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POVZETEK

Odkritje monoklonskih protiteles je pomenilo znatno izboljsanje klini¢nih izidov pri
zdravljenju B-celi¢cnih limfomov in levkemij. Zaradi heterogenosti poteka bolezni in
razli¢nih odzivov posameznikov na terapijo pa predstavlja izziv iskanje novih terapevtskih
pristopov, s katerimi bi lahko premostili pojav rezistenc in neodzivnosti na zdravljenje.

V magistrski nalogi smo vrednotili sinergisticne ucinke terapevtskih monoklonskih
protiteles z agonisti receptorja EP4 pri B-celi¢nih limfomih in levkemijah. S tem namenom
smo najprej ovrednotili citotoksi¢nost monoklonskih protiteles v odvisnosti od prisotnosti
komponent komplementa in vitro. Izbrali smo monoklonska protitelesa usmerjena proti
celicnemu oznacevalcu CD20 (rituksimab, ofatumumab in obinutuzumab) in CD52
(alemtuzumab), ki se uporabljajo v terapiji B-celi¢nih obolenj. U¢inek monoklonskih
protiteles smo testirali na celi¢ni liniji Burkittovega limfoma Ramos ter na celi¢ni liniji
kroni¢ne limfocitne levkemije MEC1. Metabolno aktivnost celic smo ugotavljali s testom
MTS. Potrdili smo, da je pri monoklonskih protitelesih skupine I (rituksimab, ofatumumab)
glavna pot delovanja s komplementom posredovana citotoksi¢nost, medtem ko citotoksi¢ni
ucinki obinutuzumaba, Ki spada v skupino Il, niso odvisni od razpolozljivosti komponent
komplementa.

V predhodnih $tudijah so ugotovili, da aktivacija prostaglandinskega receptorja EP4, ki se
nahaja na limfocitih B, inhibira NF-«B signalno pot, kar vodi v apoptozo malignih limfocitov
B. Preko inhibicije NF-xB inducirajo apoptozo tudi anti-CD20 monoklonska protitelesa zato
smo zeleli ugotoviti, ali Skupaj delujejo sinergisti¢no. Uporabili smo agonista receptorja EP4
PgE1-OH in L-902,688 ter monoklonska protitelesa rituksimab, ofatumumab in
obinutuzumab. Primerjali smo citotoksi¢ne uc¢inke agonista receptorja EP4, monoklonskega
protitelesa in njune kombinacije na celi¢nih linijah Ramos in MEC1. Na celi¢ni liniji Ramos
smo ugotovili sinergisti¢no delovanje rituksimaba in ofatumumaba v kombinaciji s spojino
L-902,688. Za oba so v predhodnih $tudijah Ze potrdili sinergisti¢éne uc¢inke s PQE1-OH.
Obinutuzumab je izkazal moc¢ne sinergisti¢ne u¢inke z obema agonistoma receptorja EP4 na
celi¢ni liniji MECI1. Sinergisti¢éne u¢inke smo potrdili tudi s programom CompuSyn. S
preto¢no citometrijo smo pokazali, da PgE1-OH in L-902,688 ne modulirata ekspresije
celi¢nega oznacevalca CD20.

Z naso raziskavo smo in vitro pokazali, da bi lahko bila kombinacija agonistov receptorja
EP4 in monoklonskih protiteles usmerjenih proti CD20 potencialni nov terapevtski pristop
pri zdravljenju B-celi¢nih levkemij in limfomov.

Kljuéne besede: kroni¢na limfocitna levkemija (KLL), anti-CD20 monoklonska protitelesa,
rituksimab, ofatumumab, obinutuzumab, receptor EP4, PgE1-OH, L-902,688, sinergizem

VII
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ABSTRACT

Monoclonal antibodies dramatically improved treatment strategies of B-cell malignancies
through past few years. However, B-cell lymphoma and leukaemia are very heterogeneous
diseases and treatment outcomes are unpredictable due to resistance and non-responsiveness
to current treatment options. Thus, there is persistent need to search for new treatment
options.

In my master thesis | evaluated synergistic effect of therapeutic monoclonal antibodies and
EP4 receptor agonists in vitro. First, | evaluated cytotoxicity of monoclonal antibodies under
limited availability of complement in vitro. We tested monoclonal antibodies that are
commonly used in treatment for B-cell malignancies, namely, anti-CD20 (rituximab,
ofatumumab, obinutuzumab) and anti-CD52 (alemtuzumab). Experiments were carried on
Burkitt lymphoma cell line Ramos and chronic lymphocytic leukemia cell line MEC1. Cell
viability was evaluated by MTS metabolic activity assay. We demonstrated that the key
mechanism of action of type | monoclonal antibodies is complement dependent cytotoxicity,
while efficacy of type Il monoclonal antibody, obinutuzumab did not depend on complement
level.

Previous studies demonstrated that activation of prostaglandin receptor EP4, which is
located on surface of B lymphocytes, inhibits NF-xB signal pathway and leads to apoptosis
of malignant B lymphocytes. Anti-CD20 monoclonal antibodies also inhibits NF-xB
pathway, thus we hypothesised that EP4 agonists and anti-CD20 monoclonal antibodies may
act synergistically. Synergistic effects of monoclonal antibodies rituximab, ofatumumab and
obinutuzumab and EP4 agonists, PgE1-OH and L-902,688 were investigated in vitro.
Cytotoxicity of monoclonal antibody, EP4 agonist and combination of both was compared
on cell lines Ramos and MEC1. We observed strong synergistic effects of ofatumumab and
rituximab in combination with L-902,688 on cell line Ramos. Both monoclonal antibodies
have already shown synergistic effects with PGQE1-OH in previous studies. Obinutuzumab
acted synergistically with PgE1-OH and L-902,688 on cell line MECL1. Synergistic effects
were confirmed with program CompuSyn, which evaluates synergistic effect by calculating
combination index of multiple drugs. We have also shown by using flow cytometry that EP4
agonists, Pge1-OH and L-902,688 do not modulate CD20 expression. Thus, they do not
impact cytotoxicity of monoclonal antibodies.

In my master thesis | demonstrated that combination of EP4 receptor agonists and
monoclonal antibodies against surface antigen CD20 could be a potential therapeutic
approach for the treatment of B-cell lymphoma and leukaemia.

VIl
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Keywords: chronic lymphocytic leukaemia (CLL), anti-CD20 monoclonal antibody,
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SEZNAM OKRAJSAV

ADCC

CDC

CD
CD20+
CD52+
DMSO
DNA
ECso
EP4
FACS
FBS
FDA
Ki

Kl
KLL
L-902,688
LAF
MAC

MTS

NADPH

PBS

s protitelesi posredovana citotoksi¢nost (ang. Antibody dependent cell

cytotoxicity)

s komplementom posredovana citotoksi¢nost (ang. Complement dependent

cytotoxicity)

celi¢ni oznacevalec (ang. cluster od differentiation)

celica, pozitivna na CD20+

celica, pozitivna na CD52+

dimetilsulfoksid

deoksiribonukleinska kislina

srednja efektivna koncentracija

prostaglandinski receptor EP4 (angl. Prostaglandin E2 receptor, type 4)
preto¢na citometrija (ang. fluorescence activated cell sorting)

fetalni goveji serum (ang. Fetal bovine serum)

Zvezna agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration)
konstanta inhibicije

kombinacijski indeks

kroni¢na limfocitna levkemija (ang. chronic lymphocytic leukemia)
selektivni agonist receptorja EP4

laminarni pretok zraka (ang. laminar air flow)

kompleks, ki napade celico (ang. membrane attack complex)

3-(-4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazolijeva sol
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

fosfatni pufer z NaCl (ang. Phospate buffered saline)
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PgE1-OH prostaglandin E1 alkohol

PGE2 prostaglandin E2

ROS reaktivne kisikove spojine

RPMI vrsta medija (ang. Roswell Park Memorial Institute)
T temperatura

uv ultravijoli¢na svetloba
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1 UvoD

1.1 Limfomi in levkemije

Levkemije in limfomi so krvni raki, ki prizadenejo celice limfati¢nega izvora. Za levkemije
je znacilna klonska proliferacija limfocitov v kostnem mozgu. Levkemije delimo glede na
izvor celic na B-celi¢ne, T-celicne in mieloi¢ne (1). Limfomi so heterogena skupina
novotvorb, ki nastanejo zaradi nenadzorovanega razra$c¢anja limfocitov T, limfocitov B ali

celic ubijalk (NK) v primarnih ali sekundarnih limfati¢nih tkivih (2, 3).

1.1.1 Burkittov limfom

Burkittov limfom je zelo agresiven B-celi¢ni limfom in najhitreje rasto¢i humani tumor. Za
Burkittov limfom je znacilna kromosomska translokacija gena, ki aktivira onkogen c-MYC
ter povisana ekspresija BCL-2. Pojavlja se tudi mutacija transkripcijskega dejavnika TCF-
2, ki igra pomembno vlogo pri diferenciaciji limfocitov B (4). Povecano tveganje za razvoj
bolezni predstavljajo okuzbe z Epstein-Barr virusom, malarija in okuzbe z virusom HIV.
Posledi¢no se Burkittov limfom pojavlja najpogosteje v Afriki, Braziliji in Papuanski Novi
Gvineji. Zbolijo najpogosteje otroci, mediana starosti, pri kateri je odkrita bolezen, je 8 let

(5). Bolezen je diagnosticirana Stirikrat pogosteje pri fantih kot pri deklicah (5, 6).

