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Motto

,,Ugyse hiszi senki el maganak,
Hogy amit lat, az tényleg van,
Hanem virja, hogy a valddi latvanyt

Jelzo kiirtszo6 felharsan.

Szdl a kiirt, ellibben a fliggony,
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Kar, hogy mikor kérbenéznél,

A sz€lben a mécsesed ellobban.”

Kispal és a Borz®

* Tudom, hogy amikor Lovasi Andrés papirra vetette, majd elénekelte ezeket a sorokat, nem a kutatdsra gondolt.
Engem mégis a kutatémunkdm hektikussdgara, az dltalam tapasztalt és feltételezett dolgokrdl gondolt higgyem?
—ne higgyem?, tgy van! — nem gy van? folytonos valtakozasara, a kételyre emlékeztet a vers.



Bevezetés

1. BEVEZETES

A mellrdk az egyik leggyakrabban el6forduld daganatos megbetegedés. Annak ellenére,
hogy az utébbi 30 évben jelentds eldrelépések torténtek a sziirésében €s a kezelésében, ez a
betegség évente fél millié6 ember haldldért felelds vilagszerte [1]. A mellrdkkal diagnosztizalt
betegek koriilbeliil felénél attétes betegség fejlodik ki. Az attétes mellrak kezelése palliativ, a

betegség kidjulasa esetén az atlagosan vérhat6 élettartam 24 és 30 honap kozott van [2].

Dennis Slamon és mktsai 1987-es és 1989-es tanulmanyaikban megmutattdk, hogy a
mellrdkok mintegy 30%-aban a raksejtek fokozottan fejeznek ki egy ErbB2 nevii fehérjét. A
tanulmanyok Osszefiiggést taldltak a gén amplifikdcidja ill. a fehérje fokozott kifejezddése és a

mellrdkos betegek tulélése kozott [3; 4].

Ez a két tanulmény egy 1j terdpids modszert alapozott meg, amelynek tdmadédspontja az ErbB2.
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2. Irodalmi attekintés”

A novekedési faktorok sejtfelszini receptoraikhoz kapcsoléddsa nem ritkdn meglehetdsen
Osszetett folyamatokat indit el, amelyek fontosak a sejtek miikodésének szabdlyozasaban. A
jelatvitelben fontos szerepiik van a transzmembrdn receptor tirozin kindzoknak. Ennek a
csoportnak egyik képviseldje az epidermalis novekedési faktor receptor csalad, amelynek
nemcsak a fizioldgids jelatvitelben, hanem a rosszindulati daganatok keletkezésében és
novekedésében is jelentds a szerepe. Az . osztilyd tirozin kindzok kozé tartozé csalddnak
négy tagja van: az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR vagy ErbB1), az ErbB2, az
ErbB3 és az ErbB4. Az ErbB csalad leirdsanak torténetében tobb olyan felfedezés sziiletett,
amelyek nagy jelentOségiiek voltak a bioldgiaban.

Az epidermadlis novekedési faktort (EGF) Cohen fedezte fel 1962-ben [5]. Receptora, az
EGFR volt az elsd sejtfelszini receptor, amit kdzvetleniil kapcsolatba hoztak a rakkal [6].
1980-ban kideriilt, hogy az EGFR egy ligand-fiiggd tirozin kindz [7]; ez forradalmi felfedezés
volt a novekedési faktorok bioldgidjdban. A daganatbioldgia hasonlé jelentdségili felfedezése
volt az, hogy az avian erythroblastosis virusbdl szarmazé v-erbB onkogén nem mads, mint az
EGFR csonkitott formdja® [8; 9]. Ezutdn taldltdk meg analégjat az emberi genomban [10].
1984-ben karcinogénnel kezelt patkdnyokban kifejlodott neuro/glioblasztomaban felfedeztek
egy onkogént, aminek el0szor a neu nevet adtdk [11]. A neu nagyon hasonlitott a virdlis
v-erbB-hez, terméke pedig az epidermadlis novekedési faktor receptorhoz; az onkogén az
ErbB2 nevet kapta. Az ErbB3 és az ErbB4 felfedezését a human genomban célzott keresés

elézte meg [12; 13].

2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptor csalad

A négy receptor szerkezete és funkcidja igen hasonlé: az extracelluldris rész négy
doménbdl all, kettd ciszteinben gazdag; a juxtamembrin és a transzmembran rész a receptor
modifikicidjaban €s aktivacidjaban jatszik fontos szerepet; a tirozin kindz domén

intracelluldrisan helyezkedik el, és sok foszforildlhaté aminosavat tartalmaz, melyek a

b Dolgozatom ,,Irodalmi &ttekintés” cimi fejezetében felhaszndltam részeket a 2001-ben irt ,,Az ErbB2 és ErbB3
fehérjék szupramolekuldris szervezddése emlétumor sejteken” cimii TDK palyamunkdmbal.
Az ErbB onkogén csaldd neve ma is 6rzi az elsédleges felfedezési helyet, erb: avian erythroblastosis virus.
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receptorfunkciét és a jelatviteli utvonalat befolydsoljak, sejten beliili hirvivo fehérjéket

toboroznak [14; 15; 16].

2.2. Az ErbB csalad tagjainak fiziologias jelentosége

A csaldd tagjainak szerepét leirtdk a szivfejlédésben, a kozponti és a periférids
idegrendszer fejloddésében, az epitéldlis szovetek fejlodésében, a szoveti megidjuldsban, a
sebgydgyulasban, az angiogenezisben [17; 18; 19; 20; 21; 22; 23]. Leirtdk, hogy mig az
ErbB1 és az ErbB2 mezenhimadlis szovetekben is kifejezddik, addig az ErbB3 és az ErbB4
expresszidja inkdbb csak az epitélidlis sejtekre jellemzd, viszont ligandjaik nagy részét
mezenhimdlis sejtek termelik. Ez arra utalhat, hogy az ErbB receptor csaladnak szerepe lehet
a mezenhimo-epitélidlis kolcsonhatasban [24]. Az ErbB2 expresszidja a magzati fejlodés
soran magas szintli, feln6ttekben alacsony szintje mutathaté ki epitél sejteken és tobb

normalis szOvetben.

2.3. Mit tudunk az ErbB csalad jelatviteli folyamatarél??

Az ErbB fehérjék jelatviteli folyamatdt harom nagy szakaszra lehet bontani: elészor az
ErbB receptorhoz extracelluldrisan ligand ko6tddédik, majd a receptorok egymadssal
,.kommunikalnak”, azutan az ErbB intracellularis részéhez intracellularis hirvivé molekula

kapcsolddik. A folyamatot az 1. és a 2. dbra szemlélteti.

¢ Ezt a fejezetet Yarden, Citri és Alroy 6sszefoglalé kozleményei alapjan irtam [14; 16; 29], a folyamatokat
szemléltetd 1. dbrat Alroy kozleményébdl olléztam [29]. A 2. dbrat Gamett kozleménye alapjan készitettem [25].
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1. abra. Jelatvitel az ErbB csalad tagjain keresztiil

EGF/TGFu -Cellulin NRGB

|

Jeltovibbito [ | fprax PI3K PI3K [Piax | [Piak | [ Piak
fehérje Src Sre |8rc Src Sre Sre Sre | src
c-Yes c-Yes | e-Yes
ras-GAP | | ras-GAP | |ras-GAP | ras-GAP | ras-GAP | |ras-GAP | ras-GAP
PLCY | PLCY PLCY | |PLCY PLCY PLCY PLCY | PLCY
She She |she ishc She She She She | she he
Grb-2 Grb-2 G2 | Elb-Z Grb-2 Grb-2 Grb-2 | Grb-2
Grb-7 Grb-7 |Go-7 | Grb-7 Grb-7 | |Grb-7 Grb-7 | Gro-7
Nek Nek INck | |MNek Nek || Mek |
Crk | ck |crk | ok Crik | |Crk Crk
c-Cbl c-Chl c-Cbl | c-Cbl |
c-Abl c-Abl c-Abl | oAbl | |
Eps-8 Eps-8 Eps-8 | [Eps-8 Eps-8 ||Eps-8 | Eps-8
PTP1D | | PTPID | PTPID
Biolégiai
— .
valasz [ ++_ | [ e vt | [ awe [ aes | - -+ -

I Alroy, Y. Yarden {FEBS Letters 4100 (1997 ) 83=86

2.3.1. A ligand

Az ErbB receptor csaldd ligandjai, amelyek a sejtek miikodését auto-, para- €s endokrin
uton szabdlyozzdk, lehetnek membrdnba integralt fehérjék, valamint proteolitikus hasitdst
kovetden a plazméban jelenlévé molekuldk. Ma hdrom csalddba soroljak dket:

1. EGF-szerli ligandok (EGF, transzformdlé novekedési faktor o, amfiregulin), amelyek
féleg az ErbB1-hez kotddnek.

2. Neuregulinok (NRGo, NRGp), melyek a neuregulin receptorokhoz (ErbB3, ErbB4)
kotédnek.

3. Heparin binding EGF (HB-EGF), betacellulin és epiregulin, melyek kotdédnek az
ErbB1-hez, ErbB3-hoz és az ErbB4-hez is.

Az ErbB2-nek nem ismert fiziol6gids ligandja.

2.3.2. Az ErbB fehérjék kolcsonhatdsai egymdssal, kommunikdcio az ErbB csalddon beliil

A receptorok koziil kettének, az ErbB1-nek és az ErbB4-nek, van ligand stimuldlt tirozin

kindz aktivitisa. Az ErbB2-nek nem ismert fiziol6gids ligandja, az ErbB3-nak pedig nincs



Irodalmi dttekintés

tirozin kindz aktivitdsa a kindz doménben 1évé aminosav szubsztiticié miatt. Az ErbB2-nek
és az ErbB3-nak ahhoz, hogy részt vehessenek a jelatvitelben, egy masik molekuldhoz kell
kapcsolddniuk, igy egymds potencidlis pérjai lehetnek egy miikoddképes dimerben, melyben
az extracelluldris szigndlt az ErbB3 ,,veszi fel”, és az ErbB2 intracellularis tirozin kindza
tovéabbitja. A ligand kotddése az ErbB molekuldkhoz egy dimerizacids kaszkadot indit el,
mely Osszetett szigndlaktivitdsokat és kiilonbdzd bioldgiai vélaszokat kezdeményez az ErbB
csalad 4ltal.

A kolcsOnhatas formai:

2.3.2.1. Heterodimerizdcio

Az ErbB1 EGF kotés utin a ligandkotésre képtelen ErbB2-vel egy nagy tirozin kindz
aktivitdsi primer dimert képez. A dimer tagjai egymast foszforildljak, intracellularis
szignalutakat inditanak el, majd szétvalnak, és az ErbB2 a tirozinkindz hianyos ErbB3-mal

szekunder dimert képez. A szekunder dimerben az ErbB2 foszforildlja dnmagat és az

ErbB3-at, ujabb szignalutakat inditva el. Az ErbB3 a NRG kotése utdn primer dimert képez
az ErbB2-vel, a dimer molekuldit foszforildlja az ErbB2 tirozin kindza, szignalutakat

inditanak el, majd szétvdlnak, és az ErbB2 az ErbB1-gyel szekunder dimert képez. A dimer

tagjai egymadst foszforildljak, és az elébbiektdl eltérd szignalutak indulnak el. Az ErbB4 az
ErbB3-hoz hasonléan NRG ko6tés utdn eldbb az ErbB2-vel képez primer dimert, majd az

ErbB1-gyel szekunder dimert. A képzddott harom primer dimer auto-, és transzfoszforilaciok

soran létrejott foszforildciés mintdzata egymadstdl kiilonbozd, hasonléképpen kiilonbozik
egymastél a harom szekunder dimer foszforildcids mintazata is, {gy mads intracellularis
hirvivohoz kapcsolédhatnak, ezzel novelve a jel diverzitisit. Az ErbB csalddon beliili
heterodimerképz6dést az 2. dbra mutatja (az dbrit Gamett kozleménye alapjan készitettem
[25].

Az ErbB3 homodimer affinitidsa alacsonyabb a NRG-hoz mint az ErbB4 homodimeré
[26]. Amikor viszont az ErbB2-vel képeznek heterodimert, az a dimer kapcsolédik nagyobb
affinitdssal a NRG-hoz, amelyiknek az ErbB3 tagja. A kapcsolat az ErbB2-vel tehdt
megvaltoztatja az ErbB3 és az ErbB4 relativ affinitisit a NRG-hoz. Leirtak még ErbB1-
ErbB3 és ErbB1-ErbB4 heterodimereket, amelyek csak akkor jonnek létre, ha nincs a sejten
ErbB2, de ezek az asszociaciok ekkor is csak kis mértékiiek.

Az ErbB2-nek kozponti szerepe van a heterodimerek képzdodésében, a mdasik hiarom

receptor egymdssal versengve kapcsolédik az ErbB2-héz. A dimerek koziil azok a
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stabilabbak, melyeknek az ErbB2 tagja, ekkor fokozdédik a dimer tirozin kinaz aktivitdsa, és

nod a ligand irdnti affinitésa.

2. abra. Heterodimerek képzédése az ErbB csaladon beliil

primer dimer

= -
+ ) ‘ ) +
® ®
szekunder dimer
— —
.erbB2 + ‘erbB3 ‘ “erbB2 + .erbBS
® S ®P (=

_

2 5 e )

szekunder dimer

primer dimer

| —
+ ) ) +
® ® @P
primer dimer

K= [xee] @

® ® ®

szekunder dimer
+ > ) +
® ® @P

Q — areceptor nem képes ligandot kotni
© — areceptornak nincs tirozin kindz aktivitdsa
(® — azauto-, és transzfoszforildcidk sordn létrejott foszforildcids

mintdzat, ezen mintdzatok kiilonbozdsége biztositja a jel diver-
zitdsat

2.3.2.2. Homodimerizdcio

Fent emlitettem, hogy az ErbB3 és az ErbB4 homodimer NRG affinitisa alacsony,
rdaddsul az ErbB3-nak nincs tirozin kindz aktivitdsa. ErbB1 homodimer is ismert, EGF
kezelés utdn gyors down-reguldciét mutat. Ezen homodimerek bioldgiai szerepe még nem
teljesen tisztdzott. ErbB2 homodimer kétféleképpen johet 1étre: Pontmuticid éltal, amely a

transzmembrdn régiéban okoz aminosavcserét; ezt patkdny nitrozouredval indukalt

10
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neuroblasztomdjiban igazoltdk [27]. Emberi daganatokban ehhez hasonlé muticiét eddig nem
talaltak, ezért itt spontdn dimerizaciérdl lehet sz6, mely a nagy receptorsiiriiség miatt johet
Iétre [28]. Elmondhat6, hogy ha a sejten van ErbB2, akkor az ErbBl-, ErbB3-,
ErbB4-homodimerek kis mennyiségben képzOddnek, mindhidrom fehérje elsddleges

dimerizaciés partnere az ErbB2 [29].

2.3.3. Az ErbB receptorok_intracelluldris részéhez kapcsolodo fehérjék

A ligand kotése dimerizaciot vélt ki, a dimert alkoté ErbB fehérjék transzfoszforildljak
egymads intracellularis doménjeit, igy SH2, SH3 és PTB doménnal rendelkez6 fehérjék (pl.
She, Grb2, p85, clb) kapcsolddhatnak hozzdjuk. Az, hogy a foszforilacid hol torténik,
pontosan melyik tirozin foszforilalédik, fiigg a dimerizacids partnertdl, €s hogy primer, vagy
szekunder dimer-e az adott komplex. Mivel a kapcsolédo jeltovabbitéd fehérjék meghatarozott
foszfotirozin mintdzatot ismernek fel, az ErbB molekuldk kolcsonhatdsai sordn létrejott
foszfotirozin mintdzatok meghatarozzak a tovabbi intracellularis eseményeket.

A novekedési szigndl sokféle informdciét hordozhat a sejt szdmdra. Az ErbB csaldd
rendszere lehet§vé teszi a jel erdsitését és divergalasat, vagyis azt, hogy az extracelluldris tér
molekuldi 4ltal hordozott informécid a jeldtvitel soran kiillonbozéképpen forditédjon le, eltérd

mindségl és erdsségli sejtvilaszokat eredményezve.
2.4. Az ErbB2 szerepe mellrakokban

Bar az ErbB2 amplifikicidjat szamos daganatban kimutattak [30], dgy tiinik, hogy
legfontosabb szerepe a mellrdkok novekedésének szabalyozdsiaban van. Mig az emld nem
malignus epitélsejtein 20 000 — 50 000 darab ErbB2 receptor van, a mellriaksejteken akar
2 milli6 is lehet®. Ennek az esetek tilnyomo részében az ErbB2 gén amplifikédcidja az oka [4].
Az ErbB2 fokozott expresszidja Osszefiigg a daganat magas szdvettani gradussal, a raksejtek
magas mitotikus aktivitdsdval, a p53 gén muticidjdval, a daganat negativ 6sztrogén receptor

statusaval. Ha a beteg daganata ErbB2 pozitl’vf, betegségének rosszabb a progndzisa, mint az

¢ Az ErbB2 receptorok hozzavet6leges szdma az dltalunk vizsgélt mellrdk-sejteken: JIMT-1: 300 000; SKBR3:
800 000; BT474: 1 millié.

