mddszer klinikai alkalmazdsra
javasolhatd kiilonos tekintettel arra, hogy a kezelések sordn nem lépett fel mellékhatds. A
fotodindmids terapiat mar a klinikai gyakorlatban is haszndljdk, a CPI alkalmazhatésiga
azonban a biztaté eredmények ellenére sem teljes mértékben tisztazott. Cegnar €s munkatérsai
cisztatin-kotott nanorészecskék alkalmazasdval optimalizaltak a célsejtek cisztatin felvételét,
minek koszonhetden effektiven lehetett giatolni a katepszin B aktivitdsiat. Paramdgneses
részecskék ilyen célra torténd felhasznalasa a CPI célzott lokdlis felhalmozdodasat is
el0segitheti magneses tér gradiens alkalmazdsa mellett. Felvetddott annak a lehetdsége is,
hogy a CPI kifejezddését génterdpidval fokozzdk; az adenovirus-medidlt ektdpids cisztatin C
expresszi6 egerekben megakadédlyozta a xenograft fibroszarkéma tiidé metasztdzisainak
képzddését. Nem hagyhatd azonban figyelmen kiviil az a tény, miszerint a cisztatinnak €s mas
CPI-nak nemcsak antiproliferativ hanem proliferaciét serkentd hatdsa is lehet, attdl fiiggden,

hogy milyen rendszert vizsgalunk.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink {6 célkitlizése az volt, hogy az emlddaganatok kezelésében mar a

klinikumban is alkalmazott terdpidk hatdsat egy madsik, kiprobdldsi fazisban 1év0 éagens

bevondsdval fokozzuk. Eredményeinket a kovetkezokben foglaljuk ossze:

In vitro kisérleteink eredményeibdl megallapithatjuk, hogy a 17-AAG az ErbB2
homodimerizaciot és foszforilaciét fokozza mind trastuzumab szenzitiv, mind
rezisztens emldtumor sejteken, €s hosszitdvon a receptor leszabdlyozdsat és a
sejtproliferdcid gatlasat idézi eld, melynek hétterében elsdsorban apoptdzis, nagyobb
dozisokndl részben nekrézis 4ll. Ennek alapjan a 17-AAG alkalmas lehet a

trastuzumab-rezisztens, ErbB2-pozitiv tumorok kezelésére.

Az ErbB2-t nagymértékben expresszalo trastuzumab szenzitiv daganatsejtek esetén a
17-AAG proliferdciét gatld hatdsa a nagyszamu ErbB2 receptor aktivdcidja miatt
alacsonyabb. Ilyen tumorokndl a trastuzumabbal torténd kombinacié hatasos lehet a
17-AAG Aéltal kivaltott ErbB2 foszforilacié gatldsaban, valamint az alacsony dézisu

17-AAG novekedést gatlé hatasanak fokozasdaban.

In vivo tanulmdanyainkban a cisztein proteindz inhibitor (CPI) fotodindmids terapidhoz
(PDT) téarsitva szinergisztikusan gitolja a patkdnyokba implantdlt szolid
emldkarcindma novekedését, fokozza a tumornekrozist, s ennek hatterében legaldbbis
részben a szinergista modon csokkentett szérum VEGF szint, ill. a kovetkezményes

nagyfoku neovaszkularizdcié-gatlas all.

A PDT és CPI kombinacidja a Wistar patkanyokba implantélt szolid eml6karcinéma
progressziéjat 20 mg/kg HpD, 500 pg/allat CPI és 90 J/cm? fotondézist besugarzas
mellett képes leghatékonyabban gitolni. A legjobb eredményeket az inokuldcidval
egyiddben elkezdett terdpia adja, ami arra utal, hogy a kombinaciés kezelés kiillonosen

hatékony lehet a szérddott, ill. rezidudlis daganatsejtek elpusztitdsdban.
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6. GYAKORLATI JELENTOSEG

In vitro eredményeink gyakorlati jelentosége kettds: egyrészt igazolja a 17-AAG
monoterdpia hatékonysagait trastuzumab-rezisztens, de ErbB2-pozitiv emlétumorok esetén,
masrészt felhivja a figyelmet arra, hogy magas ErbB2 szintli eml6tumorok 17-AAG terapidjat
érdemes lehet az adverz hatdsként jelentkezé ErbB2 foszforildcidé csokkentése érdekében
trastuzumabbal kombindlni. Ennek a megfigyelésnek kiilon apropét ad, hogy a jelenlegi
egyetlen klinikai kiprobdlasbol, ahol 17-AAG-t alkalmaznak, a kordbbi vagy fenndll6
trastuzumab kezelés kizar6 ok. Olyan 17-AAG-trastuzumab konjugatum létrehozéasdval
azonban mar kisérleteztek, amit az ErbB2-t tdlzott mértékben kifejez6 tumorokhoz adva
egyfajta specifikus chaperon terdpiat teremtene. Egy ilyen konjugdtum alkalmazdsa azonban
megkoveteli annak pontos ismeretét, hogy milyen hatdsa van a 17-AAG és a trastuzumab
egylittes addsdnak a kiilonb6zd expresszids szintli és eltérd trastuzumab-reszisztencia fokud
tumorokban.

In vivo eredményeink azt mutatjak, hogy a PDT Adltal eldidézett sejtkarosodds valamint a
CPI-nek koszonhetd tumor invazid gatlds nemcsak kozvetleniil, hanem a szérum csokkend
VEGF koncentrécidjan keresztiil is akadalyozhatja a tumor neoangiogenezisét. Mivel a PDT
€s a CPI egyiittes alkalmazdsa szinergisztikusnak bizonyult a tumor nekrézisdnak valamint
térfogatdnak és a szérum VEGF szintjének befolydsoldsdban, €s mellékhatdsokat sem

tapasztaltunk, a médszer tovédbbi preklinikai tesztelése javasolhato.
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