Zdravljenje Burkittovega limfoma je odvisno od razgirjenosti bolezni. Ce je bolezen
lokalizirana, se jo najprej zdravi operativno in nato s kemoterapijo. Za zdravljenje
Burkittovega limfoma, ki zajema ve¢ bezgavk, se uporabljajo visoke doze kemoterapije
(ciklofosfamid, vinkristin, doksorubicin, kortikosteroid) in metotreksata. Stevilo ciklov je
dologeno glede na agresivnost in razsirjenost bolezni. Ce po drugem ciklusu ni doseZen
popoln odgovor, kar pomeni remisijo brez znakov bolezni, vkljucijo v shemo zdravljenja
rituksimab. Kadar odgovor ni dosezen niti po 4. ciklusu, sledi terapija R-DA-EPOCH, ki
vkljucuje rituksimab, etopozid, vinkristin, doksorubicin, ciklofosfamid in kortikosteroid. V
razvitih drzavah s tak$no terapijo dobro obvladujejo bolezen. V primeru ponovitve bolezni
je prognoza sicer slabsa, saj Ze pri prvem zdravljenju uporabijo agresivno kemoterapijo. V
drzavah v razvoju so rezultati zdravljenja slabsi. Bolezen je mnogokrat odkrita prepozno,
bolniki zdravljenja ne zakljucijo zaradi previsokih stroskov ali umrejo zaradi stranskih

ucinkov, saj ni zadostne zdravstvene oskrbe med zdravljenjem (6).
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1.1.2 Kroni¢na limfocitna levkemija

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je najpogostejSa levkemija v zahodnem svetu (7).
Prizadene ve¢inoma starej$o populacijo. Mediana starosti ob diagnozi je 72 let. Pojavlja se
dvakrat pogosteje pri moskih kot pri zenskah (8). Za KLL je znacilen razrast CD5+
limfocitov B v krvi, kostnem mozgu, bezgavkah in vranici. Bolezen je pogosto
asimptomatska in jo odkrijejo nakljuéno pri krvnih preiskavah, najbolj oiten simptom pa je
povedanje bezgavk. Studije kaZejo, da imajo svojci bolnikov s KLL 2 do 7 — krat vegje
tveganje za pojav bolezni. V ogrozeno skupino spadajo tudi bolniki okuZeni z virusom
hepatitisa C ali z virusom HIV, saj je incidenca bolezni pri njih signifikantno visja. Ugotovili
so tudi povecano tveganje za razvoj bolezni pri osebah izpostavljenih herbicidu »Agent
Orange, niso pa bile ugotovljene povezave z izpostavljenostjo ionizirajo¢emu sevanju (9).

Iniciator KLL so obi¢ajno kromosomske strukturne mutacije:

e Delecija 13914 se pojavlja v 55 % primerov KLL. Odkrili so, da sta v tem segmentu
DNA locirani miRNA 15ain 16-1, ki sta klju¢nega pomena za patogenezo levkemije.
Delecija napoveduje dobro prognozo, mediana prezivetja je 111 do 133 mesecev
(8,10).

e Delecija 11qg se pojavlja v 10 % primerov KLL. Segment vsebuje gen Ataxia-
telangiectasia mutated ATM, ki kodira kinazo odgovorno za odziv na poskodbe
DNA. Delecija obi¢ajno povzro¢i hiter razvoj bolezni in zmanjsa prezivetje, mediana
prezivetja je 79 mesecev (8, 10).

e Trisomija 12 se pojavlja v 10 — 20 % primerov KLL, vendar njen pomen $e ni
povsem pojasnjen. Mediana prezivetja pri bolnikih s to mutacijo je 5 let (8, 11).

e Delecija 17p se pojavlja v 5 — 8 % primerov KLL. Vsebuje segment 17p13, Kkjer je
lociran gen TP53, pomemben tumor supresorski gen. Bolniki s to delecijo so
rezistentni na kemoterapijo, ¢esar ne izboljsa niti dodatek anti-CD20 monoklonskih
protiteles. Zato takSna mutacija pomeni zelo slabo prognozo za bolnika, mediana

prezivetja je 32 mesecev (8, 10, 12, 13).

1.1.3 Strategije zdravljenja KLL

KLL je heterogena bolezen, zato zdravljenje ni enoli¢no dolo¢eno. Odvisno je od stadija

bolezni, simptomov, fizi¢nega stanja bolnika in genetskega ozadja (Preglednica II).
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Za dolocevanje razsirjenosti bolezni se uporabljata dva sistema in sicer petstopenjski sistem

po Raiju in tristopenjski sistem po Binetu. Oba sistema temeljita na laboratorijskih

preiskavah ter klini¢nem pregledu bolnika. V Evropi se uporablja sistem po Binetu

(Preglednica 1), ki bolnike uvrsti v eno od treh skupin A, B, C; na podlagi ¢esar se doloci

zdravljenje.

Preglednica I: Kriteriji za doloc¢evanje stadija bolezni po Binetu pri bolnikih s KLL. Povzeto po (14, 15)

Stadij Kriterij

A o
[ ]

Anemija ni prisotna

Trombocitopenija ni prisotna

Prizadeta so manj kot tri podro¢ja limfaticnega tkiva
Anemija ni prisotna

Trombocitopenija ni prisotna

Prizadeta so 3 ali ve¢ podrocij limfati¢nega tkiva
Prisotna anemija (hemoglobin < 10 g/dl) in/ali

Prisotna trombocitopenija (trombocitov < 100.000/mm?d)

Stevilo prizadetih podroéij ni pomembno

Terapija cilja razli¢ne tarCe, pri ¢emer Se uporablja:

e Citostatike — klorambucil, fludarabin in bendamustin

e Monoklonska protitelesa usmerjena proti CD20 (rituksimab, ofatumumab,

obinutuzumab) in CD52 (alemtuzumab)

e Ucinkovine, ki delujejo na signaliziranje B-celi¢nega receptorja (BCR) — inhibitor

fosfatidilinozitol 3-kinaze idelalisib in inhibitor Brutonove tirozin kinaze ibrutinib

e Antagonista anti-apoptoti¢nega proteina BCL-2 — venetoklaks

e Imunomodulatorno uc¢inkovino — lenalidomid, ki se uporablja pri zdravljenju
relapsov KLL (12).
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Preglednica Il: Smernice prvega zdravljenja bolnikov s KLL. Povzeto po (12)

Stadij bolezni Fizi¢no stanje Del(17p) Terapija
(Binet) bolnika
AinB Dobra splosna DA ali NE Zdravljenje ni indicirano.
kondicija Spremljanje bolnika.
Dobra splosna NE R-FC ali BR (starejsi od 65 let v dobri splo$ni
kondicija, mlajsi od kondiciji)
65 let DA ibrutinib ali idelalisib + rituksimab ali alogeni¢na
PKMC
c Starejsi od 65 let, NE Rituksimab ali ofatumumab ali obinutuzumab +
slabsa splo$na klorambucil ali ibrutinib
kondicija DA Ibrutinib, alemtuzumab, visoke doze rituksimaba

ali ofatumumaba
Del(17p) = delecija 17p; R-FC = kombinacija rituksimab, fludarabin, klorambucil; BR = bendamustim,
rituksimab; PKMC = presaditev krvotvornih mati¢nih celic

Bolezen se pogosto ponovi v prvih dveh letih po zaklju¢enem zdravljenju. Zdravljenje
ponovitve obi¢ajno zajema agresivnej$o terapijo, ki zajema eno od moznosti: idelalisib +
rituksimab ali ibrutinib; venetoklas, kombinacijo ibrutiniba ali venetoklaksa z anti-CD20
monoklonskimi protitelesi (12). Po najnovejsih evropskih smernicah je alemtuzumab
predlagan le Se za bolnike z delecijo 17p, zaradi slabe odzivnosti na fludarabin, vendar se
vseeno rajsi odlo¢ijo za zdravljenje z ibrutinubom, lenalidomidon, venetoklaksom in anti-
CD20 monoklonskimi protitelesi (16). Za bolnike s KLL v dobri splo$ni kondiciji predstavlja
moznost zdravljenja tudi alogenic¢na presaditev krvotvornih mati¢nih celic, ki pa je tvegan
postopek (12).

1.2 Monoklonska protitelesa usmerjena proti celit(nemu oznacevalcu
CD20

Celi¢ni oznacevalec CD20 je neglikoziliran protein z molekulsko maso okoli 35 kDa, ki se
nahaja na celicni membrani B-limfocitov. Na povrsini celice so molekule organizirane v
dimere in tetramere (17). Njegova naloga je regulacija procesov inicializacije in
diferenciacije celi¢nega cikla. Pojavlja se na 90 % B-limfocitov. Izrazajo ga pre-B limfociti,
zreli B-limfociti, aktivirani limfociti in spominske celice, ne pojavlja pa se na plazmatkah
ali v drugem tkivu. Tako predstavlja dobro taro za zdravljenje limfomov in levkemij (18—
20).

Prvo monoklonsko protitelo usmerjeno proti celicnemu oznacevalcu CD20, ki Se vedno
ostaja zlati standard, je bil rituksimab. Gre za himerno monoklonsko protitelo in spada v

prvo generacijo razvoja monoklonskih protiteles. V drugo generacijo spadajo humanizirana
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in humana monoklonska protitelesa, ki $e nimajo spremenjene Fc regije (ofatumumab,
veltuzumab, ocrelizumab). V tretji generaciji razvoja so humana monoklonska protitelesa,
ki imajo modificirano Fc regijo in s tem boljSo afiniteto do FcyRIlla receptorja (Slika 1)
(21).
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g odobren s strani FDA klinigne &tudije
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Slika 1: Razvoj monoklonskih protiteles usmerjenih proti celicnem oznac¢evalcu CD20. Prirejeno po (22,
23).

Glede na mehanizem delovanja delimo anti-CD20 monoklonska protitelesa v skupini 1'in 11
(Preglednica I11). Vecina do sedaj razvitih monoklonskih protiteles usmerjenih proti CD20
spada v skupino I (rituksimab, ofatumumab, veltuzumab, ocaratuzumab). Za njih je znacilno,
da inducirajo mocnejSo s komplementom posredovano citotoksicnost (CDC) in s
protitelesom posredovano citotoksi¢nost (ADCC) ter v manj$i meri inducirajo apoptozo v

primerjavi z monoklonskimi protitelesi skupine Il (Slika 2).