TKét, tobbé-kevésbé egyenrangiinak tartott médszert hasznalnak rutinszerien a daganatok ErbB2 pozitivitdsanak
vizsgdlatdra: a fehérje fokozott kifejez8dését kimutaté immunhisztokémidt és a gén amplifikdcidjat kimutatod
fluoreszcencia in situ hibridizaciét [2].
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ErbB2 negativ betegeké: valdszintibbek az attétek €s rovidebb a relapszusmentes talélés [3; 4;
31; 32].

A daganatos sejtek novekedését gyakran fokozottan kifejez6d6 onkogének irdnyitjk,
ezért még elérehaladott daganatos betegség esetén is sikeres lehet olyan terdpia alkalmazdsa,
amellyel a fokozottan kifejez6d6 onkoproteint célozzdk meg [33; 34]. Az ErbB2-nek kdzponti
szerepe van az ErbB receptor csaldd dltali jelatvitelben, igy a funkcidjanak blokkoldsa
jelentdsen csokkentheti a daganatsejtek novekedését.

Az ErbB2 gatlasa az alabbi médokon lehetséges:

1. Az ErbB2 tirozin kindz aktivitdsdnak gatldsa kindz inhibitorokkal [35].

2. Az ErbB2 fehérje termelésének gatlasa anti-sense oligonukleotidokkal [36], vagy
siRNS-sel [37].

3. Az ErbB2 mRNS-€ének hasitasa ribozimmal [38].

4. ErbB2-ellenes antitestekkel (1asd alabb).

5. Toxinok kapcsolasa ErbB2 ellenes antitestekhez (immunotoxin) [39].

6

. Immunizalas ErbB2 peptidekkel [40].
2.5. Az ErbB2 ellenes antitestterapia, a trastuzumab

Az a felfedezés, hogy egyes ErbB2 ellenes antitestek képesek gatolni az ErbB2-t
fokozottan kifejezd raksejtek novekedését, attorést jelentett a daganat-terapidban [41]. A 4D5
nevili, ErbB2 ellen egérben termeltetett antitestrdl kideriilt, hogy in vitro és éllatkisérletekben
in vivo is gatolja az ErbB2-t fokozottan kifejezé raksejtek novekedését. A 4D5-tel kezelt
betegek egy része valaszolt a kezelésre, azonban immunvélasz fejlodott ki benniik az egér
immunglobulin ellen, ami az antitestet a terapidban haszndlhatatlanna tette [42]. Hogy ezt a
mellékhatast elkeriiljék, antitest-humanizaciés technikdval az egér 4DS5 antitestbol
kifejlesztettek egy csupan ~ 5% egér eredetii humanizalt antitestet, a trastuzumabot. Az U]
antitest specifikusabban €s nagyobb affinitassal k6todott az ErbB2-hoz, €s joval kevésbé volt
immunogén [43]. In vitro és in vivo preklinikai vizsgdlatokban bizonyitottdk, hogy a
trastuzumab megoérizte a 4D5 daganatgatld hatasat [44], és képes volt in vitro ADCC-t
kivéltani ErbB2-t fokozottan kifejezd emldraksejteken [45]. II-es és Ill-as klinikai fazisban
egyértelmiien bebizonyosodott a trastuzumab daganatellenes hatidsa mind monoterdpia

formdjaban, mind kemoterapidval kombindlva [46; 47].
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A United States Food and Drug Administration (FDA) éltal 1998-ban engedélyezett
trastuzumabot (kereskedelmi nevén: Herceptin®) ma a kovetkezd kritériumokat teljesitd
esetekben hasznaljak®:

— monoterdpia formdjdban, olyan attétes, ErbB2 pozitiv mellrdkos betegek kezelésére,
akiket el6z6leg mdr legaldbb 2 kemoterdpids szerrel kezeltek.

— kombindlva paclitaxellel olyan éttétes, ErbB2 pozitiv mellrdkos betegek kezelésére, akiket
el6z6leg még nem kezeltek kemoterdpids szerrel.

— 2006 novemberében, miutan sz€éleskori klinikai vizsgalatsorozatban a hagyomadnyos

kemoterdpia kiegészitése trastuzumabbal a betegség kitjuldsdnak kockazatit felére, a

megfigyelési id6szakon beliili haldlozds kockazatat pedig harmadédra csokkentette, az

FDA engedélyezte a trastuzumab-kezelést a korai emldrdk adjuvans kezelése is [48].

2.5.1. Hogyan hat a trastuzumab? [49; 50]h

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
daganatgatld hatdsban. Az Fab részen keresztiil kifejtett hatdsoknak azt nevezem, amiket a
trastuzumab az ErbB2-hoz valé kapcsoldddsdval magukon a daganatsejteken eldidéz. Az Fc
részen keresztiili hatdson azt értem, hogy az ErbB2-hoz kotott trastuzumab Fc részét
Fc-receptorral rendelkezé immunsejtek felismerik, majd antitest-kozvetitette sejtoléssel
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity = ADCC) megolik a daganatsejtet; a
komplement-kozvetitette 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 internaliziciéja és degradicidja: a sejtfelszini

ErbB2 mennyiség csdkkenése' [51],

€ Forrds: www.genentech.com

F Ezt a fejezetet Nahta két osszefoglal6 kozlemény alapjan frtam.

' Régebben a trastuzumab ErbB2-t csokkentd hatdsdt tartottdk a trastuzumab dagantgétlé hatdsdért leginkdbb
felel6snek; jelen dolgozatban megprobdlkozom azzal, hogy szétvdlasszam a trastuzumab ErbB2-t csokkentd és a
daganatgétl6 hatdsat (1dsd 43. oldalt).
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— gatolja a mitogén aktivalta protein kindz és a foszfatidil-inozitol-3 kindz szignalizacids
utvonalakat [52; 53],

— csokkenti a ciklin D1 expresszidjat, ezdltal csokken a ciklin-dependens kindz inhibitor
p27°P! szint: a sejtciklus ledll a G1 fazisban [54],

— apoptézist valt ki [51],

— noveli az ErbB2 HLA-I-hez kapcsolddé antigénprezentacidjanak mértékét [S5].

In vivo trastuzumab-kezelés emlordk-xenograftokban csokkentette a kis erek szdmat és
atmérdjét, aminek hdtterében 4 érképzodést segitd nodvekedési faktor expresszidjinak
csokkenését (VEGF (vascular endothelial growth factor), TGF-a (transforming growth factor-
a), angiopoietin-1, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)), és az érképzodést gatlo TSP-1

(thrombospondin-1) szintjének novekedését talaltak [S6].

2.5.1.1. Az Fab vagy az Fc rész a fontosabb?

Természetesen a trastuzumab Fab része elengedhetetlen ahhoz, hogy az antitest az
ErbB2-h6z kapcsolddjon. De vajon mekkora rész jut a trastuzumab daganatgatld hatdsabodl az
Fab és mekkora az Fc részén keresztiil kifejtett hatasnak? Egyszersitve azt is kérdezhetjiik,
hogy a hatds hanyad részéért felelos a trastuzumab ErbB2-n keresztiil, a rdkos sejtre
kozvetleniil kifejtett hatdsa, és mekkora hanyadért felelés az ADCC (és a CDC).

A kérdés eldontésére Clynes és munkacsoportja két kulcsfontossagi kisérletet végzett.
BT474, in vitro trastuzumabra érzékeny mellrdksejteket oltottak ép FcyR-ral és
FcyR-defektussal rendelkez6 immunhidnyos egerekbe (3. dbra; WT: ép FcyR; FcyR-/-:
FcyR-defektus; Herceptin = trastuzumab). Az egereket hetente kezelték trastuzumabbal. Az
ép FcyR-ral rendelkezé egerekben a trastuzumab meggatolta a daganatnovekedést, az
FcyR-defektussal rendelkezd egerekben viszont a novekedésgitlé hatdsanak mintegy 2/3-at
elveszitette. (Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a 3. dbrdn bemutatott kisérlettel
parhuzamosan elvégezték ugyanezt a kisérletet, azzal a moddositassal, hogy trastuzumab
helyett a humanizalatlan, egér 4D5-tel kezelték az egereket: a 4D5-nek ugyanolyan volt a

hatdsa, mint a humanizélt trastuzumabnak. Mindez bizonyitja, hogy egér-modell rendszerben
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3. abra. Az Fcy receptorok szerepe a trastuzumab hatasmechanizmusaban 1.
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é 1500 - Fa 1600+ | ,—”';P 1
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S 1000 H 1000+ | o=t
E .-"r‘- -_.l'.‘._ 'rf
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= —rs it
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1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

a BT474 sejtekkel valé oltastol eltelt id6 (hét)
Clynes, Nature Medicine 2000.

a trastuzumab és a 4D5 ugyanolyan jol miikodik, annak ellenére, hogy az egyiknek human, a
madsiknak egér Fc része van). Ezutdn a 4D5 antitestbdl Fc részének egyetlen aminosavinak
cseréjével egy FcyR-hoz kotddni képtelen antitestet hoztak 1étre (D265A), amely megdrizte in
vitro daganatgatlo képességét (4. dbra bal része), de in vivo hatdsanak j6 részét elveszitette (4.

dbra jobb oldali része) [57].

Ugy tiinik tehat, hogy a trastuzumab daganatgatlé hatdsanak mintegy 2/3-részéért az

ADCC a felel6s, 1/3-részért pedig az antitestnek kozvetleniil a daganatsejteken kifejtet hatdsa.

Fontos megismételnem, hogy ezeket a kisérleteket egy olyan mellrdk sejtvonallal (BT474)

végezték, amelynek a ndvekedését a trastuzumab in vitro gatolta.
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4. abra. Az Fcy receptorok szerepe a trastuzumab hatasmechanizmusaban II.
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2.5.2. Trastuzumab-rezisztencid

A meggy6z6 klinikai eredmények ellenére sajnos jonéhdany ErbB2 pozitiv mellrak
elsddlegesen rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab-terdpidra, az esetek nagy részében
pedig koriilbeliil 1 éves trastuzumab-kezelés utdn ellenalléva valnak a daganatok a kezelésre
(szerzett rezisztencia) [46; 58].

Az alabbi mechanizmusok egyarént feleldsek lehetnek a primer és a szerzett trastzumab-
rezisztencidért:

1. Kiilonbozd alternativ tdlélési ttvonalak aktivdlddésa:

— EGF-szerli ligandumok autokrin termelése fokozhatja az ErbB csaldd mds tagjain

keresztiili jelatvitelt [59].

— Az inzulin-szeri novekedési faktor receptor dtvonaldnak aktivalédasa [60].

— Akt utvonal aktivalodasa [61].

— A MUCH4 nevi sejtfelszini szialomucin [62; 63], vagy a hialuronsav [64] eltakarhatja

az ErbB2 trastuzumab k&t epitopjat a trastuzumab eldl.
2. A PTEN tumorszuppresszor csokkent expresszidja [65].

3. Hiba az ADCC-ben: lasd alabb.

I Ezt a fejezetet is Nahta két Gsszefoglalé kozlemény alapjan frtam [49; 50]
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Jollehet Clynes és munkacsoportja fent részletezett kisérlete vildgossd tette, hogy a
trastuzumab hatdsdnak 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 nyeldcsérak sejtvonalat,
amely in vitro TGF-B-t (transforming growth factor-f) termelt, ErbB2 pozitivitdsa ellenére
joval kisebb mértékben tudtik az NK sejtek trastuzumab-kozvetitette sejtoléssel megdlni,
mint az ErbB2-t hasonlé6 mértékben kifejez6, de TGF-B-t nem termeld sejteket. Ha az
ellendll6 sejteket TGF-B-t semlegesitd antitesttel kezelték, érzékennyé véltak a
trastuzumab-kozvetitette sejtolésre [66]. Kono és mktsai elérehaladott gyomorrakos
betegekbdl izoldlt NK sejtek (NKpeiep) trastuzumab-kozvetitette sejtold képességét vizsgaltdk
in vitro. A kontroll NK sejtekhez (NKyoniron) képest az NKpeie, sejtek sokkal kisebb mértékii
ADCC-t vialtottak ki. Ezzel parhuzamosan megfigyelték, hogy az NKpee, sejteken
alacsonyabb az ADCC-ben kulcsfontossdagi CD16 { alegységének expresszis szintje. In vitro
interleukin-2 kezeléssel novelni tudtdk az NKyeep sejtek CD16C expresszidjdt, a megnovelt
CD16{ expressziji sejtek  pedig az NKyonwon  sejtekhez  hasonlé  mértékii

trastuzumab-kozvetitette sejtolésre voltak képesek [67].

2.5.2.1. A JIMT-1 sejtvonal

Ha egy jelenséget alaposan meg akarunk vizsgdlni, a vizsgdlathoz elengedhetetleniil
sziikséges modellek, modell-rendszerek 1étrehozasa. Minél tobb a megfelelé modelliink, annal
sokrétlibben tanulmdnyozhatjuk a jelenséget. Kiilondsen igaz ez akkor, ha olyan jelenséggel
van dolgunk, amelynek minden valdszinliség szerint sok, egymdstol gyakran fiiggetlen kivaltd
oka van. Mint a trastuzumab-rezisztencidnak.

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 [68] vizsgalatdval is jelentés eredményeket
kaphatunk, mégis nagyon fontosnak tartom, hogy 2004-ben egy trastuzumab kezelésre
klinikailag rezisztens, 62 éves, ErbB2 pozitiv mellrdkos ndbeteg melliiregi, daganatos

folyadékgyiilemébdl izolélta Jorma Isola* és Minna Tanner a JIMT-1 sejtvonalat [69]. Annak

k
Nomen est omen.
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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 éallatkisérletben

egyardnt trastuzumab-rezisztensnek bizonyultak (5. dbra.)

5. abra. A JIMT-1 sejtek in vivo és in vitro is rezisztensek trastuzumabra

3000+
e
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= 20001  ——pertuzumab ff 100 -
E 1500 4 / 75 |
E 1000 - * /i/ ol i 50 -
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Az oltastal eltelt napok Trastuzumab pg/mi

Tanner M., Molecular Cancer Therapeutics, 2004.

2.6. Az attétképzodésrol, roviden

A legtobb daganatos beteg halédladt a primer daganatbdl levadlé daganatsejtekbdl tdvoli
szervekben képzodott attétek okozzdk. Az attétképzodésben kozponti szerepiik van a vérben
keringd daganatos sejteknek, a disszemindldédott daganatsejteknek és a tobbsejtes
daganatsejt-aggregdtumoknak, mert minden attét ezekbdl fejlddik ki; jollehet egy igen
kevéssé hatékony folyamatban.

1 grammnyi primer daganatszdvetbdl naponta koriilbeliil 10° darab daganatsejt valik le és
keriil a vér/nyirokkeringésbe [70]. Az intravazicié altaldban a daganat mozaikos fald erein
keresztiil torténik, amelyeknek a faldt endotél- és tumorsejtek egyiitt alkotjdk. Chang és
mktsai szamitdsai szerint naponta az ér lumenével érintkez6 daganatsejtek mintegy fele
szakad le [71] és valik vérben keringé daganatos sejtté (VKDS). Habar rendkiviil nagy
mennyiségli daganatsejt jut a keringésbe, csak elenyészd hanyadukbdl lesz attét: Luzzi és
mktsai szamitdsai szerint a VKDS-ek csak mintegy 0.02 %-dbdl lesz metasztazis [72]. A

legtobb VKDS elpusztul a keringésben az immunrendszer tamaddsa [73; 74], a
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hemodinamikai erdk [75], vagy a sejt-sejt €s a sejt-mdtrix kapcsolatok elvesztésének
kovetkeztében kivéltott apoptc’)zis1 [76] altal. Néhdny VKDS kilép a keringésbdl és tdvoli
szovetekben disszemindlt daganatsejtként (DDS) akar évekig is meghizodhat. A VKDS-ek és
a DDS-ek a sejtciklus Go fazisdban 1év6, nem osztédé sejtek, ezért a legtobb kemoterdpids
szer nem hat rdjuk [77; 78; 79]. A keringésbdl kilépett VKDS-ek mintegy 2 %-a kezd
osztédni és képez mikrometasztdazist. Még kisebb  hdnyadukbdl (0.02 %) lesz valddi
metasztdzis [76; 79].

