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TRASTUZUMAB F(AB)2 PREPARALASA ES IN VITRO
KARAKTERIZALASA

A trastuzumab olyan, tumor terdpidban alkalmazott ErbB2 célponti humanizalt
monoklonadlis antitest, melyre egyszerre jellemzd a terapias siker €s a magas
rezisztencia arany. Mig a trastuzumab az ErbB2 leszabalyozasat fokozza, egy
masik antitest, a pertuzumab az ErbB2 dimerizacios karjadhoz kotddve annak
heterodimerizaciojat gatolja. Allatkisérletek alapjan kombinacidjuk javithatja a
kezelés kimenetelét, akdr molekularis szintli folyamatok miatt (pl.
hiperkeresztkotés alapu FErbB2 internalizdcié fokozddas), akéar sztérikusan
komplementer kotdhelyeket kindlva NK-sejtek szamara az ADCC folyamatiban.
Ezen bioldgiai utak elkiilonitésére nyilhat mod az antitestek Fc rész nélkiili, F(ab)2
fragmentumainak vizsgéalataval. A kisérletek elsd fazisdban létrehoztuk ezeket a
fragmenteket és 0sszehasonlitast végeztiink intakt parjaikkal in vitro.

Trastuzumab és pertuzumab F(ab)2-t pepszin-agaréz emésztéssel és gélszliréssel
nyertiink. Az antitestek kotoképességét és az Fc rész hidnyat immunfluoreszcens
jeloléssel aramlasi citométeren vizsgaltuk. A Ki értékeket in vitro MTT alapu
proliferacios kisérletekben hataroztuk meg. Az ADCC vizsgélatat frissen izolalt
human mononuklearis sejtekkel, valds idejii sejtadhézios esszével végeztiik.

Mivel a protein A és protein G a varakozassal ellentétben a F(ab)2-t is
megkotottek, méretre €s ionerdsségre optimalizalt gél kromatografiat hasznaltunk
a megfeleld méretli fragmentumok szeparalasara. Az Fc rész hianyat poliklonalis
anti-Fc immunfluoreszcencias jeloléssel igazoltuk.

Az Fc régié hidnya nem befolyésolta jelentdsen az antitestek 6nallé in vitro hatasat
egyetlen mérhetd kiilonbség a pertuzumab F(ab)2-nek a teljes antitesthez képest
kiss¢ megndvekedett ErbB1-ErbB2 dimerizaciot gatld képessége volt, mely a
csOkkent Ki értékben is vissza tiikr6z6dott. Az in vitro proliferacios kisérletekben a
két antitest kombinacidja additiv hatdsunak tlint mind a teljes antitestek, mind a
F(ab)2 esetében.

Az ADCC alapu o6lési kisérletben az F(ab)2 nem fejtett ki hatast, mig a teljes
antitest medialta az dlést.

A tovébbiakban a rendelkezésre allo antitest €s F(ab)2 készlettel az in vivo
kisérletek fogjuk elvégezni.
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