Moénejsa ADCC

Moc¢neje inducirana direktna celi¢na smrt MAb
skupina |ﬁ% Komplement
5o % CD20 ) | FeyRllla
X
, ©9 Effector
oo cell MAb = monoklonska protitelo
o ADCC = s protitelesom posredovana

citotoksi¢nost
CDC = s komplementom posredovana
citotoksi¢nost

Slika 2: Primerjava citotoksi¢nih udinkov posredovanih z monoklonskimi protitelesi skupine II s
skupino I. Prirejeno po (24).
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Preglednica lll: Povzetek glavnih znacilnosti terapevtskih monoklonskih protiteles po skupinah. Povzeto po (25).

S_kupl_na : Skupina Il
(rituksimab, (obinutuzumab)
ofatumumab)
Modificirana Fc regija Ne Da
Glikozilacija Ne Da
ADCC 11 11
CDhC m -
Programirana celi¢na
smrt T e

1.2.1 Rituksimab
Rituksimab je himerno monoklonsko protitelo usmerjeno proti celicnemu oznacevalcu
CD20. Po mehanizmu delovanja spada v skupino I. Citotoksi¢ne uc¢inke posreduje preko

CDC, ADCC in indukcije programirane celi¢ne smrti (26).

Rituksimab je bil odobren pod imenom Rituxan® v Ameriki leta 1997, v Evropi pa leta 1998
pod imenom MabThera®. Indiciran je za zdravljenje limfomov, KLL in v kombinaciji z
metotreksatom za zdravljenje bolnikov z revmatoidnim artritisom (19, 26, 27). Klini¢ne
Studije kazejo, da dodatek rituksimaba k shemi fludarabin, ciklofosfamid (FC) izboljsa izide
zdravljenja. Hallek in sodelavci so v kliniéni $tudiji CLLS, v kateri je sodelovalo 817 prej
nezdravljenih bolnikov v dobri splos$ni kondiciji, ugotovili, da je ob dodatku rituksimaba
popolno remisijo doseglo 44 % bolnikov, v primerjavi s shemo FC, kjer je doseglo popolno
remisijo 22 % bolnikov (28). V klini¢ni $tudiji REACH, v kateri je sodelovalo 552 bolnikih,
ki se jim je bolezen ponovila, je bila popolna remisija z FCR dosezena v 24,3 % primerov,
v primerjavi z 13,0 % ob uporabi sheme FC (28). Rituksimab je razmeroma varno zdravilo,
njegov glavni stranski u¢inek pa je infuzijska reakcija. Povecana je tudi moznost bakterijskih
in virusnih infekcij, Se posebno reaktivacija hepatitisa B, poleg tega se pojavlja Se

neutropenija (28-30).
Rezistenca na rituksimab

Kljub pomembnim dosezkom rituksimaba pri zdravljenju levkemij in limfomov, veliko
bolnikov postane rezistentnih ali pa niso odzivni na monoterapijo. Eden izmed razlogov za
neodzivnost na zdravljenje je polimorfizem posameznega nukleotida v genu, ki kodira

FcyRIlla receptor. Posledica tega je zmanjsana afiniteta Fc receptorja za rituksimab, kar se
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kaze v zmanjSani ADCC (21). Manj ucinkovita ADCC je lahko tudi posledica vezave
komponente komplementa C1q na Fc regijo monoklonskega protitelesa, zaradi ¢esar z njim

ne morejo interagirati efektorske celice (29).

Citotoksicni u¢inki rituksimaba posredovani preko CDC so odvisni od ekspresije CD20, zato
nizka ekspresija CD20 pomeni tudi slabsi odziv na zdravljenje. Studije kaZejo, da se
ekspresija CD20 zniza po dolgotrajni izpostavljenosti celic rituksimabu (31). Drugi
mehanizem znizanja ekspresije CD20 je znan pod izrazom »shaving«. Gre za pojav, pri
katerem efektorske celice prepoznajo kompleks rituksimab-CD20 in namesto, da bi celice
ubijalke (NK, ang. natural killer cells) inducirale ADCC, monociti odstranijo kompleks (21,
31, 32). Na razvoj rezistence na rituksimab vpliva tudi koncentracija komplementa
inhibitornih proteinov CDS55 in CDS59. Povecana koncentracija le-teh pomeni manjso
indukcijo CDC. Prav tako lahko manj$o odzivnost na terapijo na racun CDC pri¢akujemo
pri bolnikih, ki imajo iz¢rpane komponente komplementa zaradi dolgotrajne izpostavljenosti

terapiji z monoklonskimi protitelesi (29, 32).

Studije kaZejo, da veckratna izpostavljenost rituksimabu povzrodi zniZano ekspresijo
proapoptoti¢nih proteinov BAX in BAK, kar se odraza v rezistenci na apoptozo povzroceno

z rituksimabom (33).

1.2.2 Ofatumumab

Ofatumumab je popolnoma humanizirano monoklonsko protitelo in spada v skupino |
monoklonskih protiteles usmerjenih proti celicnem oznacevalcu CD20. Veze se na
specificen epitop, ki zajema veliko in malo ekstracelularno zanko CD20, na aminokislinske
ostanke 159, 163 in 166. Ta epitop se nahaja bliZje celicni membrani od tistega, na katerega
se veze rituksimab, kar se kaze v u€inkovitejsi CDC v primerjavi z rituksimabom (Slika 3).

Ofatumumab se je izkazal za ucinkovitega tudi pri celicah, ki so bile rezistentne na
rituksimab (21).

FDA je ofatumumab pod imenom Arzerra odobrila leta 2009, EMA pa leta 2010 (34, 35).
Indiciran je v kombinaciji s klorambucilom ali bendamustinom za zacetno zdravljenje
bolnikov s KLL, ki se ne morejo zdraviti z fludarabinom; za zdravljenje bolnikov s KLL, ki
niso odzivni na zdravljenje z fludarabinom in alemtuzumabom ter za zdravljenje bolnikov z

relapsom KLL (v kombinaciji s fludarabinom in ciklofosfamidom) (36).
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Obinutuzumab

Slika 3: Vezavna mesta anti CD20 monoklonskih protiteles. Povzeto po (37).

Slika predstavlja vezavna mesta treh izbranih monoklonskih protiteles usmerjenih proti CD20. Z rdeco je
oznaceno vezavno mesto za ofatumumab, z rumeno za rituksimab, z vijoli¢no pa za obinutuzumab. Vidimo,
da se vezavni mesti za rituksimab in obinutuzumab deloma prekrivata.

In vitro Studije kazejo, da je ofatumumab ucinkovit ze pri nizkih koncentracijah
komplementa, kar je pomembna prednost pred rituksimabom. Raziskave kazejo, da bi lahko
bil ofatumumab resitev za bolnike s pomanjkanjem proteinov komplementa ali z visokim
izrazanjem komplement inhibitornih proteinov (36). Klini¢ne $tudije, ki bi primerjale izide
zdravljenja z ofatumumabom in rituksimabom $e niso bile izvedene. Opravljenih pa je ze
veliko klini¢nih $tudij monoterapije ofatumumaba ter uporabe ofatumumaba v kombinaciji
s citostatiki. Studija COMPLEMENT-1 je vklju¢evala 447 bolnikov z nezdravljeno KLL, ki
niso bili primerni za zdravljenje z fludarabinom. Zdravili so jih s klorambucilom ter
kombinacijo klorambucila in ofatumumaba. V kombinaciji z ofatumumabom so dosegli
mediano prezivetja brez napredovanja bolezni 22,4 mesecev, pri zdravljenju s samim
klorambucilom pa 13,1 mesec. Robak in sodelavci so naredil raziskavo na 365 bolnikih s
ponovljeno KLL. Primerjali so izide zdravljenja FC (kombinacija fludarabin, ciklofosfamid)
in OFC (kombinacija fludarabin, ciklofosfamid in ofatumumab). Popolno remisijo pri
zdravljenju z FC so dosegli pri 7 % bolnikov, z OFC pa pri 27 % bolnikov (28).

Ofatumumab je v sploSnem varno zdravilo. Tako kot pri rituksimabu se tudi pri
ofatumumabu pojavlja infuzijska reakcija, ki se najpogosteje pojavi ob prvi aplikaciji
zdravila, nato pa se stanje izboljSa. Pojavljajo se tudi stranski u¢inki hematoloSke narave,

kot so anemija, trombocitopenija in neutropenija (38).

1.2.3 Obinutuzumab
Obinutuzumab, imenovan tudi GA-101, je novejse monoklonsko protitelo usmerjeno proti

CD20. Gre za popolnoma humanizirano monoklonsko protitelo, ki spada v skupino 1l (21).
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Njegova znacilnost je modificirana veriga Fc regije. Celi¢ne linije, S katerimi proizvajajo
obinutuzumab, so modificirali tako, da prekomerno izrazajo glikozilacijska encima GMP3
in Golgi manozidazo 2 (39). Posledica tega je zmanjSana fukozilacija Fc regije, kar izboljsa
afiniteto do FcyRIlIla na celicah NK (25, 40). Obinutuzumab se veZze deloma na isti epitop
kot rituksimab vendar v druga¢ni konformaciji z molekulo CD20. Posledica tega je 5 do100-
krat mocnejsa ADCC in mocneje inducirana programirana celi¢na smrt, vendar pa nizja

CDC v primerjavi z rituksimabom in ofatumumabom (21).

Obinutuzumab je bil odobren s strani FDA pod imenom Gazyva leta 2013, EMA pa je
zdravilo Gazyvaro odobrila leta 2014 (41, 42). Sprva je bil indiciran za zdravljenje KLL v
kombinaciji s klorambucilom. Kasneje so ga v kombinaciji z bendamustinom odobrili tudi
za zdravljenje folikularnega limfoma pri bolnikih, ki se jim je bolezen ponovila oziroma so
neodzivni na zdravljenje z rituksimabom (25). V klini¢ni $tudiji CLL11, ki je obsegala 781
bolnikov z nezdravljeno KLL s pridruzenimi bolezenskimi stanji, so primerjali izide
zdravljenja obinutuzumaba in rituksimaba v kombinaciji s klorambucilom in zdravljenje s
samim klorambucilom. Rezultati Studije kaZejo, da je obinutuzumab ucinkovitej$i pri
zdravljenju KLL kot rituksimab. S kombinacijo klorambucila in obinutuzumaba so dosegli
mediano prezivetja brez napredovanja bolezni 26,7 mesecev, pri klorambucilu in

rituksimabu 16,3 mesece, pri zdravljenju s samim klorambucilom pa 11,1 mesec (28).