Habar nagyon kevés kering6 és a disszemindlt daganatsejt fejlodik metasztazissa, mivel a
mellrdkok 4tlagos atmérdje a diagndzis pillanatdban 2-3 cm (Idsd mammografia tanulméanyok
[80; 81]), a diagnézisig ill. a terdpia megkezdéséig dridsi szamu tumorsejt juthat a keringésbe.
Az attétes emlorakos betegek 60 %-aban taléltak legalabb 2 VKDS-et, 49 % vérében 5-nél
tobb és 21 % vérében 50-nél is tobb volt (7,5 ml vérmintdban vizsgilva). Azoknak az I-1II
stadiumu mellrdkbetegeknek, akiknek a csontveldjében mikrometasztizisokat talaltak (30 %),
magasabb gradusu primer daganatuk és tobb nyirokcsomo-attétjiik volt. A VKDS-ek, a DDS-
ek és a mikrometasztizisok jelenléte mind primer, mind attétes mellrdkos betegeknél
Osszefiigg a betegség rossz prognoézisaval [82; 83; 84; 85].

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 vandorolnak [86]. Az egyiittes vandorldsnak szamos eldnye van: a
sejtkupac altal termelt novekedést/migraciot segitd faktorok magas lokdlis koncentricidja
autokrin/parakrin tton hat a sejtekre; a kupac kozéppontjaban 1évo sejtek védettebbek az
immunrendszer tdmadésai €s a érrendszerben fellépd nyirderokkel szemben; a KTDA-ok a
kapillarisokban fennakadnak, sejtjeik osztédni kezdenek, a kapillaris elpattan és a
daganatsejt-kupac metasztazissa fejlodik. A KTDA-ok jelenléte a vérben azt jelzi, hogy az

attétképzodés veszélye nagy [76; 86; 87].

2.6.1. A trastuzumab kezelés hatdsa a vérben keringd daganatos sejtekre (VKDS) és a

mikrometasztdzisokra

[-1IT stddiumud mellrdkos betegeknél az ErbB2 pozitiv VKDS-ek jelenléte egyiitt jart a

primer daganat nagyobb méretével, negativ Osztrogén receptor stituszaval, alacsony

! Anoikis.
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szovettani differencidltsdgaval, a nyirokérrendszer daganatos invazidjaval, a betegség
kedvezotlen klinikai kimenetelével [88].
Bozionellou és mktsai megmutattdk, hogy a trastuzumab képes csokkenteni a VKDS-ek és

a csontveldi mikrometasztazisok szamat kemoterdpidra rezisztens mellrdkos betegeknél [89].
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Célkitiizések

3. CELKITUZESEK

Munkédnk sordn elsddleges célunk az volt, hogy vizsgéljuk és prébdjuk 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
vélaszoltak trastuzumab kezelésre, ha a kezelést a JIMT-1 sejtekkel valo oltds utdni 45.
napon kezdték. Vajon van-e hatdsa a trastuzumabnak, ha kordbban kezdjiik 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 a JIMT-1 xenograftokbdl.

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 szaméara?

™ Mint a kés6bbiekben megmutatjuk: igen, volt hatdsa; a kovetkezd kérdéseket/célkitiizéseket természetesen
ennek ismeretében fogalmaztuk meg.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Sejtek

Az Irodalmi dttekintés 2.5.2.1. részé€ben (17. oldal) jellemzett JIMT-1 emlérak sejteket
finn Kkollaborécidés partneriinkt6l kaptuk” (Jorma Isola, Institute of Medical Technology,
University and University Hospital of Tampere, Tampere, Finland). A JIMT-1 sejteket Ham’s
F-12/DMEM-et (1:1), streptomycint (100 unit/100 mg), L-glutamint (2 mmol/l), 10 %
Hyclone fotilis borji szérumot és 0.3 unit/ml inzulint tartalmazé tapfolyadékban
tenyésztettik [69]. Az egerekbe val6é oltashoz az éppen konfluenssé valt sejtekbol
tripszin-EDTA (0,05 % tripszin, 0,02 % EDTA) kezeléssel készitettiink sejtszuszpenziot.

Az ErbB2 pozitiv, trastuzumab-kezelésre in vitro érzékeny SKBR3 és BT474 sejtvonalakat
az American Type Culture Collection-tdl vettilk (ATCC, Manassas, VA). Az SKBR3 sejteket
10 % Hyclone f6talis borji szérumot, streptomycint (100 unit/100 mg) és L-glutamint
(2 mmol/l) tartalmaz6 DMEM-ben, a BT474 sejteket 20 % Hyclone fotilis borjui szérumot,
streptomycint (100 unit/100 mg), L-glutamint (2 mmol/l) és inzulint (0.3 unit/ml) tartalmazé

RPMI-ben tenyésztettiik.

4.2. Al-sejtvonalak alapitasa JIMT-1 xenograftokbol

A JIMT-1 X-és JIMT-1 X+ sejtvonalakat egy a kisérlet végéig fiziologids sdval, ill. egy a
kisérlet végéig trastuzumabbal kezelt egér daganatib6l alapitottuk. Izofurdnnal (Forane®,
Abbott Laboratories Ltd. Queenborough, UK) végrehajtott eutandzia utdn az dllatokbdl kivett
daganatokat steril olloval €s szikével apré darabokra véagtuk, steril PBS-sel (150 mM NacCl,
3.3 mM KCI, 8.6 mM Na,HPO4*12H,0, 1.69 mM KH,PO,) kétszer mostuk, ezutin Ham’s
F-12/DMEM-et (1:1), streptomycint (100 unit/100 mg), L-glutamint (2 mmol/l), 20 %
Hyclone fotalis borju szérumot és 0.3 unit/ml inzulint tartalmazé médiumban sejttenyésztd

edénybe tettiik. A JIMT-1 X+ sejtek tdpfolyadéka 10 ug/ml trastuzumabot is tartalmazott

" A sejtvonal azéta megvehetd Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH-t6l
(www.dsmz.de).
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[68]. A halott sejteket és a tormeléket 3 nap mdlva eltavolitottuk, €s kicseréltilkk a
tdpfolyadékot. A konfluens sejtkultirdkat tripszin-EDTA (0,05 % tripszin, 0,02 % EDTA)
kezeléssel vettiik fel, majd 1:2 ardnyban 1j sejttenyésztd edényekbe tettiik. A tapfolyadék ettdl
kezdve csak 10 % szérumot tartalmazott. A JIMT-1 X+ sejtek a sejtvonal alapitdsa 6ta

10 pg/ml trastuzumab koncentracié mellett nOnek.

4.3. SCID és nude egerek

A SCID (severe combined immunodeficiency) egerekben egy, a 16-0s kromoszéman 1évo
gén autoszémalis recessziv muticidja (scid muticid) miatt mitkodésképtelen az imunglobulin
gének és a T sejt-receptor gének atrendezodéséért felelés rekombindz. A scid muticiora
homozigéta egerekben nincs sem T sem B sejtes immunitas [90]. Kisérleteinkben fiatal (7-12
hetes), non-leaky SCID egereket hasznaltunk: 10-14 hénapos kordra, a hordozott mutici6
ellenére, csaknem minden egérben kialakul valamilyen fokd B és T sejtes immunitds; még a
fiatal scid/scid egereknél is el6fordul olyan egyed, amelyiknek magasabb az IgM szintje
(leaky egér), ezért a kisérletek megkezdése el6tt megmértiik az egerek IgM titerét (Mouse
IgM RID KIT, Serotec). Kisérleteinket csak olyan egerekkel végeztilkk, amelyek IgM
koncentriciéja 100 ng/ml alatt volt (non-leaky egerek) [91]. Az allatkisérleteinkhez a DE
OEC Borgyogyaszati Klinika patogénmentes kornyezetben tenyésztett SCID egereit
hasznédltuk (az egér kolénia a Fox Chase Cancer Center laboratériumabdl szarmazik,
Philadelphia, Pennsylvania, USA).

A nude/nude muticioval rendelkezé nude egereknek nincs timuszuk €s nem képesek T
sejtes immunvdlaszra. A SCID egerekkel ellentétben képesek viszont B sejtvalaszra timusz-
intependens antigének esetén [92; 93]. A nude egerekkel (nu/nmri egerek, Harlan, Netherland,
Horst, the Netherlands) végzett kisérletet finn kollaboracids partneriink végezte el (Institute of
Medical Technology, University and University Hospital of Tampere, Tampere, Finland).

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem ¢és Tamperei Egyetem etikai bizottsdgainak

engedélyével végeztiik.

4.4. Az egerek oltasa daganatos sejtekkel, az egerek kezelése, a xenograftok nagysaganak

becslése

Kisérleteink soran 5 x 10° darab JIMT-1 sejtet oltottunk 150 pl Hanks® puffer
(143 mM NaCl, 1 mM Na,SO4, 5 mM KCI, 1 mM NaH,PO4 0.5 mM MgCl,, 1 mM CaCl,,
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5mM Gliik6z, 10 mM Hepes, pH = 7,4.) és 150 ul Matrigel® (BD Matrigel™, BD
Biosciences) keverékében fiatal, ndstény nude vagy SCID egerek bdre ald. A JIMT-1
sejtekkel oltott egerek hetente egyszer kaptak 5 pg/g trastuzumabot vagy rizuximabot
intraperitonedlisan (i.p.). A trastuzumab-F(ab’);-t 6tszor nagyobb koncentraciéban adtuk
(25 ng/g) a teljes IgG és az F(ab’), in vivo eltérd féléletideje miatt [94]. A kontroll egerek
hetente egyszer kaptak 100 pl fizioldgids s6oldatot i.p.

Hetente mértiik toldémérdvel az egerekben kifejlédott daganatok harom kiterjedését (hossz,
sz€lesség, magassag), a 3 paramétert Osszeszorozva becsiiltiik meg a daganatok térfogatat

(mm3 ).

4.5. Az egerek véreztetése, a xenograft kivétele, csontvelévétel

Az egereket izofurdnnal elaltattuk, majd a nyaki veréér elvagasaval kivéreztettikk. A vért
Na-heparinnal atoblitett centrifuga csovekben gyUjtottik. Az egerekbdl a véreztetés utdn
kivett daganatokat Cryomatrix-szal (Shandon Cryomatrix™, Thermo Electron Corporation)
boritottuk és folyékony nitrogénben (-196 °C) lefagyasztottuk (ezeket a gyorsfagyasztottnak
nevezett mintdkat ezutdn -80 °C-on tdroltuk). A csontvelSt a combcsontok két epifizisének

levdgésa utdn, a csontok PBS-sel valé dtmosésaval gyijtottiik.

4.6. Mononuklearis sejtek szeparalasa vérbdl és csontvel6bol

Az egerek vérét, csontveldjét, és az egészséges emberek altal adott vért eredeti térfogatuk
kétszeresére higitottuk PBS-sel, majd Ficoll stirtiséggradiens centrifugdlast (Histopaque-1077,
Sigma-Aldrich) végeztiink. A monononukledris sejtréteget leszivtuk, a sejteket a tovabbi

kisérleteknek megfeleléen készitettiik elo.
4.7. Immunhisztokémia, immuncitokémia
A cryomatrixban lefagyasztott dagantokb6l SHANDON AS-620E Cryotome-mal (Thermo

Electron Corporation) 20 um vastagsiagli metszeteket készitettiink (-25 °C-on). A metszeteket

szilanizdlt (3-aminopropyl-triethoxysilane, A-3648, Sigma-Aldrich) tdrgylemezekre huztuk,

° Az extracelluldris madtrix (e. m.) fehérjékben igen gazdag Engelbreth-Holm-Schwarm egér szarkémdabol
eldallitott szolubilizalt bazdlis membran, amely — tobbek kozott — tartalmaz strukturdlis e. m. elemeket (laminin,
4-es tipusu kollagén, entaktin), novekedési faktorokat (EGF, PDGF, TGF-B, IGF-1) és matrix
metalloproteindzokat. 4 °C-on folyékony, 37 °C-on pdr perc alatt szildrd, 3 dimenziés matrixot képez.
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20 percig 4 %-os formaldehid-PBS-ben fixaltuk, kétszer mostuk PBS-ben (15 perc), egyszer
1 mg/ml BSA-t (bovine serum albumin) tartalmazé PBS-ben (20 perc), majd 100 ul térfogatu,
80 ug/ml antitest és 1 mg/ml BSA koncentricidéji PBS-t tettiink a mintdkra. A jelolést
nedveskamrédban, 4 °C-on, sotétben, 1 napig végeztiik. Mésnap a mintdkat hdromszor mostuk
PBS-ben (15 perc), majd 15 pl Mowiol (Merck) (a fluoreszcens festékek kiégését gitl anyag)
racsOppentése utdn fedélemezzel 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 végeztik. A
mintdkat ezutin kétszer mostuk PBS-sel, 1 %-os paraformaldehid-PBS-sel fixaltuk, és

kamréba (Lab-Tek® Chambered Coverglass System, Nalge Nunc International Corp) tettiik.
4.8. 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 ajandéka, Weizmann Institute of Science, Rehotov, Israel).
A szintén ErbB2 ellenes 2C4 a Genentech Inc. (South San Francisco, CA) ajandéka. A HLA-I
molekula nehéz lancara specifikus W6/32 (IgG2a) monoklondlis antitest Francis Brodsky
(University of California San Francisco, USA) ajdndéka. Az egér CD45 minden izoformé;jat
felismerd monoklondlis antitestet termeld hibridéma Denis R. Alexander ajandéka (The
Babraham Institute, Babraham, Cambridge, UK). Az antitesteket hibridémajuk feliilisz6jabol
affinitds kromatografiaval tisztitottuk: protein A oszlop segitségével az egér eredetiicket
(ErbB-76.5, W6/32), protein G oszlopon a patkany eredetii CD45 elles antitestet.

A fikoeritrinnel konjugélt, human IgG Fc ellenes (PE-anti human Fc, Clone: HP6043)
antitestet a Leinco Technologies-t6l, a poliklondlis, Cy3-mal vagy Cy5-tel konjugalt GAHIG

(H+L)P Fab-t a Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.-t6l vettiik.

P GAHIG (H+L): kecskében termeltetett humén IgG ellenes antitest, amely felismeri a humén IgG konnyil és
nehéz lancit is.
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4.9. Fab fragmentum preparalasa

Az antitestek Fab fragmentumait egy kordbban ismertetett mddszer szerint allitottuk eld
[95]. Roviden: A teljes antitestet pH = 8.00 PBS-be (100 mM Na,HPO,4, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 8.0) dializdltuk, majd L-cisztein jelenlétében papainnal emésztettiik (11 percig
37 °C-on). Az emésztést jodacetamiddal allitottuk le, az Fab és Fc fragmentumokat tartalmazé
frakciokat Sephadex G-100 oszlopon vélasztottuk el. Végiil az Fab fragmentumokat protein A

oszlop alkalmazasaval vélasztottuk el az Fc résztol.

4.10. Trastuzumab-F(ab’), fragmentum preparalasa

A Trastuzumab-F(ab’), fragmentumot az irodalomban leirt mddszer alapjidn preparaltuk
[94; 96]: 20 mg trastzumabot 20 mmol/l acetit pufferben (pH = 4.5) oldottunk fel, majd
haromszor dializdltuk ugyanebbe a pufferbe Centrikon-10-es csoveket haszndlva (Millipore
Corp.). Az IgG-t 0.5 ml immobilizélt pepszinnel (Pierce Biotechnology) emésztettiik 37 °C-on
6 oran at. A reakciét 10 ml 2 mol/l Tris-sésavval (pH = 8.2) allitottuk le. Az emésztett
trastuzumabot 0.22 pm-es sziirén (Millipore Corp.) sziirtiik at, hogy az agar6éz gyongyokhoz
kotott immobilizalt pepszint eltivolitsuk. Ezutdn az emésztett mintdkat Centricon-50-es
csovekkel (Millipore Corp.) toményitettilk. A trastuzumab-F(ab’),—t az emésztetlen
trastuzumabtdl high-performance liquid kromatografidval (HPLC) vélasztottuk el Sephacryl
S-300 gyantdval (Pharmacia LKB) t6ltott 10 x 800 mm-es oszlopon. Az oszlopot 50 mmol/l
koncentriciéji Na-foszfattal (pH = 7.0) mosva 0.5 ml-nyi frakcidkat gyGjtottiink. A
frakciokbdl vett mintdkat nem-redukdlé SDS-PAGE-dzsel [8 %-os gélben (5.7 ml desztillalt
viz, 1.6 ml ProSieve 50 gel solution (Cambrex Bio Science), 2.5 ml 1.5 M Tris-HCI (pH = 8.8),
0.1ml 10 % SDS, 0.1 ml 10 % APS (ammoénium-perszulfat), 4 ul TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametil-etiléndiamin) 14 pl-nyi mintdt 6 pl, B-merkaptoetanol mentes? mintapufferben
(1.51 g TRIS, 20 g glicerol, 40 ml 10 % SDS, 2 mg brémfenolkék, 80 ml desztillalt viz)
futtattuk] teszteltiik. Azokat a frakcidkat ontottiik 0ssze és neveztiik trastuzumab-F(ab’),-nek,
amelyek nem tartalmaztak emésztetlen trastuzumabot. A trastuzumab-F(ab’),-t Centricon-50-es

csovekkel toményitettiik, 0.22 um-es sziirOvel sterilre szfirtiik és -20 °C-on taroltuk.