Problem pri zdravljenju z obinutuzumabom predstavljajo stranski uc¢inki. Mo¢na infuzijska
reakcija se je po prvi infuziji pojavila pogosteje kot pri rituksimabu. Tudi v kombinaciji
obinutuzumaba s klorambucilom se je pojavila v 20 %, pri rituksimabu pa le v 4 % primerov.
Razlog za to Se ni povsem raziskan, vendar predvidevajo, da je to posledica moc¢ne aktivacije
FcyR in zaradi tega sprostitve provnetnih citokinov TNFa, IL-6 in IL-8 (13, 15). Kot stranski
ucinki se pojavljajo tudi neutropenija, trombocitopenija, anemija in infekcije, ki pa so dobro

obvladljivi in ne motijo uc¢inkovitosti zdravljenja (17, 21, 43).

1.2.4 Ostala monoklonska protitelesa usmerjena proti CD20

Ocaratuzumab (AME-133v) je humanizirano monoklonsko protitelo z modificiranima Fab-
in Fc- regijama. Spada v tretjo generacijo razvoja monoklonskih protiteles usmerjenih proti
celicnemu oznacevalcu CD20, po mehanizmu delovanja pa v skupino I. Izkazuje direktno
celi¢cno smrt in CDC primerljivo rituksimabu, vendar pa je izrazito moc¢nejsi v indukciji
ADCC. Prednost ocaratuzumaba je tudi neodvisnost od polimorfizmov FcyRIlla receptorja.

V teku so klini¢ne Studije za zdravljenje ponovljenega ali neodzivnega Ne-Hodkingovega
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limfoma in KLL z ocaratuzumabom. Glede na mehanizem delovanja pricakujejo, da bi lahko
dosegli Zeljen ucinek z nizjimi odmerki, kar bi lahko omogocilo tudi subkutano

administracijo zdravila (21, 28).

Veltuzumab (IMMU-106) je monoklonsko protitelo druge generacije. Gre za humanizirano
monoklonsko protitelo, ki spada v skupino I. Izkazuje boljso afiniteto do FcyRIlla receptorja,
izboljsano ADCC in CDC v primerjavi z rituksimabom. Veltuzumab je fazi II klinicnega
testiranja za zdravljenje imunske trombocitopeni¢ne purpure (44). Preizkusali so ga tudi v
fazi I/11 klini¢nega preizkusanja za zdravljenje Ne-Hodkingovega limfoma in KLL (28, 45,
46).

Ublituximab (TG-1101) je himerno monoklonsko protitelo iz skupine I. Kaze mo¢nejso
citotoksi¢nost posredovano s fagocitozo (ADCP) in ADCC. Trenutno je v fazi Il klinicnega

razvoja za zdravljenje Ne-Hodkingovega limfoma in KLL ter multiple skleroze (28, 47).

Ocrelizumab je humanizirano monoklonsko protitelo druge generacije. Spada v skupino I in
zaradi modificirane Fc regije izkazuje boljso ADCC in CDC v primerjavi z rituksimabom.
Ocrelizumab je pod imenom Ocrevus® FDA odobrila marca 2017 z zdravljenje multiple

skleroze (21, 48). Preizkusali so ga tudi za zdravljenje Ne-Hodkingovega limfoma.

Tositumomab je miSje monoklonsko protitelo usmerjeno proti celitnemu oznacevalcu
CD20. Po mehanizmu delovanja spada v skupino Il (21). Citotoksi¢ne ucinke posreduje
preko CDC, ADCC in indukcije celi¢ne smrti ter zavira celi¢ni cikel. Indukcijo celi¢ne smrti
so dodatno povisali s kovalentno vezavo radioaktivnega izotopa joda na tositumomab (49).
Zdravilo Bexxar (tositumomab in I'%-tositumomab) je leta 2003 FDA odobrila za
zdravljenje folikularnega limfoma, pri bolnikih neodzivnih na rituksimab. Leta 2014 so ga
umaknili iz prodaje, saj zanj ni bilo dovolj zanimanja (50). Klini¢no so ga ovrednotili tudi v
zdravljenju KLL v remisiji po prvem zdravljenju, z namenom izbolj$ati popoln odgovor

zdravljenja in zmanjsati minimalno rezidualno bolezen (51).

1.2.5 Mehanizmi celi¢ne smrti posredovane z monoklonskimi protitelesi
proti CD20

e S komplementom posredovana citotoksi¢nost (CDC)
Bioloske molekule, ki inducirajo CDC, najprej sprozijo nastajanje lipidnih raftov z
molekulami CD20 na povrsini taréne celice. To je povezano z boljSo afiniteto Fc

regije monoklonskega protitelesa do komponente komplementa C1q (52, 53). Sprozi
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se kaskada reakcij, ki pripelje do nastanka kompleksa, ki napade celico — ang.
membrane attack complex (MAC). MAC nato povzroci lizo celice (Slika 5) (40).
e S protitelesom posredovana citotoksi¢nost (ADCC)

ADCC je posledica imunskega odziva, sprozenega zaradi vezave monoklonskega

protitelesa na antigen. Efektorske celice, med katere sodijo celice ubijalke (NK

celice) in makrofagi, se preko svojega Fc receptorja vezejo na monoklonsko protitelo

vezano na limfocit B ter sprozijo lizo celice (Slika 5) (21, 32).

e Programirana celicna smrt
o Apoptoza je programirana celicna smrt, ki nastane zaradi notranjih ali
zunanjih poskodb celice. Zaradi notranjih poskodb v celici zacne iz organelov
izhajati citokrom C, ki se veze na Apafl (apoptotic protease-activating factor
1), na katerega se vezejo tudi kaspaze-9. Nastane apoptosom, ki sprozi
kaskado reakcij, ki vodi v apopotozo preko intrinzi¢ne poti. Za ekstrinzi¢no
pot apoptoze je odgovoren dejavnik tumorske nekroze (TNFa), ki po vezavi
na receptor aktivira kaspaze preko submembranskih domen. Za regulacijo
apoptoze so odgovorni proteini druzine Bcl-2 (54).
o Ne-apoptoticna programirana celicna smrt je posledica homotipi¢ne

adhezije limfocitov B z monoklonskimi protitelesi skupine Il (Slika 4).
Zaradi preureditve aktinskega citoskeleta se spremeni permeabilnost
lizosomov. Pride do sprostitve katepsina B iz lizosomov limfocitnih celic (27,

55). To sprozi nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (ROS), ki vodijo v smrt

celice (55).
Povisana prepustnost Nastajanie ROS =
Pripgnjanje monoklonskih Preureditev aktina, Iizosomov in sprostitev prekoJN/-\JDPH ?;;gr?:‘)st;?tcna
protiteles homotipié¢na adhezija katepsina. oksidaze
& @
g \ P . LR
= e @G == 00 =
S oo oo

" :‘ ”
o E@m. ]

Slika 4: Shematski prikaz mehanizma programirane celicne smrti povzrocene z monoklonskim
protitelesom skupine 1. Povzeto po (55).
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Skupina | K co20 molekuia
? Rituksimab
P Visoka afiniteta
| 2a FCGR3A
FD Nizka afiniteta
I za FCGR3A
Obinutuzumab
MAC -
membran
attack complex x
Direktni
citotoksicni ucinki

Rituksimab, Ofatumumab

Sibkejsi direktni Mocna CDC

citotoksicni ucinki S—
I ' L I C3a, C5a |
A
o v,

Skupina Il

Obinutuzumab

Sibka
cDC
ADCC
l C3a, C5a

Mocnejsi direktni
citotoksicni u€inki

Slika 5: Mehanizmi delovanja anti-CD20 monoklonskih protiteles skupine I (rituksimab, ofatumumab)
in skupine 11 (obinutuzumab). Povzeto po (29).

1.3 Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija

Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija je redka bolezen, ki prizadene 1-5 odraslih na milijon
ljudi, pojavlja pa se v vseh starostnih obdobjih in pri obeh spolih priblizno enako pogosto.

Bolezen spremlja odpoved kostnega mozga, hemoliti¢na anemija in tromboze, kar je lahko

12



MAGISTRSKA NALOGA VERONIKA ROTNIK, 2018

zivljenje ogrozajoce (56, 57). Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija nastane zaradi mutacije
krvotvorne mati¢ne celice v kostnem mozgu. Mutacija povzrofi pomanjkanje dveh
proteinov, CD55 in CD59, kar vodi v nekontrolirano aktivacijo komplementa in posledi¢no
pripelje do hemolize (58). Zaradi tega pride do pomanjkanja normalnih krvnih celic -
eritrocitov, levkocitov in trombocitov. Zaradi hemolize eritrocitov se v urinu pojavlja
hemoglobin, kar bolniki opazijo kot temno obarvanje urina, ki je bolj izrazito zjutraj.
Pomanjkanje eritrocitov v krvi povzro¢i anemijo, kar se izraza kot slabotnost, omotica,
povecan sréni utrip in kratka sapa. Zaradi pomanjkanja levkocitov pa so bolniki bolj nagnjeni
k infekcijam. Bolniki s paroksizmalno no¢no hemoglobinurijo so v rizi¢ni skupini za razvoj

levkemije (57-59).

Zdravljenje paroksizmalne no¢ne hemoglobinurije je odvisno od oblike bolezni. Pri
subklini¢ni obliki bolezni, ko je klonov malo in bolniki nimajo klini¢nih simptomov, ki bi
zahtevali zdravljenje, bolnike samo spremljajo s pregledi vsakih 6-12 mesecev. Klasi¢na
paroksizmalna no¢na hemoglobinurija zahteva zdravljenje z inhibitorjem komplementa ali

presaditev kostnega mozga (59).

1.3.1 Ekulizumab

PrezZivetje in kvaliteta zivljenja bolnikov S paroksizmalno no¢no hemoglobinurijo se je
dramati¢no izboljsala z odkritjem monoklonskega protitelesa ekulizumab. Gre za
humanizirano monoklonsko protitelo, ki blokira aktivacijo sistema komplementa. Veze se
na komponento komplementa C5 in s tem prepreci cepitev na C5a in C5b. Zaradi tega ne
pride do nastanka kompleksa MAC (ang. membrane attack complex), kar prepreci hemolizo
krvnih celic (Slika 6). MAC je kompleks sestavljen iz proteinov komplementa C5b, C6, C7,
C8 in ve¢ molekul C9. Ti proteini skupaj tvorijo poro v membrani celice, ki omogoc¢a vdor

Ca?* v celico, kar vodi v celi¢no smrt (60).

¢ i
4H S /Ekulizumab
{8 - ! ) %
\ ol g/ 2 4
75 cav)+ [ Efe ] X MAC
—— 5\ ~K R —~C C7 C8 C9
Lektinska ] \3 ™ \& W { )

‘ ~ ~ \C—SEX x

Slika 6: Mehanizem delovanja ekulizumaba v kaskadi reakcij sistema komplementa. Zaradi vezave
monoklonskega protitelesa na komponento komplementa C5, ne pride do nastanka MAC. Povzeto po
(59).
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Studije kazejo, da ekulizumab uspesno ustavlja intravaskularno hemolizo in s tem zmanjsuje
potrebe po transfuziji. Zmanjsuje tudi incidenco tromboz, ki so glavni vzrok smrti bolnikov
s paroksizmalno no¢no hemoglobinurijo (58). Resnejsi stranski uéinek zdravljenja z
inhibitorjem komplementa pa je lahko okuzba z Neiserria meningitidis, zato je priporo¢ljivo
cepljenje vsaj 14 dni pred prvo dozo zdravila in spremljanje bolnikov med zdravljenjem
(59).

1.4 Prostaglandinski receptor EP4 in njegov potencial v terapiji

Prostaglandin E> (PGE>) je metabolit arahidonske kisline in mediator $tevilnih fizioloskih in
patoloskih procesov v telesu. Pomembno vlogo ima pri vnetju, angiogenezi, nastanku
vroc¢ine, vazodilataciji in nenazadnje pri nastanku in napredovanju tumorjev. Eden izmed
stirih z G- proteinom sklopljenih receptorjev preko katerih PGE> posreduje svoje ucinke je
receptor EP4. Pojavlja se na celicah gastrointestinalnega trakta, maternice, kosteh in
krvotvornih organih (61). Aktivacija receptorja aktivira adenilat ciklazo in sprozi produkcijo

CAMP ter inhibira NF-«kB signalno pot.

Zaradi pomembne vloge in razSirjenosti receptorja EP4 imajo agonisti in antagonisti

receptorja EP4 velik potencial pri zdravljenju Stevilnih patoloskih stan;.
Ulcerozni kolitis

Aktivacija prostaglandinskega receptorja EP4 ima protivnetne ucinke, prispeva k obnovi
mukoze in prepreCuje nastanek ulceroznega kolitisa. V klini¢nih Studijah so preizkusali
intravensko administracijo agonista receptorja EP4 ONO-4819CD, ki je se je izkazal kot
ucinkovit pri bolnikih z zmernim ulceroznim kolitisom (62). In vitro se je uéinkovit izkazal
tudi novejsi agonist receptorja EP4 KAG-308, katerega prednost je moznost peroralne
uporabe (61, 63). KAG-308 je trenutno v fazi II klini¢nih preizkuSanj za zdravljenje
ulceroznega kolitisa (64).

Astma in kroniéni bronhitis

Studije kazejo vpletenost PGE2 v patogenezi astme. Intranasalna aplikacija PGE; na miskah
je zavrla nastajanje provnetnih citokinov povezanih z nastankom astme. Agonist receptorja
EP4, PgE1-OH, je posredoval podobne ucinke kot PGE> (65, 66). Agonisti receptorja EP4

zaradi bronhoprotektivnih, protivnetnih in antifibroti¢nih uc¢inkov predstavljajo potencialno

14



MAGISTRSKA NALOGA VERONIKA ROTNIK, 2018

strategijo zdravljenja astme in kroni¢nega bronhitisa (67). PgE1-OH, je bil vrednoten v fazi

| klininega testiranja za terapijo astme (68).
MoZganska kap

NovejSe raziskave so pokazale nevroprotektivno vlogo receptorja EP4. DeMars in sodelavci
so pokazali, da aktivacija receptorja EP4 z agonistom L-902,688 zmanj$a obseg poskodbe
mozganov po mozganski kapi, poleg tega pa nadaljnje zdravljenje z agonistom receptorja

EP4 izboljsa regeneracijo zivénega tkiva (69).
Kroni¢na mieloi¢na levkemija

Najnovejse predklini¢ne Studije kaZejo potencialno uporabnost receptorja EP4 v zdravljenju
kroni¢ne mieloicne levkemije. Levkemicne mati¢ne celice imajo sposobnost samoobnove in
so odgovorne za iniciacijo ter napredovanje kroni¢ne mieloi¢ne levkemije. Ugotovili so, da
aktivacija receptorja EP4 zniza aktivnost levkemi¢nih mati¢nih celic. Kot agonista receptorja
EP4 so identificirali molekulo PGE1, ki je znan tudi kot alprostadil in se Ze uporablja v
zdravljenju erektilne disfunkcije, saj povzro¢i vazodilatacijo. PGE1 aktivira receptor EP4 in
posledi¢no zmanjsa delovanje transkripcijskega dejavnika AP-1, ki je odgovoren za
diferenciacijo celic in tumorogenezo. Ugotovili so, da bi kombinacija PGEL in tirozin-
kinaznih inhibitorjev lahko predstavljala uspesno terapijo kroni¢ne mieloi¢ne levkemije.
Podobne ucinke je posredoval tudi agonist receptorja EP4, mizoprostol (70). Mizoprostol je

analog PGEL1, ki je registriran za prekinitev nose¢nosti (71, 72).
Kronicna limfocitna levkemija

Predhodne raziskave raziskovalne skupine prof. Mlinari¢-Ras¢an so pokazale, da agonist
receptorja EP4, PgE1-OH, uspesno inhibira proliferacijo celic KLL in vitro. Ugotovili so,
da agonisti receptorja EP4 inducirajo apoptozo preko povisanja koncentracije CAMP in
modulacije NF-«B signalne poti. Povecana aktivnost NF-kB je znacilna za rakave celice in
pripomore k njihovi pospeSeni rasti, zato je inhibicija signalne poti potencialen terapevtski

pristop zdravljenja B-celi¢nih levkemij in limfomov (73).

1.4.1 Agonista receptorja EP4
PgE1-OH

Prostaglandin E1 alkohol (PgE1-OH) je selektivni agonist receptorja EP4 (Slika 7) (68).
Njegove ucinke, posredovane preko receptorja EP4, so raziskovali na celi¢nih modelih B-
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celicne levkemije in limfomov. Ugotovili so, da na malignih limfocitih B inhibira anti-
apoptoti¢ne signale posredovane preko NF-«B (61). Poleg tega jih tudi senzibilizira za

kemoterapevtike tako, da zniZa ekspresijo genov druzine BCL-2 (73).
L-902,688

L-902,688 je agonist receptorja EP4 (Slika 7). Ima 4000-krat visjo afiniteto za receptor EP4,
napram ostalim EP receptorjem (74). V predhodnih raziskavah raziskovalne skupine prof.

Irene Mlinari¢-Ras¢an so ugotovili, da deluje selektivno citotoksi¢no na celice KLL (75).

H
N
(o] o \N/\\N
. - /
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\/\/ N e ~
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HO'

PGE2 PGE1-OH L-002,688

Slika 7: Strukturne formule agonistov receptorja EP4 PGE2, PGE1-OH in L-902,688 (68, 76, 77).

Na sliki so predstavljene strukturne formule endogenega liganda receptorja EP4 PGE2 ter selektivnih agonistov
receptorja EP4, PgE1-OH in L-902,688. Vsi imajo ciklopentanonski obro¢, razlikujejo pa se v stranskih
verigah. PgE1-OH in L-902,688 se od PGE2 razlikujeta v odsotnosti dvojne vezi na a-lipofilni verigi. PgE1-
OH ima namesto karboksilne skupine pripet alkohol, L-902,688 pa tetrazolno skupino, s ¢imer so zmanjsali
oksidativno nestabilnost. L-902,688 ima spremenjeno tudi w-lipofilno verigo (61).
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2 NAMEN

V magistrski nalogi se bomo osredotocili na vrednotenje sinergisti¢nih uc¢inkov terapevtskih
monoklonskih protiteles z agonisti receptorja EP4 pri B-celi¢nih levkemijah in limfomih in

vitro.

Najprej bomo ovrednotili citotoksi¢ne ucinke monoklonskih protiteles usmerjenih proti
celicnemu oznacevalcu CD20 (rituksimab, ofatumumab, obinutuzumab) in CD52
(alemtuzumab) na celi¢ni liniji Burkittovega limfoma Ramos in celi¢ni liniji kroni¢ne
limfocitne levkemije MEC1. Ugotavljali bomo odvisnost citotoksi¢nih ucinkov
monoklonskih protiteles od koncentracije prisotnega humanega seruma kot vira
komplementa. Predvsem nas bo zanimal ucinek novejSega monoklonskega protitelesa
obinutuzumaba v primerjavi z ostalimi, ki so v terapiji Ze dlje asa. Zivost celic bomo
vrednotili s testom metabolne aktivnosti MTS. Citotoksicne ucinke anti-CD20
monoklonskih protiteles bomo primerjali z ekspresijo celicnega oznacevalca CD20, ki jo

bomo dolo¢ili s pretocno citometrijo.