4 B-merkaptoetanol hidnydban (nem-redukdlé SDS PAGE) az antitest diszulfid-hidjai épek maradtak, nem véltak
szét a konnyli és a nehéz lancok: egy sdvban lattuk a teljes IgG-t és egy mdsikban az F(ab’),-t.
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4.11. Antitestek és Fab fragmentumok konjugalasa fluoreszcens festékekkel

Az antitestek jeloléséhez hasznalt fluoreszcens festékeket (Alexa-488-szukcinimidil-észter
(Alexa488), Alexa-546-szukcinimidil-észter (Alexa546) és Alexa-647-szukcinimidil-észter
(Alexa647) a Molecular Probes-tdl vettiikk (Eugene, Oregon, USA); a jelolést a kordbban leirt
modszerek alapjan végeztik [97; 98]. Az antitesthez nem kotodott festéket gél-sziiréssel
tavolitottuk el Sephadex G-25 oszlop segitségével. A festék-fehérje jelolési ardnyt
spektrofotometridsan hatdroztuk meg, melynek értéke koriilbeliil 3:1 volt teljes IgG esetében,

mig Fab fragmentumoknal 1:1.

4.12. Fluoreszcencia in situ hibridizacio (FISH)

A humdn, daganatos sejteket kettds célpontii FISH-val kiilonitettiik el az egér sejtektdl: Egy
egészséges SCID egér izomszovetébdl izolalt teljes genomi DNS (DNeasy Blood és Tissue Kit
(QIAGEN, Budapest, Hungary)) 1 pg-jat nick translaciés 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, humin X kromoszoma centromérara specifikus DNS probat
(Vysis Inc.). A hibridizacios elegyet 0sszekevertiik, denaturdltuk (5 perc 70 °C-on) és 30 percig
37 °C-on inkubdltuk a préba kotddésének megkonnyitése érdekében

Az egerek vérébdl vagy csontvel6jébdl stlrliséggradiens centrifugdldssal gytjtott
mononukledris sejteket metanol : ecetsav  3:1 ardnyd elegyével fixaltuk, tdrgylemezre
csoppentettiik, levegdn megszaritottuk, denaturdltuk (70 % formamide, 2x SCC, 3 perc 73 °C-
on), felszallé alkoholsorral dehidratiltuk (70 %, 85 %, 100 %), 0,25 pug/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 hibridizalé oldattal tavolitottuk el (3 moséds). Végil 15 pul
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 [99; 100].
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4.13. 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 higanygdzlampa)
hulldimhosszat megfeleld optikai sziir6k alkalmazdsdval véltoztattuk. Emisszids sziir6nek a
Pinkel-féle haromszoros savsziirds emisszios filterblokot hasznéltuk, mely alkalmas a kéken
fluoreszkdlé DAPI, a zolden fluoreszkdld spektrum zold €s a pirosan fluoreszkdlé 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 expoziciés iddvel

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

4.14. Konfokalis mikroszkopia

A gyorsfagyasztott metszetekrol és a kamra aljara iilepedett keringd daganatos sejtekrol
Zeiss LSM 510 konfokdlis 1ézer pasztdz6 mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Germany) készitettitk
a felvételeket egy 63-szoros nagyitdsi (numerikus apertira: 1,4) olajimmerzids objektivvel. Az
Alexa488 fluoreszcens festéket az argon-ion lézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiik, az
emisszidjat pedig egy 505-530 nm-es sdvsziirdn keresztiil detektaltuk. Az Alexa546 és a Cy3
festékeket a He-Ne lézer 543 nm-es vonaldval gerjesztettilk, az emisszidjukat pedig egy
560-615 nm-es sdvsziiron keresztiil detektdltuk. Az Alexa647 festéket a He-Ne 1ézer 633 nm-es
vonaldval gerjesztettiik, az emisszidjat pedig egy 650 nm-es feliilateresztd sziiron keresztiil
detektdltuk. A transzmisszids felvételek készitéséhez a He-Ne lézer 633 nm-es vonalat

hasznaltuk.

4.15. Az ADCC in vitro vizsgalata

Az in vitro ADCC prébat kordbban ismertetett mdédszerek moédositdsdaval végeztiik [101;
102]. Roviden: Az egészséges donorokbdl Ficoll stiriséggradiens centrifugdldssal szeparéalt
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 1 mg/ml BSA-PBS-ben, majd 10 upmol/l koncentricidju 5-,6-
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karboxofluoreszcein diacetat, szukcinimidil észterrel (CFDA-SE; Molecular Probes Inc.)
jeloltik (37 °C, 10 perc). A daganatos sejteket ezutdn haromszor mostuk 10 % FCS-t és
1 % BSA-t tartalmazé6 DMEM-mel, hogy eltdvolitsuk a nem kotédott CFDA-SE-t. A mosasok
kozott 5-5 percig 37 °C-on inkubdltuk a sejteket. Végiil a jelolt target sejteket 10 % FCS-t
tartalmat6 DMEM-ben vettiik fel és 2:1, 6:1, 15:1, 30:1 és 60:1 effektor/target (E/T) ardnyban
kevertiik 0Ossze az effektor sejtekkel. A mintdkhoz 100 pg/ml-es koncentraciéban
trastuzumabot, trastuzumab-F(ab’),-t vagy rituximabot adtunk. 8 6rds 37 °C-on torténd
inkubdlas utdn a halott sejteket propidium-jodiddal (PI, 50 pg/ml) festettilk. A mintakat egy
FACScan aramlasi citométerrel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) mértiik le.
Mintanként 10 000 sejt fluoreszcens jelét detektaltuk: 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
csatorndaban detektaltuk, 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 6ltiikk meg. A megolt
target sejtek szdzalékat az alabbi képlettel szamitottuk ki: (€16 target sejtek szazaléka a
negativ kontrollban — €16 target sejtek szdzaléka a mintdban) / €l0 target sejtek szazaléka a

negativ kontrollban.

4.17. Az in vitro trastuzumab-érzékenység vizsgalata

Alamar Blue (resazurin [103]) médszerrel (TREK Diagnostic Systems, Inc.) vizsgaltuk a
trastuzumab és a trastuzumab-F(ab’), hatdsit a JIMT-1, SKBR3 és BT474 sejtek
életképességére. A novekedésiik exponencidlis szakaszdban 1évd sejteket tripszin-EDTA
(0,05 % tripszin, 0,02 % EDTA) kezeléssel vettiik fel, és 96 lyukd, lapos alji sejttenyésztd
lemez lyukaiba tettiink sejtvonaltdl fiiggden 4500-8000 darab sejtet. A sejtvonalnak megfeleld
sejttenyésztd folyadékot egy napos tenyésztés (37 °C, 95 % levegd, 5% CO,) utan kicseréltiik
0, 1, 10 ill. 100 pg/ml trastuzumab vagy trastuzumab-F(ab’), koncentrdciéji médiumra.
72 6ras tenyésztés (37 °C, 95 % levegd, 5% CO,) utdn a mintdkhoz 20 ul AlamarBlue-t
cseppentettiink; a fluoreszcencia intenzitast 5 6ra mulva dekektiltuk Wallac Victor2 plate

olvasdval (Perkin-Elmer) 544 nm-es gerjesztési és 590 nm-es emisszids hullimhosszon.
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4.18. A konfokalis mikroszkoppal felvett képek elemzése

A konfokélis mikroszképos képeket a Matlab (Mathworks Inc., Natick, MA) alatt fut6é
DipIlmage programmal (Delft University of Technology, Delft, Hollandia) elemeztiik. A kép
szegmentdldsa sordn a sejtmembranhoz tartoz6 pixeleket egy altalunk irt program segitségével
azonositottuk, amely a szemi-automatikus ,watershed” algoritmuson alapult [104] A
fluoreszcencia intenzitdsokat csak a sejtmembran pixelek daltal alkotott maszkhoz tartozd
teriileten hatdroztuk meg. Az igy kiszdmitott membranfluoreszcencia-intenzitds értékébol
levontuk a héttér intenzitdsat, amelyet egy lathaté fluoreszcens jelolddést nem mutatd teriilet

fluoreszcencia intenzitds atlagaként hataroztunk meg.

4.19. Statisztika

Az adatok atlagat £ SEM dbrazoltuk. A mintdk kozotti statisztikai kiilonbséget Student-féle

kétmintds t probdval vizsgiltuk, abban az esetben, ha a két minta szérdsa megegyezett

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

5.1. Korai trastuzumab kezelés hatasa a JIMT-1 xenograftokra

Az Irodalmi dttekintés cimu fejezet végén emlitettem, hogy finn kollaborécids partneriink
egy 62 éves, mellrdkos ndbeteg melliiregi daganatos folyadékgyililemébdl alapitotta a
JIMT-1-nek elnevezett sejtvonalat. A beteg, daganatdnak ErbB2 pozitivitisa ellenére
klinikailag rezisztens volt trastuzumabra. Az ErbB2 pozitiv JIMT-1 sejtek in vitro és in vivo
rezisztensnek bizonyultak trastuzumab kezelésre (5. dbra a 18. oldalon). Mivel az in vivo
kisérletet ugy végezték el, hogy a JIMT-1 sejtekkel oltott egereket az oltds utdni 45. napon
kezdék el trastuzumabbal kezelni (nyil mutatja az 5. dbrdn) (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 val6 oltas utani 9. napon, amikor a daganatok térfogata 100 - 200 mm?® volt, 8 egeret

fiziol6gids sdoldattal, 8 egeret pedig 5 pg/g trastuzumabbal kezdtiink el kezelni. A kezelést a

6. abra. A 9. napon kezdett trastuzumab-kezelés hatasa
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kisérlet végéig folytattuk (6. dbra, a nyilak a kezeléseket mutatjdk). 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 daganatndvekedést (*, P < 0.05).
5.2. 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, ndstény nude egér bore 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 hasznéltuk: a JIMT-1 sejteken nincs CD20, az egér CD20
receptoraihoz pedig az egér és az ember CD20 receptora kozti 16 aminosavnyi kiilonbség
miatt nem kotodik a rituximab [105].

Kisérletiinkben mind a 7 rituximabbal kezelt egérben kifejlédott 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 daganatnovekedést a kontroll

7. abra. A daganatos sejtekkel valo oltassal azonos napon kezdett

trastuzumab-kezelés hatasa (nude egerekben)
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egerekhez képest (*, P < 0.05). Fontos megjegyezni, hogy abban a 2 egérben, amelyekben a
trastuzumab-kezelés ellenére kifejlédott daganat, a kezelés ledllitdsa utdn a daganatok

ndvekedésnek indultak (7. dbra, a nyilak a kezeléseket mutatjak)".

A kisérletet megismételtiitk SCID egerekkel:

5 x 10° darab JIMT-1 sejtet oltottunk 16 fiatal, ndstény SCID egér bore ald. 8 egeret
fiziol6gids séval, 8-at trastuzumabbal kezeltiink. A kezelést a 0. napon kezdtiik®. Bar joval
lassabban, mint a kontroll egerekben, de mind a 8 trastuzumabbal kezelt egérben
novekedésnek indultak a daganatok. A novekedés azonban a 14. napra megillt, sot, a
daganatok mérete csokkenni kezdett: a 28. napon a méretilk minimadlis volt, 8-bdl 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 ledllitottuk (©): nem tapasztaltunk kiilonbséget a trastuzumabot tovabb kapd

8. abra. A daganatos sejtekkel valé oltassal azonos napon kezdett

trastuzumab-kezelés hatasa (SCID egerekben)
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"Ezt az allatkisérletet finn kollaborécids partnereink végezték.
* Rendszeriink olyan a sebészeti beavatkozds utdni dllapotot modellezett, amikor a visszamaradt daganatos sejtek
még nem képeznek makroszkdpos daganatot, hanem szétteriilnek az egészséges szovetekben.
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(folyamatos trastuzumab) €s a trastuzumabot tobbé nem kapd (felfiiggesztett trastuzumab)
egerek daganatainak novekedésében. Ez azt bizonyitotta, hogy a 63. naptdl a daganatok
novekedését egydltalan nem befolydsolta a trastuzumab. Az, hogy a kisérlet 71. napjdig (a 14.
naptdl) a trastuzumabbal kezelt egerek daganatainak mérete szignifikdnsan kisebb volt, mint a
kontroll egereké (*, P < 0.05), a trastuzumab elsd 6 héten &t kifejtett gitlé hatdsdnak a

kovetkezménye (8. dbra, a nyilak a kezeléseket mutatjak).

Erdekes, hogy az dltalunk JIMT-1 sejtekkel oltott Gsszes SCID egérben kifejlodstt
daganat, mig 7 nude egérbdl csak 2-ben. Mindezt azzal magyardzzuk, hogy a SCID egerek
immunrendszere gyengébb a nude egerekénél: a nude egerek a SCID egerekkel ellentétben

képesek B sejtvalaszra timusz-independens antigének esetén [92; 93].

Kisérleteink alapan a trastuzumab-rezisztencia kovetkezd formadit 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 tirgyaldsa, am 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 folyadékgyililemébdl 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 vilds egész folyamatat: a teljes érzékenységtdl a

részleges érzékenységen keresztill egészen a teljes rezisztencidig.

Eddig bemutatott kisérleteink két fontos kérdést' vetnek fol:

— Hogyan tapasztalhattunk ilyen kiilonbséget a JIMT-1 sejtek in vitro és in vivo

trastuzumab-érzékenysége kozott?

— Vajon mi tortént a JIMT-1 sejtekkel a 8. dbran bemutatott kisérlet 2. és 6. hete kozott,

amikor az addig trastuzumabra érzékeny sejtek rezisztenssé valtak?

‘Legaldbb kettét.
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5.3. A trastuzumab-F(ab’), tesztelése

A fent megbeszélt eredményeink alapjdn a kovetkezd elméletet Adllitottuk fel:
Altalanossdgban igaz, hogy a trastuzumab in vitro hatdsdért az antitest ErbB2-hoz
kapcsolddasdval elinditott folyamatok vezetnek. De mert a JIMT-1 sejtekre a trastuzumab in
vitro teljesen hatdstalan, tigy gondoljuk, hogy az antitest in vivo daganatndvekedést gatld
hatdsdért nem az antitest ErbB2-h6z kapcsolédé Fab része, hanem az Fc része a felelds.
Elméletiink szerint az Fc-receptorral rendelkez6 immunsejtek (NK sejtek, neutrofil
granulocitdk, monocitdk, makrofagok), amelyek miikodéképesek nude és SCID egerekben is
[90; 106; 107], olik meg a daganatsejteket trastuzumab kozvetitette ADCC-vel. Ha mindez
igaz, akkor a trastuzumabnak in vivo hatdstalanna kell valnia, ha Fc részét eltavolitjuk. Az

elméletiink bizonyitdsiara megfeleld6 mennyiségii és mindségli trastuzumab-F(ab’),-t kellett

eléallitanunk".

Az Anyagok és modszerek cimli fejezetben leirtak szerint elddllitott trastuzumab-F(ab’),

mindségét az alabbi 4 kisérlettel ellendriztiik:

Képes-e a trastuzumab-F(ab’), in vitro a sejtekhez kotédni?

JIMT-1  sejteket inkubdltunk jeloletlen trastuzumab-F(ab’),-vel vagy jeloletlen
trastuzumabbal. Mosédsok utdn olyan poliklondlis mdsodlagos antitestet adtunk a mintdkhoz,
amely a human IgG konnyl- és nehézlancat is felismeri (GAHIG = goat anti-human IgG
(H+L)). A 9. dbrdn létszik, hogy a trastuzumab-F(ab’),-vel és a trastuzumabbal eldinkubalt
sejtek is jol festédtek GAHIG-gal. Azt, hogy a GAHIG valamivel jobban kotédott a
trastuzumab-hoz, azzal magyardzzuk, hogy az emésztetlen antitest meglévo Fc részéhez is

kotodhetett a masodlagos antitest.

" Az IgG-bél papainnal emésztett Fab fragmentumok monovalensek, nem képesek keresztkotésre, a pepszinnel
emésztett F(ab’), fragmentumok viszont bivalensek, képesek keresztkotni két antigént. A keresztkotést fontosnak
tartjak a trastuzumab hatdsmechanizmusaban, ezért vdlasztottuk az F(ab’),—t.
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. abra. A trastuzumab-F(ab’), tesztelése 1.
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Bizonyitottuk, hogy a trastuzumab-F(ab’), kotodik a sejtekhez, de vajon ez specifikus,
ErbB2-hoz valo kotédést jelent ?”