V nadaljevanju bomo ovrednotili sinergisticno delovanje terapevtskih monoklonskih
protiteles z agonisti receptorja EP4 PgE1-OH in L-902,688 na celi¢nih linijah Ramos in
MECI. Primerjali bomo citotoksi¢ne ucinke agonista EP4, monoklonskega protitelesa ter
njune kombinacije. Potencialno sinergisti¢no delovanje bomo ovrednotili tudi s programom
CompuSyn. Primerjali bomo rezultate pridobljene na obeh celi¢nih linijah med seboj ter
ovrednotili potencialno terapevtsko vrednost kombinacije v terapiji B-celi¢nih obolenj. S
pretocno citometrijo bomo ugotavljali tudi ekspresijo oznacevalca CD20 na celicah Ramos
in MEC1 po tretiranju z necitotoksi¢énimi koncentracijami PgE1-OH in L-902,688.
Ovrednotili bomo vpliv agonistov receptorja EP4 na modulacijo ekspresije celi¢nega
oznacevalca CD20 na povrSini limfocitov B in posledicno na citotoksi€ne ucinke

posredovane preko monoklonskih protiteles usmerjenih proti CD20.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 Materiali
3.1.1 Kemikalije

Preglednica IV: Kemikalije

2-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, MO, ZDA
Alemtuzumab 30 mg/ml Clinigen Group plc, Staffordshire
Arzerra 1000 mg/ 50ml Novartis, Svica

DMSO Sigma-Aldrich, MO, ZDA

Etilni alkohol 96 % ECP, d.o.0. Trzin, Slovenija
Fetalni goveji serum (FBS) Gibco, ZDA

Ficoll-Paque™ plus REAGENT GE Healthcare Blo-Sciencies AB, Svedska
Gazyva 1000 mg/40 ml Roche, Svica

Goveji serumski aloumin (BSA) Sigma-Aldrich, MO, ZDA
Humani serum Sigma-Aldrich, MO, ZDA
L-902,688 Cayman Chemical, Ml, ZDA
L-glutamin Sigma-Aldrich, MO, ZDA
MabThera 500 mg/50 ml Roche, Svica

Penicilin, streptomicin Sigma-Aldrich, MO, ZDA
Prostaglandin E1 alkohol (PgE1-OH) Cayman Chemical, Ml, ZDA
Raztopina triptanskega modrila Sigma-Aldrich, MO, ZDA

RPMI 1640 medij Sigma-Aldrich, MO, ZDA

3.1.2 Kompleti za analize

Preglednica V: Kompleti za analize

Cell titer 96® Aqueous One Solution cell Promega, Madison, W1, ZDA
proliferation assay (MTS Reagent)
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3.1.3 Pufri in raztopine

Pufri in raztopine Sestava

10-kratni PBS s pH 7,4 e 80gNaCl
e 2gKCI
e 36,3 g NaHPO4x12 H20
o 24 KHPO4

e Ultracista H20, dopolnimo do 1,0 L
Natehtali smo sestavine, jih razopili v vodi,
uravnavali pH in avtoklavirali.
1-kratni PBS (delovni fosfatni pufer) 10-kratni PBS smo red¢ili 1:10 z ultracisto
vodo in avtoklavirali.
4 % raztopina formaldehida e 40 ml 10 % formaldehida

e 60 ml ultrac¢iste H,O

3 % raztopina BSA v PBS e 100 ml PBS
e 3gBSA

0,5 % raztopina Tritona e 250 pL Tritona-X 10
e 50mlPBS

3.1.4 Protitelesa in fluorescen¢na barvila

Preglednica VI Protitelesa in fluorescencna barvila

Protitelesa in fluorescenéna barvila Proizvajalec

Monoklonsko misje protitelo proti BD Pharmingen™, ZDA
humanemu oznacevalcu CD20,

konjugirano s fluorokromom FITC

3.1.5 Gojisca in sestava

Preglednica VII: Gojisca in sestava

Gojisce Sestava ‘
RPMI medij (MEC) e 500 ml RPMI-1640
e 50 ml hdFBS

e 55 ml antibiotika in antimikotika
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e 55 ml L-glutamina
RPMI medij (Ramos) e 500 ml RPMI-1640
e 50 ml hdFBS
e 55 ml antibiotika in antimikotika
e 55 ml L-glutamina

e 500 pul 50 mM 2-merkaptoetanola

Medija za zamrzovanje celic (MEC1, e 25 ml RPMI medij
Ramos) e 20 ml hdFBS
e 5mlDMSO

3.1.6 Laboratorijska oprema

Preglednica VIII: Laboratorijska oprema

Avtoklav A-21, Kambi¢ laboratorijska oprema,
Semi¢, Slovenija

BD MicrolanceTM 3 igle Becton Dickinson, S.A., Spanija

BD PlastipakTM brizgalke Becton Dickinson, S.A., Spanija

Centrifuga (Eppendorf Centrifue 5415 R)  Eppendorf, Hamburg, Nem¢ija

Centrifugirke (15 ml in 50 ml) TPP, Trasadingen, Svica

Centrifugirke za pretocno citometrijo Invitrogen, ZDA

(Flowtubes)

Hemocitometer Brand Neumbauer, Nemcija
Hladilnik/zamrzovalnik Gorenje, Velenje, Slovenija

Inkubator Heraus Holding GmbH, Hanau, Nem¢ija
Invertni  svetlobni mikroskop (Olympus Olympus optical Co. GmbH, Hamburg,
CK40) Nemcija

Komora z laminarnim pretokom zraka Siemens, ZDA

Krioviale Sarstedt, Hiimbrecht, Nemcija

Krovna stekla Assistent, Sondheim, Nemdija

Mikrocentrifugirke (0,5 ml, 1,5 ml in 2,0 Eppendorf, Hamburg, Nemc¢ija

ml)
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Mikotitrski ¢italec (Synergy™ HTX)
Multikanalne pipete (100, 300 ul)

Nastavki za pipete (do 10, 200 1000 pl)
Pipete (0,1 —2,5 pul, 0,510 ul, 20 — 200 pl,
100 — 1000 pl)

Plasti¢ne sterilne mikrotitrske ploscice za
gojenje celi¢nih kultur (s 6, 12, 24 ali 96
vdolbinami)

Posode T-flask za gojenje celi¢nih kultur
Preto¢ni citometer Attune NxT

Programska oprema CompuSyn
Programska oprema FlowJo®

Programska oprema Gen5

Programska oprema GraphPad Prism 5
Seroloske pipete za enkratno uporabo (5,
10, 25 in 50 ml)

Tehtnica

Vodna kopel

Vortex (Vortex GENIE 2)

Zamrzovalnik (-80 °C)

Za$¢itne rokavice

BioTek Instruments, Inc., VT, ZDA
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

TPP, Trasadingen, Svica

TPP, Trasadingen, Svica

Invitrogen, ZDA

ComboSyn, Inc.

FlowJo, LLC, Ashland, Oregon, ZDA

BioTek Instruments, Inc., VT, ZDA
GraphPad Software, CA, ZDA
TPP, Trasadigen, Svica

Mettler Toledo

Mikro+polo, Maribor, Slovenija
Scientific, industries, Orlando, Florida
Forma scientific, Midland, ON, Kanada
Kimberly-Clark

3.2 Delo v celicnem laboratoriju

Rokovanje s celi¢nimi kulturami zahteva posebne, temu namenjene prostore, ki zagotavljajo
asepti¢no okolje. Ob vstopu v laboratorij obleCemo haljo, ki je namenjena zgolj delu v
celicnem laboratoriju in prav tako obutev. Lahko uporabimo tudi copate za enkratno
uporabo. Pri delu ves ¢as uporabljamo zascitne rokavice, ki jih pred in po delu razkuzimo s
70 % ectanolom. Za rokovanje s celi¢nimi linijami je v laboratoriju namescena komora z
laminarnim pretokom zraka (LAF komora) s HEPA (angl. high efficienfy particle) filtrom.
To zagotavlja konstanten tok filtriranega zraka in s tem odstranjuje kontaminante iz okolja

in preprecuje njihov dostop v naSe delovno okolje.
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Pred delom v komori celotno delovno povrsino razkuzimo s 70 % etanolom, prav tako vso
opremo in material za delo, preden ga damo v komoro. Preden pricnemo z delom moramo
vklopiti e UV svetilko za 20 minut. S tem zagotovimo popolno sterilnost. Nato lahko v

komoro prenesemo celi¢ne kulture.

3.2.1 Odmrzovanje celic

Celi¢ne kulture smo hranili v zmrzovalniku na -80 °C v kriovialah, ki so oznaene z imenom
linije, datumom zamrzovanja in koli¢ino zamrznjenih celic. Celi¢ne linije Ramos in MEC1
smo odmrzovali hitro. Celice smo nato z 1 ml pipeto pocasi prenesli v falkonko z medijem,
segretim na 37 °C. Suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 1200 rpm. Supernatant smo

odpipetirali, peleto pa resuspendirali v svezem mediju.

3.2.2 Subkultiviranje celi¢nih linij

Celi¢ne linije smo gojili v mediju RPMI z ustreznimi dodanimi hranili v inkubatorju, kar
zagotavlja optimalne pogoje za rast (5 % CO2, 100 % vlaznost, 37 °C). Vzdrzevali smo
optimalno koncentracijo za rast posamezne celi¢ne linije. Celice MEC1 smo vzdrZevali na

koncentraciji od 3x10°— 2x108 celic/ml, celi¢no linijo Ramos pa na 2x10°% — 2x10°,

3.2.3 Stetje celic

Za redcitev celic na Zeljeno koncentracijo smo morali celice pred redéenjem presteti. Za
Stetje smo uporabili 10 pl celicne suspenzije, ki smo ji dodali 10 pl triptan modrega. To
prehaja membrano mrtvih in poskodovanih celic, ki jih zato obarva modro, zive pa zaradi
intaktne membrane ne vsebujejo barvila. Zmes celi¢ne suspenzije in modrila smo premesali
s pipetiranjem in nato nanesli 10 ul na hemocitometer. Celice smo Steli pod invertnim
mikroskopom (Slika 8) v stirih vidnih poljih in nato koncentracijo izra¢unali po formuli

(Enacba 1). Uporabili smo suspenzije celic, kjer je bil odstotek Zivih celic vsaj 90 %.

Enacba 1: Formula za izracun Stevila celic

o A+B+C+D
st.celic/ml = 2 x DF x 10*

A, B, C, D = §tevilo zivih ali mrtvih celic v posameznem polju hemocitometra

DF = faktor redCenja
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Slika 8: Stetje celic s hemocitometrom pod invertnim mikroskopom. (foto: V. Rotnik)

3.3 Ugotavljanje metabolne aktivnosti celic

Za vrednotenje metabolne aktivnosti celic smo uporabili kolorimetricne metode. Za

ugotavljanje metabolne aktivnosti celic celi¢nih linij MEC1 in Ramos smo uporabili test
MTS.
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Slika 9: Redukcija reagenta MTS v formazan.

Preko vmesnega akceptroja elektronov se elektron iz NADH prenese v citoplazmo, kjer reducira MTS v
formazan. Redukcija da vodotopen produkt, ki povzroé¢i temnejSe obarvanje. Povzeto po (78).
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MTS je 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol v
obliki iona dvojcka, ki se v prisotnosti mitohondrijske reduktaze (NADPH, NADH) reducira
v formazan (Slika 9). Koli¢ina nastalega produkta je sorazmerna z metabolno aktivnostjo
celic. Formazan absorbira svetlobo pri 492 nm. Absorbanco merimo kolorimetri¢no, za kar

smo mi uporabili spektrofotometer.

Sama absorbanca nam $e ne da deleza metabolno aktivnih celic. Koli¢ino metabolno aktivnih
celic smo izracunali tako, da smo rezultate meritev normirali na kontrolo topila (DMSO).
Na celi¢nih linijah smo vse eksperimente izvedli v triplikatu, iz katerih smo lahko izrac¢unali

povprecje. Za vsak poskus smo naredili tri bioloske ponovitve.

3.3.1 Postopek dolo¢anja metabolne aktivnosti celic na celi¢nih linijah
RAMOS in MEC1 z monoklonskimi protitelesi in agonisti
receptorja EP4

Pripravili smo presezek celi€ne suspenzije celic Ramos oziroma MECI s koncentracijo 0,3
x 10% celic/ml. Suspenziji smo dodali 1 % humanega seruma. Suspenzijo smo dobro
premesali s pipetiranjem in prenesli na mikrotitrsko plos¢ico z 12 vdolbinicami. Celice smo
tretirali z razli¢nimi koncentracijami monoklonskih teles in agonistov receptorja EP4 ter
kombinacijami obeh. V vsaki mikrotitrski plos¢ici smo pustili tudi dve netretirani vdolbinici
za kontrolo in kontrolo topila (DMSO), ter vdolbinico, kamor smo nanesli ¢isti medij, ki je

predstavljal slepo kontrolo.

Vsako vdolbinico smo premesali s pipetiranjem in nato prenesli z multikanalno pipeto po
100 pl alikvota v triplikatu na mikrotitrsko plos¢ico z 96 vdolbinicami. Za vsak eksperiment
smo pripravili dve mikrotitrski ploséici, da smo lahko izmerili metabolno aktivnost celic po
24 urah in 48 urah. Plos¢ice smo nato inkubirali v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2). Po 21 h in
45 h smo dodali v vsako vdolbinico 10 pl MTS reagenta ter inkubirali 3 ure. Po treh urah
smo izmerili absorbanco nastalega produkta pri 492 nm.

3.3.2 Priprava celic in postopek ugotavljanja odziva na humani serum na
celi¢nih linijah MEC1 in RAMOS

1. Pripravili smo suspenzijo celic s koncentracijo 3,8 x 10°.
2. Suspenzijo smo dobro premesali in jo prenesli v mikrotitrsko plos¢ico z 12

vdolbinicami.
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3. Dodali smo ustrezno koli¢ino humanega seruma (0 %, 1 %, 5 % ali 20 %) ali
medija, tako da smo imeli na koncu v vseh vdolbinicah koncentracijo 0,3 x 10°.

4. Celice smo nato izpostavili monoklonskim protitelesom s koncentracijo 10
png/ml. Pripravili smo tudi netretirane alikvote za vsako koncentracijo humanega
seruma.

5. Celi¢no suspenzijo v vsaki vdolbinici smo dobro premesali s pipetiranjem.

6. Z multikanalno pipeto smo prenesli po 100 ul v treh tehni¢nih ponovitvah na
mikrotitrsko ploscico z 96 vdolbinicami.

7. Plosc¢ice smo inkubirali na 37 °C, 5 % COzin po 21-ih urah dodali reagent MTS.

8. P0 24-ih urah smo izmerili absorbanco in izracunali delez metabolno aktivnih

celic pri razli¢nih koncentracijah humanega seruma.

V primeru ugotavljanja odziva na toplotno deaktiviran humani serum je bil postopek enak,
le da smo humani serum pred tem deaktivirali na 56 °C, 30 minut. Za ugotavljanje vpliva
ekulizumaba na odziv na humani serum smo celice tretirali z 200 pg/ml ekulizumaba deset

minut pred dodatkom monoklonskih protiteles.

3.4 Pretocna citometrija

PretoCna citometrija je laserska tehnika, ki nam omogoca merjenje ve¢ parametrov celic
hkrati. Ugotavljamo lahko $tevilo celic, njihovo velikost in kompleksnost. Za analizo
potrebujemo celice v suspenziji, saj lahko le tako pride do hidrodinamskega fokusiranja. To
pomeni, da vzorec s pocasnejSim tokom prehaja v hitrejSi tok nosilne tekocCine. Zaradi
povrSinske napetosti in laminarnega toka potujejo celice posamic¢no. Pri potovanju celic
skozi laserski zarek pride do razprSevanja svetlobe. Dva fotodetektorja zaznata koli¢ino
svetlobe, ki jo odda obsevana celica. Prvi detektor meri prednje sipanje, ki nastane zaradi
stika s celicno membrano in nam tako da podatke o velikosti celice. Drugi detektor zazna
svetlobo, ki potuje skozi citoplazmo, kjer interagira s celicnimi organeli in se odbije
pravokotno na smer laserskega zarka, kar imenujemo stransko sipanje. Stransko sipanje

svetlobe torej odraza kompleksnost celic, ve¢ kot je organelov, ve¢je bo stransko sipanje.

S preto¢no citometrijo lahko ugotavljamo tudi funkcionalne lastnosti celic na podlagi
specificnih molekul, kot so celi¢ni ozna¢evalci na povrsini ali v notranjosti celic. Njihovo
prisotnost ugotavljamo s protitelesi konjugiranimi s fluorokromi. Fluorescen¢ni detektorji

merijo emitirano svetlobo, ki jo po vzbujanju oddajo fluorokromi.
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3.4.1 Priprava celic za analizo ekspresije celicnega oznacevalca CD20 s

pretocno citometrijo

1. Pripravili smo celi¢no suspenzijo z 0,25 x 10° celicami.

2. Celicno suspenzijo smo prenesli v centrifugirke za pretocno citometrijo. Za vsak
vzorec smo pripravili dva alikvota celic (oznacene s fluorokromi in neoznacene)

3. Celice smo centrifugirali na 1200 rpm, 5 minut.

4. Odstranili smo supernatant in peleto suspendirali v 100 ul PBS.

5. V centrifugirke, kjer smo imeli oznacene celice, smo dodali 2,5 pL
monoklonskega miSjega protitelesa proti humanemu oznacevalcu CD20, ki je
konjugirano s fluorokromom FITC.

6. Celice smo inkubirali 15 minut v temi na sobni temperaturi in nato analizirali s

preto¢nim citometrom.

3.5 Statisti¢na obdelava podatkov

Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili program GraphPad Prism. Podatke smo
analizirali s testom ANOVA in post-hoc testom Tuckey. Statisti¢no signifikantno: * p <0.05,
**p <0.01, *** p <0.001. Sinergizme monoklonskih protiteles in agonistov receptorja EP4

smo ovrednotili programom CompuSyn.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Humani serum inducira s komplementom posredovano citotoksi¢nost
in vitro
Znano je, da se rezistenca na monoklonska protitelesa pogosto pojavi pri zdravljenju
levkemij zaradi iz¢rpanja komponent komplementa. Zato nas je najprej zanimal vpliv
komponent komplementa na ucinkovitost izbranih monoklonskih protiteles in vitro. V ta
namen smo uporabili monoklonska protitelesa rituksimab, ofatumumab in obinutuzumab, ki
S0 usmerjena proti celicnemu oznacevalcu CD20. Uporabili smo tudi monoklonsko protitelo
alemtuzumab, Ki je usmerjeno proti celicnemu oznac¢evalcu CD52. Delovanje monoklonskih
protiteles smo preizku$ali na dveh celi¢nih linijah, Ramos in MECL. Celi¢na linija Ramos
je bila pridobljena od bolnika z Burkittovem limfomom. Celice izrazajo povrSinska
oznacevalca CD20 in CD52. Celi¢na linija MEC1 predstavlja model za $tudije kroni¢ne
limfocitne levkemije (KLL) in vitro. Pridobljena je od bolnika s KLL v zgodnji prolimfocitni
tranformaciji, ki predstavlja napredovanje bolezni v bolj agresivno obliko in ima slabo

prognozo (79-81). Celice MECI ne izrazajo povrSinskega oznacevalca CD52, izrazajo pa
CD20 (79).