SKBR3 ErbB2 pozitiv sejteket inkubdltunk jeldletlen trastuzumab-F(ab’),-vel vagy

Alexa647-trastuzumabbal. Mosas utan az elobbiekhez is adtunk Alexa647-trastuzumabot. A

10. dbra mutatja, hogy a trastuzumab-F(ab’), ,.el6kezelés” csaknem teljesen meggitolta a
trastuzumab kotodését a sejtek ErbB2 receptoraihoz.

Y Az emésztés-tisztitds folyamata nem tette-e ,tapaddssd” az antitestet, nagymértékben aspecifikussd téve
kotddését — bdr a 9. dbra hisztogramjanak alakja nagyonis specifikus jelolést sejtetett.
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10. abra. A trastuzumab-F(ab’), tesztelése II.
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Mivel az ADCC vizsgdlatdra késziiltiink, az in vivo kisérletek elkezdése elott fontos volt

megvizsgdlnunk, hogy tokéletes volt-e az emésztés, tényleg nem tartalmaznak az F(ab’),
fragmentumok Fc részt?

Trastuzumabbal vagy trastuzumab-F(ab’),-vel inkubdlt JIMT-1 sejtekhez a huméan IgG Fc

részére specifikus masodlagos antitestet adtunk. A /7. dbra mutatja, hogy az Fc rész ellenes

mdsodlagos antitest nem kotddott a trastuzumab F(ab’), fragmentumaival inkubdlt sejtekhez.

37



Eredmények és megbeszélésiik

11. abra. A trastuzumab-F(ab’), tesztelése II1.
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Végiil trastuzumab-F(ab’),—t tesztelo utolso kisérletiinkkel (amelyben a sejtek médiuma
trastuzumabot (T) vagy trastuzumab-F(ab’),-t (TF) tartalmazott) megmutattuk, hogy a
trastuzumab-F(ab’), megdrizte biologiai hatdsdt: az emésztetlen antitesthez hasonld
mértékben képes gitolni a trastuzumab-érzékeny sejtek (SKBR3, BT474) novekedését in
vitro. A JIMT-1 sejtek novekedését sem az emésztett, sem az emésztetlen antitest nem gatolta.

(I12. dbra; az oszlopok mintdjanak kiilonbozdsége kiilonbozd antitest koncentracidt jelent:

12. abra. A trastuzumab-F(ab’), tesztelése IV.
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fekete: 1 pg/ml; sziirke alapon keresztbesdvozott: 10 pg/ml; fehér alapon savozott: 100

pg/ml)™

5.4. A trastuzumab-F(ab’),-kezelés hatasa a xenograftti még nem fejlédott JIMT-1

sejtekre

Mivel a trastuzumab-F(ab’),—t megfelel6 mindségiinek taldltuk, hozzdkezdtiink a 5.3.
fejezet elején kifejtett elméletiink bizonyitasahoz.

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
kezdtiikk. A kisérlet pozitiv kontrolljaként trastuzumabbal kezelt egerekben a daganatok
hasonléan viselkedtek, mint azt a kordbbiakban megfigyeltiik: méretilk a 4-5. hétig alig
véltozott, azutdn exponencidlis novekedésnek indultak. A trastuzumab kezelés a kisérlet 2. és
6. hete kozott szignifikdnsan csokkentete a daganatok méretét a fiziologids soval kezelt
egerekhez képest (*, P < 0.05). Viszont a trastuzumab-F(ab’),-nek semmilyen hatdsa nem volt
a daganatndvekedésre: az F(ab’), fragmentumokkal kezelt egerekben ugyanolyan iitemben
novekedtek a daganatok, mint a séoldattal kezeltekben (/3. dbra, a nyilak a kezeléseket

mutatjik).

13. abra. A trastuzumab-F(ab’), hatasa in vivo
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¥ Ezt a kisérletet finn kollaborécids partnereink végezték.
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5.5. ,,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-1X- 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 alapitéds 6ta 10 pg/ml koncentracidji trastuzumabot tartalmaz.

5.6. In vitro ADCC vizsgalata trastuzumab érzékeny és rezisztens sejtvonalokon

Fenti kisérletiinkben a daganatok in vivo nodvekedését a trastuzumab gatolta, 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 (E), a targetek (T) 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.
Viszont a trastuzumabot tartalmazé mintdkban (azokban az esetekben, amikor az
effektor : target ardny 15 vagy anndl tobb volt) minden sejtvonalnél szignifikdnsan nagyobb
volt a sejtolés, mint trastuzumab-F(ab’), jelenlétében (*, P < 0.05). Trastuzumab jelenlétében
a sejtolés anndl nagyobb volt, minél nagyobb volt az effektor : target (E:T) ardny, maximumat
(~ 50-60 %-os sejtolést) a legnagyobb, 60:1-es E:T aranynal érte el (/4. dbra).

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

JIMT-1 xenograftbdl alapitott sejtvonal.
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5.7. Erzékenyek-e a JIMT-1 X+ sejtek trastuzumab-kezelésre in vivo?

Mivel a trastuzumab mellett nvo, trastuzumabra rezisztenssé valt xenograftbol alapitott

JIMT-1 X+ sejtek in vitro érzékenynek bizonyultak trastuzumab-kozvetitette ADCC-re,

felmeriilt a kérdés: vajon hogyan reagdlnak 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 séval, 8-at trastuzumabbal kezeltiink. A kezelést a 0. napon kezdtiikk. Az X+
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daganatok novekedését a trastuzumab kezelés szignifikdnsan gatolta a kisérlet 7. és 35. napja
kozétt (%, P < 0.05). Erdekes, hogy az X+ daganatok trastuzumab-rezisztencidja hamarabb
kifejlédott, mint a JIMT-1 daganatoké; az is megfigyelhetd azonban, hogy az X+ daganatok a
sooldattal kezelt egerekben is gyorsabban néttek, mint a JIMT-1 daganatok (/5. dbra, a
konnyebb Osszehasonlithatosdg kedvéért az dbra jobb oldaldra a JIMT-1 sejtekkel végzett,
korabbi kisérletiink eredményét mdsoltam; a nyilak a kezeléseket mutatjak). Ugy gondoljuk,
hogy az &ltalunk alapitott JIMT-1 X+ sejtek in vivo jobban adaptdlédtak az egér szoveti
kornyezethez, ezért novekedtek gyorsabban mind a sdoldattal, mind a trastuzumabbal kezelt

egerekben, mint a JIMT-1 daganatok.

15. abra. A JIMT-1 X+ sejtek érzékenyek trastuzumab-kezelésre in vivo

- IMT-1
1500 1 JIMT-1 X+ 1500 - J
* o —e— trastuzumab
—v— fizioldgids s6 g *  —o— fiziologids s6
1000 1 —&— trastuzumab £ 1000
2
N3
g
500 1 ‘5 500 -
g
=
H
0 : - ; . . . 0 . : . . : .
0 14 28 42 56 70 84 0 14 28 42 56 70 84
L I I ) T L I I
Az oltdstol eltelt napok szdma Az oltdstdl eltelt napok szama

Clynes és mktsai az [Irodalmi dttekintésben emlitett és a 3. 4brdn bemutatott,
trastuzumabra in vitro érzékeny BT474 sejtekkel végzett kisérleteikben megéllapitottak, hogy
a trastuzumabnak a BT474 sejtekre kifejtett gatlé hatdsdnak mintegy 2/3 részéért az ADCC a
felelds. Ugy gondoljuk, hogy az 5.3. pontban felallitott elméletiink helyességét sikeriilt
bizonyitanunk: a trastuzumabra in vitro rezisztens JIMT-1 sejtek in vivo trastuzumab-

érzékenységét” teljes mértékben az antitest altal kozvetitett ADCC okozza.

* Meglehet dtmeneti.
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5.8. A trastuzumab és a trastuzumab-F(ab’),-kezelés is csokkentette az ErbB2 expressziot

a JIMT-1 xenograftokon

Mint az [rodalmi dttekintésben emlitettem, a trastuzumab daganatgitld hatdsdban
fontosnak tartjdk azt, hogy az antitest csokkenti az ErbB2 szintet. Kivdncsiak voltunk, vajon a
mi in vivo modell-rendszeriinkben hogyan hatott a trastuzumab- és a trastuzumab-
F(ab’),-kezelés a xenograftok ErbB2 expresszidjara.

Gyorsfagyasztott metszeteket készitettiink a fiziol6gids séval, trastuzumab-F(ab’),-vel, a
kisérlet végéig trastuzumab-kezelést kapé (folyamatos trastuzumab) és 9 hétig trastuzumabot
kapo, majd 6 héten keresztiil kezelést nem kapo (felfiiggesztett trastuzumab) egerek
daganataib6l. A trastuzumabbal nem kompetalé, Cy3 fluoreszcens festékhez kapcsolt,
ErbB2-76.5 jelii, ErbB2 ellenes antitesttel festett metszetekrél konfokalis mikroszképpal,
azonos beallitdsokkal készitett felvételeken (/6. dbra) végeztiik el a membranfluoreszcencia
kvantitativ analizisét’”. A I7. dbrdn megmutatjuk, hogy a folyamatos trastuzumab és a
trastuzumab-F(ab’), kezelés ugyanolyan hatékonyan csokkentette az ErbB2 szintet. A
trastuzumab kezelés ledllitdsa utdn az ErbB2 mennyisége nétt a sejteken: 6 héttel az utolso
trastuzumab kezelés utdn a sejtek ErbB2 expresszidja csaknem ugyanakkora volt, mint a

sooldattal kezelt kontroll egerekbdl szdrmaz6 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 daganatnovekedést gatld hatdsat.

Y Nagy Péter végezte.
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16. abra. A trastuzumab- és a trastuzumabF(ab’),-kezelés

hatasa a daganatok ErbB2 szintjére 1.

fiziologids s6 trastuzumab-F(ab’),
ErbB2

e ——=]

50 um

folyamatos trastuzumab felfliggesztett trastuzumab
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17. abra.
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mmmm fiziol6gids s6
mxxxzd folyamatos trastuzumab

C— felfiiggesztett trastuzumab

N
\

7772 trastuzumab-F(ab’),

XX
o

XX
QLR
020%"

09

X%
S

<>

X2

x>
SRR

%
X

kX
XL
<>

074
K2

XX
0%
<X

<

~
deaedede

ErbB2

5.9. A trastuzumab-kezelés leallitasa utan 6 héttel trastuzumab a sejteken?

mellékleletként kapott, érdekes eredményiinkrdl szamolok 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 humdn IgG ellenes antitesttel festettiik. A mintdkrdl
konfokalis mikroszképpal, azonos erdsitésekkel felvett képeken latszik, hogy 6 héttel a
kezelés ledllitdsa utdn egyes sejtcsoportokon nagy mennyiségben taldlhatd trastuzumab, més

sejteken viszont egyaltaldn nincs, vagy alig van (/8. dbra, Herceptin = trastuzumab).

kezelés ledllitdsa utdn 42 nappal kimutattuk a trastuzumab jelenlétét egérben novekvé human
daganatokban. Az viszont anndl furcsdabb és érdekesebb, hogy a trastuzumab milyen
egyenldtleniil oszlik el a sejteken: a legtobb sejten alig mutathato ki, egyes sejtcsoportokon

viszont nagyon sok van. Mindennek a miértjét és a jelentOségét egyelore csak taldlgatni
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18. abra. Trastuzumab a sejteken 6 héttel a kezelés leallitasa utan

fiziol6gids s6 folyamatos trastuzumab felfiiggesztett trastuzumab
(14 hét) (14 hét) (9 + 6 hét)

Herceptin Herceptin Herceptin

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

egerekben

Kivancsiak voltunk arra, hogy JIMT-1 — SCID egér modell-rendszeriinkben ki tudunk-e

mutatni az egér vérében keringd, a xenograftbdl leszakadt, humédn daganatsejteket.

Immunfluoreszcencidval:

5%10° JIMT-1 sejtet oltottunk 3 fiatal, nostény SCID egér bore ald. Amikor a daganatok
mérete elérte az 1000 mm’—t, izofurdnnal elaltattuk az egereket, majd a nyaki iitéeriik
atvagisaval kivéreztettik oOket. A vérbdl siirlséggradiens centrifugdlassal szeparalt
mononukledris sejtek egy részét inkubdltuk Alexa488 fluoreszcens festékhez kapcsolt, humén
MHC-I ellenes monoklondlis antitest Fab fragmentumaival (W6/32-Fab) és Alexa546
festékhez kapcsolt, egér pan-CD45 ellenes monoklondlis antitesttel. Azért hasznaltuk a humén
MHC-I ellenes antitest Fab fragmentumait, hogy elkeriiljik az egér immunsejtjeinek Fc
receptoraihoz val6 kotddést. Az egér CD45 ellenes antitesttel az egér fehérvérsejtjeit festettiik
meg, mivel a CD45-6t mind a limfoid, mind a hematopoetikus eredetli sejtek kifejezik [109;
110]. A CD45 ellenes antitest teljes IgG volt, igy az Fc receptorral rendelkez6 immunsejtek is
megkothették. A 19. dbra (A-C) mutatja, hogy az MHC-I-gyet expresszdlé human VKDS-eket
(19/A, zold) egyértelmilen meg tudtuk kiilonboztetni az CD45 pozitiv egérsejtektdl (19/B,

46



Eredmények és megbeszélésiik

piros). (A 19. dbra A-C képei azonos 14tétérrol késziiltek, a C kép a transzmisszids felvétel és

az A és B képek egymadsravetitése).

Fluoreszcencia in situ hibridizdciéval (FISH):

Az egerek vérébol szepardlt mononukledris sejtek mdsik részén metanol : ecetsavas fixdlds
utdn kettds célpontd FISH-t végeztiink. A 79/D é&bran jol elkiilonithetd a spectrum green-nel
festett humédn X kromoszéma ellenes prébaval jelolt keringd JIMT-1 daganatsejt (19/D: nagy
sejt, két X kromoszémadval (zold)) a spectrum red-del festett egér DNS prébaval jelolt egér
sejtektdl (19/D: piros). A DNS-t DAPI-val festettiik (kék).

19. abra. Vérben keringé daganatos sejtek kKimutatasa

—_—
20 pm

[

20 pm

* A FISH-t Baldzs Margit és munkacsoportja végezte.
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5.11. A trastuzumab hatasa a vérben keringé daganatos sejtek (VKDS) és a csontveloi,

disszeminalt daganatsejtek (CSDDS) szamara

Rendszeriink alkalmasnak latszott az egerek vérében keringd daganatos sejtek
kimutatdséra, igy meg kivantuk vizsgdlni, hogy vajon van-e hatdsa a trastuzumab-kezelésnek
az egerek vérében keringd (és csontveldjébe disszemindlt) JIMT-1 sejtekre, akkor, amikor a

primer daganat mér rezisztens trastuzumabra.

S5.11.1. A trastuzumab és a rituximab hatdsa a xenografttd még nem fejlodott JIMT-1 sejtekre

5%x10° JIMT-1 sejtet oltottunk fiatal, ndstény SCID egerek bdre ald. Az egereket a
daganatos sejtekkel vald oltds napjan kezdtiik kezelni fizioldgids sdoldattal, trastuzumabbal
vagy rituximabbal.

A trastuzumabnak a kordbban megfigyeltekhez hasonlé daganatndvekedést gitlé 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

20. abra. A trastuzumab és a rituximab hatasa a

daganatnovekedésre in vivo

16001 _@— fiziolégids s6
—O— rituximab

1400 -
—W— trastuzumab

tn 1200 -
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800 -

600 1

tumorméret (mm
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200 A

Az oltastol eltelt napok szama
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szignifikdnsan gatolta a daganatndvekedést a 14. naptél a 42. napig (*, P < 0.05).
Meglepetésiinkre a rituximabbal kezelt egerekben jobban ndvekedtek a daganatok, mint a
sooldattal kezeltekben, jollehet az eltérés nem volt szignifikdns (20. dbra, a nyilak a

kezeléseket mutatjak).

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

csontveloi, disszemindlt daganatsejtek (CSDDS) szdmdra

Amikor fenti kisérletiinkben a daganatok térfogata elérte a ~ 800 mm>-t (a séoldattal és a
rituximabbal™ kezelt egerek esetén a kisérlet 42. napjan, trastuzumab kezelésnél az 56. napon),
kivéreztettiik az egereket és csontvelOt vettiink a combcsontjaikbol. A vérbdl és a csontvel6bol
strtiséggradiens centrifugaldssal szepardlt mononukledris sejteket fluoreszcens festékhez
kapcsolt human ErbB 1, ErbB2 és MHC-I ellenes monoklondlis antitestek Fab fragmentumaival
jeloltik (528-Fab, 2C4-Fab™, W6/32-Fab). Gyakran eléfordul, hogy a daganatsejtekrdl
hidnyzik egy, a vizsgdl6 dltali azonositasért felel6s antigén. Ez téves negativ eredményhez
vezethet. Sokkal kisebb annak a valdsziniisége, hogy egyszerre 3 marker is hidnyzik a

sejtekrdl: ezért haszndltunk 3 kiilonboz6 receptor ellen antitestet®.

A soéoldattal, a rituximabbal és a trastuzumabbal kezelt egérekben is ki tudtunk mutatni
VKDS-eket (21. dbra, A-D: azonos latétérrol késziilt képek, D: a transzmisszids kép és az A-C
képek atfedése) és CSDDS-eket (21. dbra, E-H: azonos latétérrél késziilt képek, H: a
transzmissziés kép és az E-G képek atfedése). Azonban mig minden sdoldattal (8/8) és
rituximabbal (7/7) kezelt egérben voltak VKDS-ek és CSDDS-ek is, csak 8-bol 3
trastuzumabbal kezelt egér csontveldjében és csak 8-bol 2 trastuzumabbal kezelt egér vérében
taldltunk daganatos sejteket (/. tdbldzat, 2. tdbldzar). A trastuzumab kezelés szignifikdnsan
csokkentette a VKDS-ek és a CSDDS-ek szdmdt a séoldattal kezelt egerekben taldltakhoz
képest (22. dbra, 1-2. tabldzat, P < 0.05).

* A rituximabbal kezelt egerekben ennél nagyobb volt a daganatok térfogatdnak dtlaga, 1asd 53. oldalon.
° Az ErbB2 jeléléséhez hasznalt 2C4 antitest nem kompetdl a trastuzumabbal.
“Itt jegyzem meg, hogy minden éltalunk kimutatott daganatsejten volt MHC-I, ErbB1 és ErbB2 receptor is.
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e

21. abra. Vérben kering6 és csontveloi, disszeminalt daganatsejtek

22. abra. A trastuzumab-kezelés hatasa a vérben keringé és csontvel6i, disszeminalt

daganatsejtek szamara

fizioldgiAz séoldat
3 rituximab
EE. (rastuzumab

40 -

20 -

G b

BZZZ) fizioldgias sdoldat
[ rituximab
N (rasiuzumab

A daganatsejtek szama 1ml vérben

(VKDS + a KTDA-ban lévi scjtek)

Daganatsejtek szama a csontveloben
(CSDDS + a mikromet.-ban 1éva sejtek)
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Erdekes, hogy mig a séoldattal és a trastuzumabbal kezelt egerek csonvel6jében nem
taldltunk tobb daganatsejtb6l 4ll6 mikrometasztizisokat, 7-b6l 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 alltak) (23. dbra A-D: azonos latotérrol késziilt képek,
D: az A-C képek éatfedése). Sot, az egyik rituximabbal kezelt egér vérében taldltunk egy 9
sejtbol 4allé keringd, tobbsejtes daganatsejt-aggregatumot (KTDA) (23. dbra E-F: azonos
l1atotérrdl késziilt képek, F: a transzmisszids kép és az E kép atfedése). Sem a sdoldattal, sem a

trastuzumabbal kezelt egerek vérében nem talaltunk KTDA-ot.

1. Tablazat. A vérben kering6 daganatos sejtek szama (VKDS) 1ml vérben

Lkezelés Saoldat rituximah trastuzumab
40 20 ¢

5

2 45 11 0

=

—_ 32 9 3

]

L 53 4 3

=]

-k : ;

SR 20 32 0

woohn

[N ]

W 14 49 0

A

bl 11 35 ¢

-

25 {

Atlag 30 (+5.3) 22.9(+6.2) 0.75( 0.5
ED:OE" 8/8 77 2/8

A Lgerek, amelyek vérében volt daganatsejt (CD)Y / 6sszes eger az adott kezelést
alcsoportban (OD).
* A trastzumab kezelés szignifikansan csokkentette a VKTIS-gk szamar (p<0.05).
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2. Tablazat. Csontvel6i, disszeminalt daganatsejtek (CSDDS) szama

kezelés sooldat rituximah trastuzumabh
. 8 17 0
5
e 21 49 0
5
Ea 27 3 2
\fI-J/
i fG 7 0
g 7 16 1
o
: 56 0
o 6
)
& 7 48 1
U
37 0
atlag 223 (+ 7.4} 28.7 (% 8.1) 0.5(20.2)"
ED:OE" 8/8 77 3/8

3 Bgerek, melyek csontveldiében voll duganatsejl (ED) / Gsszes eger az adoll
kezelési alesoportban (OF).
* A trastuzumab kezelés szignifikinsan csékkentetrte a CSDDS-ek szédmar (p<C.03).

23. abra. Mikrometasztazis (A-D) és tobbsejtes daganatsejt-aggregatum (E-F) egy

rituximabbal kezelt egérbol

ErbB1

—_— —_—
10 pm 10 pm

10 pm
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A kisérletiink negativ kontrolljdnak szdnt rituximabbal kezelt egerekkel kapcsolatban 3
véaratlan dolgot figyeltiink meg: a rituximabbal kezelt egerekben valamivel gyorsabban
novekedtek a daganatok, mint a séoldattal kezeltekben; csak a rituximabbal kezelt egerek
csontveldjében taldltunk mikrometasztdzisokat; csak egy rituximabbal kezelt egér vérében
talaltunk tobbsejtes tumoraggregatumot. Milyen szerepet jatszott ebben a huméan CD20 ellenes
antitest, amelynek antigénje nincs jelen a JIMT-1 sejteken, az egér CD20 receptoraihoz pedig
az egér és az ember CD20 receptora kozti 16 aminosavnyi kiilonbség miatt nem kotodik [105]?
Jollehet nem taldltunk Osszefiiggést a daganatméret és a VKDS-ek, CSDDS-ek vagy a
mikrometasztazisok szdma kozott, a legegyszeriibb (bar semmiféleképpen sem kielégitd)
magyardzat arra, hogy a rituximab miért és hogyan novelhette a mikrometasztdzisok és a
KTDA-ok szdmat, mégis az, hogy a rituximabbal kezelt egerekben nagyobb volt a
daganatméret (1260 + 252 mm”), mint a séoldattal (870 + 107 mm”) vagy a trastuzumabbal
(810 + 142 mm”) kezeltekben.

Persze a kérdés, hogy miért és hogyan novelte a primer daganatok méretét a rituximab,

akkor is megvalaszolatlan. Illetve egy Oszinte vdlaszunk van: nem tudjuk.

A dolgozatomban leirt és megbeszélt megfigyeléseinket a kovetkezd elmélettel prébaljuk

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, kering6/disszemindlt daganatsejtek) érzékenyek a trastuzumab-
kozvetitette ADCC-re. Erett daganatszovetté fejlédve (késén kezdett trastuzumab terdpia, O.
napon kezdett terdpia 5-7. hetére kifejlodott rezisztencia) a sejtek elvesztik az érzékenységiiket,
de azok a sejtek, amelyek kikeriilnek a szdveti szerkezetbdl, djra 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 [62; 63], hialuronsav [64])
képesek lehetnek eltakarni az ErbB2 receptort, igy a trastuzumab kevésbé fér hozz4. Mivel a
JIMT-1 xenograftok sejtjeihez jol és egyenletesen kotddott a trastuzumab (gyorsfagyasztott

metszetek jelolésével igazoltuk, lasd [8. dbra, folyamatos trastuzumab kezelés), ugy
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gondoljuk, hogy a ,,maszkol6” molekuldk az ErbB2-trastzumab komplexet takarhatjak el az
Fc receptorral rendelkezd immunsejtek eldl. Az epitélidlis - mezenhimadlis dtalakulds sordn a
daganatsejtek elveszitik kotOszoveti és sejtes kapcsolataikat, sejtfelszini receptormintdzatuk
jelentésen megvaltozik. Ezaltal képessé valnak arra, hogy vadoroljanak és a keringésbe
Iépjenek, viszont, elgonduldsunk szerint, az dtalakuldssal megszlinik 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 ,,maszkirozés” elméletiink helyes, azonnal felvetddik két kérdés: Hogyan
jon létre a maszkirozds? Mi/mik lehetnek a maszkirozé molekula/dk? Az elsé kérdést rogton
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 ndnek, a sejt-sejt és sejt-mdtrix kapcsolatok kialakuldsdnak mintegy
melléktermékeként, ,,spontdn” fedi be valami. Eredményeinket 4tgondolva az utdbbi
feltételezést valdszintibbnek tartom.

Hogy mi lehet a maszkiroz6 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 mediatorokat termelni. Mimura és
mktsai leirtdk, hogy a TGF-B-t termel6 sejtek ErbB2 pozitivitasuk ellenére joval kisebb
mértékben érzékenyek a trastuzumab-kozvetitette sejtdlésre, mint az ErbB2-t hasonld
mértékben kifejezd, de TGF-B-t nem termeld sejtek. TGF-B-t semlegesitd antitesttel vald
kezelés utdn az ellendlld sejtek érzékennyé véltak a trastuzumab-kozvetitette sejtdlésre [66].
Vajon a mi rendszeriinkben nem hasonlé mechanizmussal, az immunredszer gyengitésével
véltak ellendllévd a daganatsejtek? Mindennek kielégitd bizonyitdsa kétféleképpen lehetséges:
1). ha JIMT-1 sejtekkel oltott egerekben ki tudnédnk mutatni valamilyen, a daganatsejtek altal
termelt immunszuppressziv medidtort™, és ezen medidtor megjelenése egybeesne (ill.

valamivel megel6zné) a trastuzumab-rezisztencia kialakuldsat; 2). ha a rezisztenssé valt

4 Akar ugy, hogy csak az ErbB2-trastuzumab komplexet, akar tigy, hogy a sejt joval nagyobb részét.

 Elézetes eredményeink alapjan dgy tlinik, 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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egerekbdl izoldlt immunsejtek in vitro kevésbé hatékonyan véltandnak ki ADCC-t, mint a
kontroll egerek immunsejtjei.

Megjegyzem, hogy az egerek immunrendszerének gyengiilése/kimeriilése ellen szdl az a
tény, hogy a trastuzumab képes volt a keringd és disszemindlt daganatsejtek szamat

csokkenteni akkor, amikor a primer daganat mér 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 meggitolta a trastuzumabra in vitro érzékeny BT474 sejtek novekedését, az
FcyR-defektussal rendelkezd egerekben viszont a ndvekedésgitlé hatdsanak mintegy 2/3-4t
elveszitette [57]. Ebben a modell-rendszerben tehat a trastuzumab hatdsanak mintegy 2/3-4ért
az ADCC a felel6s, 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 vizsgald

kisérleteink alapjan igy gondolom, hogy dont6 szerepe az ADCC-nek volt™.

Végiil szeretném még egyszer felhivni a figyelmet arra, hogy a trastuzumab olyan esetben
csokkentette a keringd és disszemindlodott daganatsejtek szdmat, amikor a primer daganat
novekedését miar nem gdtolta. Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy a
trastuzumab-kezelésnek kedvezo 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 nyugvd fazisidban 1évd keringd/disszemindlt
daganatsejtekre a legtobb kemoterdpids szer nem hat, [77; 78; 79], mig, ha ErbB2 pozitivak, a

trastuzumab képes lehet ADCC-n keresztiil az immunsejtekkel megdletni dket.

" Mindenesetre nem jelenthetjiik ki, hogy rendszeriinkben a trastuzumab in vivo hatdséért teljes mértékben az
ADCC a felelés, mégha ezt jelen dolgozatban néhdnyszor, pongyoldn, meg is tettem.
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6. OSSZEFOGLALAS

Irodalmi adatok szerint a trastuzumab-érzékeny sejtvonalak esetén a trastuzumab in vivo
hatdsanak mintegy 2/3-ért az immun-medialt mechanizmusok a feleldsek. Az altalunk hasznalt
JIMT-1 sejtvonal jelenleg egyediilallé®* modell, amellyel egyszerre, elkiilonitve lehet vizsgalni
a trastuzumab-rezisztencia direkt™ (in vitro) és immun-medialt formdjat (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
hatdséért kizdrélag az ADCC a felelds. A rezisztencia kialakuldsa ez eseten a trastuzumab-

kozvetitette ADCC-vel szembeni rezisztenia kialakuldsat jelenti.

Az ADCC in vitro vizsgalatdval 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
valt xenograftbdl alapitott JIMT-I 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 daganatndvekedést gatld hatasat.

88 Az egyediildllosdg amellett, hogy munkdnk értékét noveli, egyben gyengiti/megkérddjelezi az
eredményeinkbdl levonhaté kovetkeztetések &ltalanossdgat, hiszen kérdéses, vajon mennyire érvényesek a
JIMT-1 sejtekkel tapasztaltak mds sejtvonalak vagy betegek esetében. Mindezek miatt kezdtiink foglalkozni egy
masik, a JIMT-1-nél is tjabban alapitott, ErbB2 pozitiv, trastuzumab rezisztens mellrdk sejtvonallal. Az els6
eredményeinkbdl késziilt kéziratot, melyben ezen sejtvonal immunhisztokémiai és citogenetikai karakterizaldsat
végeztiik el, hamarosan benyujtjuk kozlésre.

" Természetesen az is nagyon fontos kérdés, hogy mi az oka a JIMT-1 sejtek direkt rezisztencidjanak,
munkacsoportunk vizsgalja ezt a kérdést; azonban jelen dolgozatnak nem ez a témdja.
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Kisérletiinkben a trastuzumab szignifikdnsan csokkentette a vérben keringd és a csontveldi
disszemindlt daganatos sejtek szamét akkor, amikor a primer daganat mar nem volt érzékeny

a trastuzumab-kezelésre.

57



Koszonetnyilvdnitds

7. KOSZONOM

Végiil szeretném megkdszonni Szo6ll0si Janos, ifj. Vereb Gyorgy, Nagy Péter, Palyi-Krekk
Zsuzsanna, Fabian Akos, Horvéath Gébor, Sebestyén Zsolt, Bacs6é Zsolt, Fazekas Zsolt,
Friedldnder Elza, T6th Eniko, Ori Gabriella, Palné Terdik Tiinde, V4géné Toldi Hajnalka,
Harangi Istvanné, Kods Zoltdnné, Horvéthné Pélfi Eva, Szentesi Gergelyné, Szildgyi Aniké
(DE OEC Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet), Jorma Isola, Minna Tanner, Pidivikki
Kauraniemi, Anita Kapanen, (Institute of Medical Technology, University and University
Hospital of Tampere, Tampere, Finnorszdg), Baldzs Margit, Treszl Andrea, Rékosy Zsuzsa,
Kovédcs Gyogyné (DE OEC Megel6z0 Orvostani Intézet), id. Vereb Gyorgy, Hunyadi
Kalmanné (DE OEC Orvosi Vegytani Intézet), Juhész Istvan, Szincsak Nora, Bostyan Ferenc
(DE OEC Boér- és Nemikortani Klinika), John W. Park (Division of Haematology/Oncology,
Department of Medicine, University of California, San Francisco, Amerikai Egyesiilt
Allamok), Német Barbara, Vincze Katalin, Tirpak Istvan, Ritz-Tirpdk Istvan (csaladom),

valamint Mok Géza, Tagoléb és Ormail Hendek (barataim) segitségét.

58



Irodalomjegyzék

8. IRODALOMJEGYZEK

1. WHO, Fact sheet No. 297: Cancer.
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/index.html (2006).

2. G. Demonty, C. Bernard-Marty, F. Puglisi, I. Mancini, and M. Piccart, Progress and new
standards of care in the management of HER-2 positive breast cancer. Eur J Cancer 43
(2007) 497-509.

3. D.J. Slamon, G.M. Clark, S.G. Wong, W.J. Levin, A. Ullrich, and W.L. McGuire, Human
breast cancer: correlation of relapse and survival with amplification of the HER-2/neu
oncogene. Science 235 (1987) 177-82.

4. D.J. Slamon, W. Godolphin, L.A. Jones, J.A. Holt, S.G. Wong, D.E. Keith, W.J. Levin,
S.G. Stuart, J. Udove, A. Ullrich, and et al., Studies of the HER-2/neu proto-oncogene
in human breast and ovarian cancer. Science 244 (1989) 707-12.

5. S. Cohen, Isolation of a mouse submaxillary gland protein accelerating incisor eruption and
eyelid opening in the new-born animal. J Biol Chem 237 (1962) 1555-62.

6. J.E. de Larco, and G.J. Todaro, Epithelioid and fibroblastic rat kidney cell clones:
epidermal growth factor (EGF) receptors and the effect of mouse sarcoma virus
transformation. J Cell Physiol 94 (1978) 335-42.

7. H. Ushiro, and S. Cohen, Identification of phosphotyrosine as a product of epidermal
growth factor-activated protein kinase in A-431 cell membranes. J Biol Chem 255
(1980) 8363-5.

8. J. Downward, Y. Yarden, E. Mayes, G. Scrace, N. Totty, P. Stockwell, A. Ullrich, J.
Schlessinger, and M.D. Waterfield, Close similarity of epidermal growth factor
receptor and v-erb-B oncogene protein sequences. Nature 307 (1984) 521-7.

9. S. Saule, M. Roussel, C. Lagrou, and D. Stehelin, Characterization of the oncogene (erb) of
avian erythroblastosis virus and its cellular progenitor. J Virol 38 (1981) 409-19.

10. B.J. Druker, H.J. Mamon, and T.M. Roberts, Oncogenes, growth factors, and signal
transduction. N Engl J Med 321 (1989) 1383-91.

11. A.L. Schechter, D.F. Stern, L. Vaidyanathan, S.J. Decker, J.A. Drebin, M.I. Greene, and
R.A. Weinberg, The neu oncogene: an erb-B-related gene encoding a 185,000-Mr
tumour antigen. Nature 312 (1984) 513-6.

12. G.D. Plowman, J.M. Culouscou, G.S. Whitney, J.M. Green, G.W. Carlton, L. Foy, M.G.
Neubauer, and M. Shoyab, Ligand-specific activation of HER4/p180erbB4, a fourth

member of the epidermal growth factor receptor family. Proc Natl Acad Sci U S A 90
(1993) 1746-50.

13. M.H. Kraus, W. Issing, T. Miki, N.C. Popescu, and S.A. Aaronson, Isolation and
characterization of ERBB3, a third member of the ERBB/epidermal growth factor

59



Irodalomjegyzék

receptor family: evidence for overexpression in a subset of human mammary tumors.
Proc Natl Acad Sci U S A 86 (1989) 9193-7.

. Y. Yarden, and M.X. Sliwkowski, Untangling the ErbB signalling network. Nat Rev Mol
Cell Biol 2 (2001) 127-37.

. A.W. Burgess, H.S. Cho, C. Eigenbrot, K.M. Ferguson, T.P. Garrett, D.J. Leahy, M. A.
Lemmon, M.X. Sliwkowski, C.W. Ward, and S. Yokoyama, An open-and-shut case?
Recent insights into the activation of EGF/ErbB receptors. Mol Cell 12 (2003) 541-52.

. A. Citri, and Y. Yarden, EGF-ERBB signalling: towards the systems level. Nat Rev Mol
Cell Biol 7 (2006) 505-16.

. K.F. Lee, H. Simon, H. Chen, B. Bates, M.C. Hung, and C. Hauser, Requirement for
neuregulin receptor erbB2 in neural and cardiac development. Nature 378 (1995) 394-
8.

. M. Gassmann, F. Casagranda, D. Orioli, H. Simon, C. Lai, R. Klein, and G. Lemke,
Aberrant neural and cardiac development in mice lacking the ErbB4 neuregulin
receptor. Nature 378 (1995) 390-4.

. D. Meyer, and C. Birchmeier, Multiple essential functions of neuregulin in development.
Nature 378 (1995) 386-90.

. D. Riethmacher, E. Sonnenberg-Riethmacher, V. Brinkmann, T. Yamaai, G.R. Lewin, and
C. Birchmeier, Severe neuropathies in mice with targeted mutations in the ErbB3
receptor. Nature 389 (1997) 725-30.

. P.J. Miettinen, J.E. Berger, J. Meneses, Y. Phung, R.A. Pedersen, Z. Werb, and R.
Derynck, Epithelial immaturity and multiorgan failure in mice lacking epidermal
growth factor receptor. Nature 376 (1995) 337-41.

. M. Sibilia, and E.F. Wagner, Strain-dependent epithelial defects in mice lacking the EGF
receptor. Science 269 (1995) 234-8.

. R. Iwamoto, and E. Mekada, ErbB and HB-EGF signaling in heart development and
function. Cell Struct Funct 31 (2006) 1-14.

. X. Chen, G. Levkowitz, E. Tzahar, D. Karunagaran, S. Lavi, N. Ben-Baruch, O. Leitner,
B.J. Ratzkin, S.S. Bacus, and Y. Yarden, An immunological approach reveals
biological differences between the two NDF/heregulin receptors, ErbB-3 and ErbB-4.
J Biol Chem 271 (1996) 7620-9.

. D.C. Gamett, G. Pearson, R.A. Cerione, and I. Friedberg, Secondary dimerization between
members of the epidermal growth factor receptor family. J Biol Chem 272 (1997)
12052-6.

. L. Sepp-Lorenzino, 1. Eberhard, Z. Ma, C. Cho, H. Serve, F. Liu, N. Rosen, and R. Lupu,
Signal transduction pathways induced by heregulin in MDA-MB-453 breast cancer
cells. Oncogene 12 (1996) 1679-87.

60



Irodalomjegyzék

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

. D.B. Weiner, J. Liu, J.A. Cohen, W.V. Williams, and M.I. Greene, A point mutation in the
neu oncogene mimics ligand induction of receptor aggregation. Nature 339 (1989)
230-1.

. D. Harari, and Y. Yarden, Molecular mechanisms underlying ErbB2/HER?2 action in
breast cancer. Oncogene 19 (2000) 6102-14.

. 1. Alroy, and Y. Yarden, The ErbB signaling network in embryogenesis and oncogenesis:
signal diversification through combinatorial ligand-receptor interactions. FEBS Lett
410 (1997) 83-6.

. D.S. Salomon, R. Brandt, F. Ciardiello, and N. Normanno, Epidermal growth factor-
related peptides and their receptors in human malignancies. Crit Rev Oncol Hematol
19 (1995) 183-232.

. S. Paik, and E.T. Liu, HER?2 as a predictor of therapeutic response in breast cancer. Breast
Dis 11 (2000) 91-102.

. S. Menard, P. Casalini, G. Tomasic, S. Pilotti, N. Cascinelli, R. Bufalino, F. Perrone, C.
Longhi, F. Rilke, and M.I. Colnaghi, Pathobiologic identification of two distinct breast

carcinoma subsets with diverging clinical behaviors. Breast Cancer Res Treat 55
(1999) 169-77.

. M.E. Gorre, M. Mohammed, K. Ellwood, N. Hsu, R. Paquette, P.N. Rao, and C.L.
Sawyers, Clinical resistance to STI-571 cancer therapy caused by BCR-ABL gene
mutation or amplification. Science 293 (2001) 876-80.

. LB. Weinstein, Cancer. Addiction to oncogenes--the Achilles heal of cancer. Science 297
(2002) 63-4.

. D.W. Fry, A.J. Bridges, W.A. Denny, A. Doherty, K.D. Greis, J.L. Hicks, K.E. Hook,
P.R. Keller, W.R. Leopold, J.A. Loo, D.J. McNamara, J.M. Nelson, V. Sherwood, J.B.
Smaill, S. Trumpp-Kallmeyer, and E.M. Dobrusin, Specific, irreversible inactivation

of the epidermal growth factor receptor and erbB2, by a new class of tyrosine kinase
inhibitor. Proc Natl Acad Sci U S A 95 (1998) 12022-7.

. J. Bertram, M. Killian, W. Brysch, K.H. Schlingensiepen, and M. Kneba, Reduction of
erbB2 gene product in mamma carcinoma cell lines by erbB2 mRNA-specific and

tyrosine kinase consensus phosphorothioate antisense oligonucleotides. Biochem
Biophys Res Commun 200 (1994) 661-7.

. E. Song, P. Zhu, S.K. Lee, D. Chowdhury, S. Kussman, D.M. Dykxhoorn, Y. Feng, D.
Palliser, D.B. Weiner, P. Shankar, W.A. Marasco, and J. Lieberman, Antibody
mediated in vivo delivery of small interfering RNAs via cell-surface receptors. Nat
Biotechnol 23 (2005) 709-17.

. C.K. Tang, X.Z. Concepcion, M. Milan, X. Gong, E. Montgomery, and M.E. Lippman,
Ribozyme-mediated down-regulation of ErbB-4 in estrogen receptor-positive breast
cancer cells inhibits proliferation both in vitro and in vivo. Cancer Res 59 (1999)
5315-22.

61



Irodalomjegyzék

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

J.K. Batra, P.G. Kasprzyk, R.E. Bird, I. Pastan, and C.R. King, Recombinant anti-erbB2
immunotoxins containing Pseudomonas exotoxin. Proc Natl Acad Sci U S A 89
(1992) 5867-71.

M.L. Disis, and M.A. Cheever, HER-2/neu protein: a target for antigen-specific
immunotherapy of human cancer. Adv Cancer Res 71 (1997) 343-71.

R.M. Hudziak, G.D. Lewis, M. Winget, B.M. Fendly, H.M. Shepard, and A. Ullrich,
p185HER2 monoclonal antibody has antiproliferative effects in vitro and sensitizes
human breast tumor cells to tumor necrosis factor. Mol Cell Biol 9 (1989) 1165-72.

M. Pegram, and D. Slamon, Biological rationale for HER2/neu (c-erbB2) as a target for
monoclonal antibody therapy. Semin Oncol 27 (2000) 13-9.

P. Carter, L. Presta, C.M. Gorman, J.B. Ridgway, D. Henner, W.L. Wong, A.M. Rowland,
C. Kotts, M.E. Carver, and H.M. Shepard, Humanization of an anti-p1 85SHER?2
antibody for human cancer therapy. Proc Natl Acad Sci U S A 89 (1992) 4285-9.

M. Pegram, S. Hsu, G. Lewis, R. Pietras, M. Beryt, M. Sliwkowski, D. Coombs, D. Baly,
F. Kabbinavar, and D. Slamon, Inhibitory effects of combinations of HER-2/neu
antibody and chemotherapeutic agents used for treatment of human breast cancers.
Oncogene 18 (1999) 2241-51.

M. Pegram, Molecular determinants of trastuzumab response/resistance. American
Associacion for Cancer Research, Education Book (2005).

D.J. Slamon, B. Leyland-Jones, S. Shak, H. Fuchs, V. Paton, A. Bajamonde, T. Fleming,
W. Eiermann, J. Wolter, M. Pegram, J. Baselga, and L. Norton, Use of chemotherapy
plus a monoclonal antibody against HER2 for metastatic breast cancer that
overexpresses HER2. N Engl J Med 344 (2001) 783-92.

J. Baselga, Clinical trials of Herceptin(R) (trastuzumab). Eur J Cancer 37 Suppl 1 (2001)
18-24.

A. Lin, and H.S. Rugo, The role of trastuzumab in early stage breast cancer: current data
and treatment recommendations. Curr Treat Options Oncol 8 (2007) 47-60.

R. Nahta, and F.J. Esteva, Herceptin: mechanisms of action and resistance. Cancer Lett
232 (2006) 123-38.

R. Nahta, D. Yu, M.C. Hung, G.N. Hortobagyi, and F.J. Esteva, Mechanisms of disease:
understanding resistance to HER2-targeted therapy in human breast cancer. Nat Clin
Pract Oncol 3 (2006) 269-80.

M. Cuello, S.A. Ettenberg, A.S. Clark, M.M. Keane, R.H. Posner, M.M. Nau, P.A.
Dennis, and S. Lipkowitz, Down-regulation of the erbB-2 receptor by trastuzumab
(herceptin) enhances tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand-mediated
apoptosis in breast and ovarian cancer cell lines that overexpress erbB-2. Cancer Res

61 (2001) 4892-900.

62



Irodalomjegyzék

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

. P. Nagy, A. Jenei, S. Damjanovich, T.M. Jovin, and J. Szolosi, Complexity of signal
transduction mediated by ErbB2: clues to the potential of receptor-targeted cancer
therapy. Pathol Oncol Res 5 (1999) 255-71.

. M.X. Sliwkowski, J.A. Lofgren, G.D. Lewis, T.E. Hotaling, B.M. Fendly, and J.A. Fox,
Nonclinical studies addressing the mechanism of action of trastuzumab (Herceptin).
Semin Oncol 26 (1999) 60-70.

. H.A. Lane, A.B. Motoyama, I. Beuvink, and N.E. Hynes, Modulation of p27/Cdk2
complex formation through 4D5-mediated inhibition of HER?2 receptor signaling. Ann
Oncol 12 Suppl 1 (2001) S21-2.

. K. Kono, E. Sato, H. Naganuma, A. Takahashi, K. Mimura, H. Nukui, and H. Fujii,
Trastuzumab (Herceptin) enhances class I-restricted antigen presentation recognized
by HER-2/neu-specific T cytotoxic lymphocytes. Clin Cancer Res 10 (2004) 2538-44.

. Y. Izumi, L. Xu, E. di Tomaso, D. Fukumura, and R.K. Jain, Tumour biology: herceptin
acts as an anti-angiogenic cocktail. Nature 416 (2002) 279-80.

. R.A. Clynes, T.L. Towers, L.G. Presta, and J.V. Ravetch, Inhibitory Fc receptors
modulate in vivo cytoxicity against tumor targets. Nat Med 6 (2000) 443-6.

. F.J. Esteva, V. Valero, D. Booser, L.T. Guerra, J.L.. Murray, L. Pusztai, M. Cristofanilli,
B. Arun, B. Esmaeli, H.A. Fritsche, N. Sneige, T.L. Smith, and G.N. Hortobagyi,
Phase II study of weekly docetaxel and trastuzumab for patients with HER-2-
overexpressing metastatic breast cancer. J Clin Oncol 20 (2002) 1800-8.

. A.B. Motoyama, N.E. Hynes, and H.A. Lane, The efficacy of ErbB receptor-targeted
anticancer therapeutics is influenced by the availability of epidermal growth factor-
related peptides. Cancer Res 62 (2002) 3151-8.

. Y. Lu, X. Zi, and M. Pollak, Molecular mechanisms underlying IGF-I-induced attenuation
of the growth-inhibitory activity of trastuzumab (Herceptin) on SKBR3 breast cancer
cells. Int J Cancer 108 (2004) 334-41.

. F.M. Yakes, W. Chinratanalab, C.A. Ritter, W. King, S. Seelig, and C.L. Arteaga,
Herceptin-induced inhibition of phosphatidylinositol-3 kinase and Akt Is required for
antibody-mediated effects on p27, cyclin D1, and antitumor action. Cancer Res 62
(2002) 4132-41.

. S.A. Price-Schiavi, S. Jepson, P. Li, M. Arango, P.S. Rudland, L. Yee, and K.L.
Carraway, Rat Muc4 (sialomucin complex) reduces binding of anti-ErbB2 antibodies
to tumor cell surfaces, a potential mechanism for herceptin resistance. Int J Cancer 99
(2002) 783-91.

. P. Nagy, E. Friedlander, M. Tanner, A.l. Kapanen, K.L. Carraway, J. Isola, and T.M.
Jovin, Decreased accessibility and lack of activation of ErbB2 in JIMT-1, a herceptin-
resistant, MUC4-expressing breast cancer cell line. Cancer Res 65 (2005) 473-82.

. Z. Palyi-Krekk, M. Barok, J. Isola, M. Tammi, J. Szollo si, and P. Nagy, Hyaluronan-
induced masking of ErbB2 and CD44-enhanced trastuzumab internalisation in
trastuzumab resistant breast cancer. Eur J Cancer (2007).

63



Irodalomjegyzék

65. Y. Nagata, K.H. Lan, X. Zhou, M. Tan, F.J. Esteva, A.A. Sahin, K.S. Klos, P. Li, B.P.
Monia, N.T. Nguyen, G.N. Hortobagyi, M.C. Hung, and D. Yu, PTEN activation
contributes to tumor inhibition by trastuzumab, and loss of PTEN predicts trastuzumab
resistance in patients. Cancer Cell 6 (2004) 117-27.

66. K. Mimura, K. Kono, M. Hanawa, M. Kanzaki, A. Nakao, A. Ooi, and H. Fujii,
Trastuzumab-mediated antibody-dependent cellular cytotoxicity against esophageal
squamous cell carcinoma. Clin Cancer Res 11 (2005) 4898-904.

67. K. Kono, A. Takahashi, F. Ichihara, H. Sugai, H. Fujii, and Y. Matsumoto, Impaired
antibody-dependent cellular cytotoxicity mediated by herceptin in patients with gastric
cancer. Cancer Res 62 (2002) 5813-7.

68. T. Kute, C.M. Lack, M. Willingham, B. Bishwokama, H. Williams, K. Barrett, T.
Mitchell, and J.P. Vaughn, Development of Herceptin resistance in breast cancer cells.
Cytometry A 57 (2004) 86-93.

69. M. Tanner, A.I. Kapanen, T. Junttila, O. Raheem, S. Grenman, J. Elo, K. Elenius, and J.
Isola, Characterization of a novel cell line established from a patient with Herceptin-
resistant breast cancer. Mol Cancer Ther 3 (2004) 1585-92.

70. T.P. Butler, and P.M. Gullino, Quantitation of cell shedding into efferent blood of
mammary adenocarcinoma. Cancer Res 35 (1975) 512-6.

71. Y.S. Chang, E. di Tomaso, D.M. McDonald, R. Jones, R.K. Jain, and L.L. Munn, Mosaic
blood vessels in tumors: frequency of cancer cells in contact with flowing blood. Proc
Natl Acad Sci U S A 97 (2000) 14608-13.

72. K.J. Luzzi, I.C. MacDonald, E.E. Schmidt, N. Kerkvliet, V.L. Morris, A.F. Chambers, and
A.C. Groom, Multistep nature of metastatic inefficiency: dormancy of solitary cells

after successful extravasation and limited survival of early micrometastases. Am J
Pathol 153 (1998) 865-73.

73. N. Hanna, Role of natural killer cells in control of cancer metastasis. Cancer Metastasis
Rev 1 (1982) 45-64.

74. MLE. Key, Macrophages in cancer metastases and their relevance to metastatic growth.
Cancer Metastasis Rev 2 (1983) 75-88.

75. L. Weiss, The biomechanics of cancer cell traffic, arrest, and intravascular destruction.
Microcirculation in Cancer Metastasis. Edited by Orr FW Buchanan MR Weiss L,
Boca Raton, FL, CRC Press, Boca Raton (1991) 131-144.

76. P. Paterlini-Brechot, and N.L. Benali, Circulating tumor cells (CTC) detection: Clinical
impact and future directions. Cancer Lett 253 (2007) 180-204.

77. S. Braun, C. Kentenich, W. Janni, F. Hepp, J. de Waal, F. Willgeroth, H. Sommer, and K.
Pantel, Lack of effect of adjuvant chemotherapy on the elimination of single dormant
tumor cells in bone marrow of high-risk breast cancer patients. J Clin Oncol 18 (2000)
80-6.

64



Irodalomjegyzék

78

79

80

81

82.

83.

84

85

86

87

88

89

. N. Xenidis, I. Vlachonikolis, D. Mavroudis, M. Perraki, A. Stathopoulou, N. Malamos, C.

Kouroussis, S. Kakolyris, S. Apostolaki, N. Vardakis, E. Lianidou, and V.
Georgoulias, Peripheral blood circulating cytokeratin-19 mRNA-positive cells after

the completion of adjuvant chemotherapy in patients with operable breast cancer. Ann
Oncol 14 (2003) 849-55.

. A.F. Chambers, Dormancy and Growth of Tumor Cells in Ectopic Sites. Am Assoc

Cancer Res Educ Book Apr (2006) 120 - 125.

. S.W. Duffy, L. Tabar, B. Vitak, and J. Warwick, Tumor size and breast cancer detection:

what might be the effect of a less sensitive screening tool than mammography? Breast
J 12 Suppl 1 (2006) S91-5.

. L. Tabar, and P.B. Dean, Mammography and breast cancer: the new era. Int J Gynaecol

Obstet 82 (2003) 319-26.

M. Cristofanilli, G.T. Budd, M.J. Ellis, A. Stopeck, J. Matera, M.C. Miller, J.M. Reuben,

G.V. Doyle, W.J. Allard, L.W. Terstappen, and D.F. Hayes, Circulating tumor cells,
disease progression, and survival in metastatic breast cancer. N Engl J Med 351 (2004)
781-91.

M. Cristofanilli, D.F. Hayes, G.T. Budd, M.J. Ellis, A. Stopeck, J.M. Reuben, G.V. Doyle,

J. Matera, W.J. Allard, M.C. Miller, H.A. Fritsche, G.N. Hortobagyi, and L.W.
Terstappen, Circulating tumor cells: a novel prognostic factor for newly diagnosed
metastatic breast cancer. J Clin Oncol 23 (2005) 1420-30.

. N. Xenidis, M. Perraki, M. Kafousi, S. Apostolaki, I. Bolonaki, A. Stathopoulou, K.

Kalbakis, N. Androulakis, C. Kouroussis, T. Pallis, C. Christophylakis, K. Argyraki,
E.S. Lianidou, S. Stathopoulos, V. Georgoulias, and D. Mavroudis, Predictive and
prognostic value of peripheral blood cytokeratin-19 mRNA-positive cells detected by
real-time polymerase chain reaction in node-negative breast cancer patients. J Clin
Oncol 24 (2006) 3756-62.

. S. Braun, F.D. Vogl, B. Naume, W. Janni, M.P. Osborne, R.C. Coombes, G. Schlimok,

L.J. Diel, B. Gerber, G. Gebauer, J.Y. Pierga, C. Marth, D. Oruzio, G. Wiedswang,
E.F. Solomayer, G. Kundt, B. Strobl, T. Fehm, G.Y. Wong, J. Bliss, A. Vincent-
Salomon, and K. Pantel, A pooled analysis of bone marrow micrometastasis in breast
cancer. N Engl J Med 353 (2005) 793-802.

. P. Friedl, and K. Wolf, Tumour-cell invasion and migration: diversity and escape

mechanisms. Nat Rev Cancer 3 (2003) 362-74.

. J.J. Christiansen, and A.K. Rajasekaran, Reassessing epithelial to mesenchymal transition

as a prerequisite for carcinoma invasion and metastasis. Cancer Res 66 (2006) 8319-
26.

. P. Wulfing, J. Borchard, H. Buerger, S. Heidl, K.S. Zanker, L. Kiesel, and B. Brandt,

HERZ2-positive circulating tumor cells indicate poor clinical outcome in stage I to III
breast cancer patients. Clin Cancer Res 12 (2006) 1715-20.

. V. Bozionellou, D. Mavroudis, M. Perraki, S. Papadopoulos, S. Apostolaki, E.

Stathopoulos, A. Stathopoulou, E. Lianidou, and V. Georgoulias, Trastuzumab

65



Irodalomjegyzék

administration can effectively target chemotherapy-resistant cytokeratin-19 messenger
RNA-positive tumor cells in the peripheral blood and bone marrow of patients with
breast cancer. Clin Cancer Res 10 (2004) 8185-94.

90. M.J. Bosma, and A.M. Carroll, The SCID mouse mutant: definition, characterization, and
potential uses. Annu Rev Immunol 9 (1991) 323-50.

91. G.C. Bosma, M. Fried, R.P. Custer, A. Carroll, D.M. Gibson, and M.J. Bosma, Evidence
of functional lymphocytes in some (leaky) scid mice. J Exp Med 167 (1988) 1016-33.

92. E.M. Pantelouris, Athymic development in the mouse. Differentiation 1 (1973) 437-50.

93. ML.E. Gershwin, B. Merchant, M.C. Gelfand, J. Vickers, A.D. Steinberg, and C.T. Hansen,
The natural history and immunopathology of outbred athymic (nude) mice. Clin
Immunol Immunopathol 4 (1975) 324-40.

94. C.1. Spiridon, S. Guinn, and E.S. Vitetta, A comparison of the in vitro and in vivo
activities of IgG and F(ab")2 fragments of a mixture of three monoclonal anti-Her-2
antibodies. Clin Cancer Res 10 (2004) 3542-51.

95. M. Edidin, and T. Wei, Lateral diffusion of H-2 antigens on mouse fibroblasts. J Cell Biol
95 (1982) 458-62.

96. P.M. Smith-Jones, D.B. Solit, T. Akhurst, F. Afroze, N. Rosen, and S.M. Larson, Imaging
the pharmacodynamics of HER2 degradation in response to Hsp90 inhibitors. Nat
Biotechnol 22 (2004) 701-6.

97.J. Szollosi, S. Damjanovich, M. Balazs, P. Nagy, L. Tron, M.J. Fulwyler, and F.M.
Brodsky, Physical association between MHC class I and class II molecules detected on
the cell surface by flow cytometric energy transfer. J Immunol 143 (1989) 208-13.

98. J. Szollosi, L. Matyus, L. Tron, M. Balazs, I. Ember, M.J. Fulwyler, and S. Damjanovich,
Flow cytometric measurements of fluorescence energy transfer using single laser
excitation. Cytometry 8 (1987) 120-8.

99. Z. Rakosy, L. Vizkeleti, S. Ecsedi, Z. Voko, A. Begany, M. Barok, Z. Krekk, M. Gallai,
Z. Szentirmay, R. Adany, and M. Balazs, EGFR gene copy number alterations in
primary cutaneous malignant melanomas are associated with poor prognosis. Int J
Cancer 121 (2007) 1729-37.

100. J. Szollosi, M. Balazs, B.G. Feuerstein, C.C. Benz, and F.M. Waldman, ERBB-2
(HER2/neu) gene copy number, p185HER-2 overexpression, and intratumor
heterogeneity in human breast cancer. Cancer Res 55 (1995) 5400-7.

101. C.I. Spiridon, M.A. Ghetie, J. Uhr, R. Marches, J.L. Li, G.L. Shen, and E.S. Vitetta,
Targeting multiple Her-2 epitopes with monoclonal antibodies results in improved
antigrowth activity of a human breast cancer cell line in vitro and in vivo. Clin Cancer
Res 8 (2002) 1720-30.

102. D. Flieger, R. Gruber, G. Schlimok, C. Reiter, K. Pantel, and G. Riethmuller, A novel
non-radioactive cellular cytotoxicity test based on the differential assessment of living
and killed target and effector cells. ] Immunol Methods 180 (1995) 1-13.

66



Irodalomjegyzék

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

J. O'Brien, I. Wilson, T. Orton, and F. Pognan, Investigation of the Alamar Blue
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur J
Biochem 267 (2000) 5421-6.

R.C. Gonzalez, R.E. Woods, and S.L. Eddins, Segmentation using the watershed
transform. In: Digital image processing using Matlab. Upper Saddle River, NJ:
Pearson Prentice Hall: 2004 p. 417-425.

M.J. Polyak, and J.P. Deans, Alanine-170 and proline-172 are critical determinants for
extracellular CD20 epitopes; heterogeneity in the fine specificity of CD20 monoclonal
antibodies is defined by additional requirements imposed by both amino acid sequence
and quaternary structure. Blood 99 (2002) 3256-62.

C. Cheers, and R. Waller, Activated macrophages in congenitally athymic "nude mice"
and in lethally irradiate mice. J Immunol 115 (1975) 844-7.

M. Hasui, Y. Saikawa, M. Miura, N. Takano, Y. Ueno, A. Yachie, T. Miyawaki, and N.
Taniguchi, Effector and precursor phenotypes of lymphokine-activated killer cells in
mice with severe combined immunodeficiency (scid) and athymic (nude) mice. Cell
Immunol 120 (1989) 230-9.

B. Leyland-Jones, K. Gelmon, J.P. Ayoub, A. Arnold, S. Verma, R. Dias, and P.
Ghahramani, Pharmacokinetics, safety, and efficacy of trastuzumab administered
every three weeks in combination with paclitaxel. J Clin Oncol 21 (2003) 3965-71.

M.L. Thomas, The leukocyte common antigen family. Annu Rev Immunol 7 (1989) 339-
69.

J. Irie-Sasaki, T. Sasaki, W. Matsumoto, A. Opavsky, M. Cheng, G. Welstead, E.
Griffiths, C. Krawczyk, C.D. Richardson, K. Aitken, N. Iscove, G. Koretzky, P.
Johnson, P. Liu, D.M. Rothstein, and J.M. Penninger, CD45 is a JAK phosphatase and
negatively regulates cytokine receptor signalling. Nature 409 (2001) 349-54.

67



Kozlemények

9. KOZLEMENYEK

Az értekezéshez felhasznalt kozlemények

L Barok M., Isola J., Pélyi-Krekk Zs., Nagy P., Juhdsz 1., Vereb Gy., Kauraniemi P.,
Kapanen A., Tanner T., Vereb Gy., Sz6l18si J.: Trastuzumab causes ADCC-mediated growth-
inhibition of submacroscopic JIMT-1 breast cancer xenografts despite intrinsic drug

resistance. Molecular Cancer Therapeutics, 6 (2007): 2065-2072. IF: 5,131

> Barok M., Balizs M., Nagy P, Rakosy Zs., Treszl A., Téth E., Juhasz 1., Park J.W.,
Isola J., Vereb Gy., Szollosi J.: Trastuzumab decreases the number of circulating and
disseminated tumor cells despite trastuzumab resistance of the primary tumor. Cancer Letters,

kozlésre elfogadva IF: 3.277

Egyéb kozlemények

L Pélyi-Krekk Zs, Barok M., Isola J., Tammi M., Szollosi J., Nagy P.: Hyaluronan-
induced masking of ErbB2 and CD44-enhanced trastuzumab internalization in trastuzumab

resistant breast cancer. European Journal of Cancer, 2007 Sep 30. IF: 4,167

2. Rakosy Zs., Vizkeleti L., Ecsedi S., Voko Z., Bégany A, Barok M., Krekk Zs., Gallai
M., Szentirmay Z., Adany R., Baldzs M.: EGFR gene copy number alterations in primary
cutaneous malignant melanomas are associated with poor prognosis. International Journal of

Cancer 2007 Oct 15;121(8):1729-37. IF: 4,693

3. Palyi-Krekk Zs, Barok M., Kovacs T., Saya H., Nagano O., Sz6lldsi J., Nagy P.: EGFR
and ErbB?2 are functionally coupled to CD44 and regulate CD44 shedding. elbirdlds alatt

4. Barok M., Baldzs M., Lazar V., Rékosy Zs., Té6th E., Treszl A., Park J.W., Vereb Gy.,

Sz6118si J.: Characterization of a trastuzumab resistant novel breast cancer cell line by CGH

and FISH. kézirat

68



Kozlemények

Absztraktok
L Pélyi-Krekk Zs., Barok M., Tammi M., Isola J., Vereb Gy., Nagy P., Szolldsi J.: The
role of CD44 in the malignant phenotype of a trastuzumab resistent breast cancer cell line.

Cytometry Part A 71A (7): 527-527 Jul. 2007.

2 Barok M., Juhasz 1., Balazs M., Park J. W., Isola J, Fazekas Z., Vereb Gy., Szo6ll0dsi J.:
Herceptin® resistant breast cancer xenografts can be influenced by early trastuzumab

treatment. FEBS Journal 272: 302-302 Suppl. 1, Jul. 2005.

3. Barok M., Szincsdk N., Treszl A., Baldzs M., Vereb Gy., Sz6ll0si J.: Examination of a
Herceptin resistant breast cancer cell line in SCID mouse model. 3 rd Hungarian Cell Analysis

Conference, 16-18 May 2002. Budapest, Hungary, Cytometry, 2003. 56A, Number2, 127.

4. Sebestyén Zs., Krekk Zs., Nagy P., Vereb Gy., Balogh L., Barok M., Bardos H.,
Damjanovich S., Szo116si J.: Heteroassociations of erbB molecules on breast tumor cell lines.

Cytometry 2001, 46: 212.

5 Nagy P., Jenei A., Kirsch A. K., Balogh L., Barok M., Damjanovich S., Jovin TM.,
Sz6118si J.: Small and large scale clustering of the erbB2 receptor tyrosine kinase on quiescent
and stimulated cells detected by scanning near-field optical microscopy. Cytometry 42 (2):

152-152 Apr. 15. 2000.

Eléadasok és poszterek

LAz antitestfiiggd sejtkozvetitett citotoxicitds (ADCC) szerepe a trastuzumab
hatdsmechanizmusdban. A Magyar Kisérletes ¢és Klinikai Farmakoldgiai Tarsasdg
Immunfarmakolégiai Szekcidjdnak és a Debreceni Akadémiai Bizottsdg Kisérletes
Farmakoldgiai Munkabizottsdgdnak tudoményos iilése, 2006. 12. 12., (el6adés)

% Szemléletvéltds a Herceptin-rezisztencia kérdésében? V. Magyar Sejtanalitikai

Konferencia, Budapest, 2006., (poszter)

69



Kozlemények

* Korai Herceptin® terdpia Herceptin® rezisztens emldrdk xenograftokban. A Magyar

Biofizikai Tarsasdg XXII. Kongresszusa, Debrecen, 2005. junius 26-29., (poszter)

Herceptin® resistant breast cancer xenografts can be influenced by early trastuzumab
treatment. 30" FEBS Congress and 9" TUBMB Conference, 2-7 July 2005; Budapest,
Hungary, (poszter)
> Detection of circulating micrometastasis in Herceptin® resistant breast cancer xenografts.

EACR 18, 3-6 July 2004, Innsbruck, Austria, (poszter)

6.

7z

. - . p . ® . - yo
Mikrometasztazisok  kimutatdsa Herceptin rezisztens és érzékeny emlOrdk

xenograftokban. IV. Magyar Sejtanalitikai Konferencia, 2004., (poszter)

Herceptin® rezisztens emlOétumor sejtvonal vizsgilata SCID egér modellben. III. Magyar

Sejtanalitikai Konferencia, Budapest, 2002., (poszter)

70



Kozlemények kiilonlenyomatai

10. AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK
KULONLENYOMATAI

71