Ovrednotiti smo Zeleli vpliv humanega seruma, ki predstavlja vir komponent komplementa,
na s komplementom posredovano citotoksi¢nost (CDC). V ta namen smo celice inkubirali v
prisotnosti polnega humanega seruma. Ta vsebuje beljakovine komplementa, ki so potrebne
za indukcijo CDC. Z namenom potrditve smo naredili tudi eksperiment s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter eksperiment z inhibitorjem komplementa
ekulizumabom. Ta se veze na beljakovino komplementa C5 in prepreci cepitev na C5a in
C5b ter s tem preprecuje nastanek terminalnega kompleksa MAC, kar prepreci lizo celice
preko CDC (82). Izbrali smo monoklonska protitelesa, ki se uporabljajo v terapiji zdravljenja
limfomov in levkemij. Rituksimab spada v skupino I monoklonskih protiteles in je prvo
monoklonsko protitelo, ki je bilo uvedeno v klini¢no prakso terapije levkemij in limfomov.
Ofatumumab je novejse monoklonsko protitelo skupine I. Obinutuzumab je predstavnik
skupine Il monoklonskih protiteles. Uporabili smo tudi alemtuzumab, ki je usmerjen proti
celicnem oznacevalcu CD52 in se danes le Se obCasno uporablja v terapiji KLL. Vsa

monoklonska protitelesa smo uporabili v terapevtski koncentraciji tj. 10 pg/ml.
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4.1.1 Humani serum koncentracijsko odvisno inducira CDC na celi¢ni
liniji Ramos

Najprej smo ugotavljali vpliv prisotnosti komponent komplementa na indukcijo CDC

posredovano preko monoklonskih protiteles na celi¢ni liniji Burkittovega limfoma Ramos.

Suspenziji celic Ramos smo kot vir komplementa dodali humani serum v razli¢cnih

koncentracijah.

Ugotovili smo, da so na celi¢ni liniji Ramos vi$je koncentracije humanega seruma
signifikantno zmanjSale metabolno aktivnost celic predvsem za monoklonska protitelesa
rituksimab in ofatumumab. Monoklonsko protitelo rituksimab je v prisotnosti 5 % humanega
seruma zmanjSalo metabolno aktivnost celic za 39 %, v prisotnosti 20 % humanega seruma
pa je bilo metabolno aktivnih le Se nekaj odstotkov celic (Slika 10). Celice smo inkubirali
tudi v prisotnosti toplotno deaktiviranega humanega seruma, da bi potrdili vpliv komponent
komplementa na indukcijo CDC. S segrevanjem humanega seruma smo deaktivirali proteine
komplementa, ki zaradi izgube funkcije ne morejo inducirati CDC. Ugotovili smo, da je
rituksimab v prisotnosti 5 % humanega seruma zmanjsal metabolno aktivnost celic na 61 %,
dodatek 5 % toplotno deaktiviranega humanega seruma pa ni induciral CDC, saj je bila
metabolna aktivnost celic 95 %. Tudi dodatek 20 % toplotno deaktiviranega humanega
seruma ob tretiranju z rituksimabom ni spremenil metabolne aktivnosti celic v primerjavi z
netretirano kontrolo. S tem smo potrdili, da je CDC pomemben mehanizem delovanja

monoklonskih protiteles.

Za ovrednotenje vpliva prisotnosti humanega seruma na citotoksi¢nost monoklonskih
protiteles smo uporabili tudi inhibitor komplementa ekulizumab. Ta se veZe na komponeneto
komplementa C5 in prepreéi nadaljno kaskado reakcij (83). Ugotovili smo, da izpostavitev
celi¢ne suspenzije s humanim serumom ekulizumabu deloma zniza delovanje monoklonskih
protiteles. Dodatek inhibitorja komplementa rituksimabu je jasno preprecil indukcijo CDC.
Signifikantne razlike so vidne ob dodatku ekulizumaba v primeru 5 % in 20 % humanega
seruma. Ob pretretiranju z ekulizumabom je kljub prisotnosti 20 % humanega seruma
metabolno aktivnih e 82 % celic. S tem poskusom smo dodatno dokazali, da je CDC

pomemben mehanizem delovanja monoklonskih protiteles.
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Slika 10: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic Ramos po
tretiranju z rituksimabom.

Celiéni suspenziji celic Ramos smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z rituksimabom v koncentraciji 10 pg/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS in
iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisticne povezave.

Nadalje smo ugotavljali vpliv humanega seruma na citotoksi¢nost monoklonskega
protitelesa ofatumumab v koncentraciji 10 ug/ml (Slika 11). V odsotnosti humanega seruma
je bilo po tretiranju celic Ramos z ofatumumabom metabolno aktivnih Se 95 % celic. Po
dodatku 5 % humanega seruma se je metabolna aktivnost celic statisti¢no signifikantno
zmanjSala, metabolno aktivnih je bilo 29 % celic. Ob dodatku 20 % humanega seruma je
bilo metabolno aktivnih le Se 7 % celic. Rezultati potrjujejo dosedanje ugotovitve in vitro
Studij, da ima ofatumumab mocnejsi citotoksi¢ni ucinek povzrocen s komplementom kot
rituksimab (84). Iz grafov na sliki 10 in sliki 11 vidimo, da je ob dodatku 5 % humanega

seruma citotoksi¢nost pri ofatumumabu signifikantno vecja kot pri rituksimabu.

Ob tretiranju celic z ofatumumabom v prisotnosti polnega humanega seruma in
deaktiviranega humanega seruma so razlike v metabolni aktivnosti celic zelo jasno izraZene.
Ugotovili smo statisticno signifikantne razlike v metabolni aktivnosti celic v primeru
dodanega 5 % normalnega humanega seruma in 5 % deaktiviranega humanega seruma.
Metabolna aktivnost celic po tretiranju z ofatumumabom ob dodatku 5 % polnega humanega
seruma je bila 29 %, medtem ko je bila ob dodatku 5 % deaktiviranega humanega seruma
94 % (Slika 11). Ob dodatku 20 % deaktiviranega humanega seruma in tretiranju z

ofatumumabom je bila metabolna aktivnost celic 96 %. Nas rezultat se sklada z dejstvom,
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da je glavna pot delovanja ofatumumaba CDC, ki v odsotnosti komponent komplementa ne
more delovati (28, 38).

Ko smo celice Ramos izpostavili ofatumumabu in inhibitorju komplementa ekulizumabu, je
bila CDC manj inhibirana, kot pri rituksimabu. V prisotnosti 20 % humanega seruma je bilo
metabolno aktivnih 42 % celic. Menimo, da dodatek ekulizumaba 200 pg/ml ni povsem
inhibiral CDC. Nizka metabolna aktivnost je najverjetneje posledica dejstva, da je
ofatumumab bolj obcutljiv na prisotnost humanega seruma in pride do indukcije CDC Ze ob

prisotnosti manjse koli¢ine komponent komplementa (84).
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Slika 11: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic Ramos po
tretiranju z ofatumumabom.

Celi¢ni suspenziji celic Ramos smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z ofatumumabom v koncentraciji 10 pg/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS
in iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisticne povezave.

Ovrednotili smo tudi vpliv humanega seruma na metabolno aktivnost celic Ramos po
tretiranju z obinutuzumabom, ki je monoklonsko protitelo skupine Il (Slika 12).
Ucinkovitost monoklonskega protitelesa je narasc¢ala z visanjem koncentracije humanega
seruma, vendar razlike niso statisti¢no signifikantne, kot pri ofatumumabu in rituksimabu.
Brez dodatka humanega seruma je bilo metabolno aktivnih e 90 % celic, ob dodatku 5 %
humanega seruma se je metabolna aktivnost celic zmanjsala na 83 %, ob dodatku 20 %
humanega seruma pa na 64 %. Celice Ramos smo tretirali z obinutuzumabom tudi ob
dodatku deaktiviranega humanega seruma. Vidimo, da je bila metabolna aktivnost celic vi§ja

ob dodatku toplotno deaktiviranega humanega seruma kot v prisotnosti normalnega
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humanega seruma, vendar razlike niso statisti¢no signifikantne in tudi niso tako jasno
izrazene kot pri monoklonskih protitelesih skupine I. Celice smo tretirali z obinutuzumabom
Se v prisotnosti normalnega humanega seruma z dodatkom ekulizumaba. Metabolna
aktivnost celic je bila v tem primeru primerljiva z metabolno aktivnostjo celic Ramos po
tretiranju z obinutuzumabom v prisotnosti normalnega humanega seruma. Rezultati so
skladni z dejstvom, da gre citotoksi¢nost monoklonskega protitelesa obinutuzumaba
predvsem na racun indukcije direktne celi¢ne smrti in ADCC (85-87). Oba mehanizma sta
precej mocnejSa v primerjavi z rituksimabom in ofatumumabom, kar so dosegli z

modifikacijo Fc regije z glikoinziniringom (21, 28).
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Slika 12: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic Ramos po
tretiranju z obinutuzumabom.

Celiéni suspenziji celic Ramos smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z obinutuzumabom v koncentraciji 10 ug/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS
in iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisticne povezave.

Nazadnje smo ugotavljali Se vpliv prisotnosti humanega seruma na indukcijo CDC pri
monoklonskem protitelesu alemtuzumab, ki je usmerjen proti celicnemu oznacevalcu CD52
(Slika 13). Opazili smo moc¢nej$e delovanje v prisotnosti 5 % in 20 % humanega seruma. V
odsotnosti vira komplementa je bilo metabolno aktivnih 93 % celic, pri dodatku 5 %
humanega seruma se je metabolna aktivnost zmanjsala na 75 %, pri 20 % humanega seruma

pa je bilo metabolno aktivnih 63 % celic. Metabolna aktivnost celic po tretiranju z
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alemtuzumabom ob dodatku toplotno deaktiviranega seruma je bila primerljiva v vseh
koncentracijah seruma. To nakazuje, da je bila prepreéena indukcija CDC zaradi
deaktiviranih komponent komplementa. Tudi dodatek ekulizumaba je deloma preprecil
citotoksi¢ne u¢inke alemtuzumaba, pri dodatku 20 % humanega seruma in pretretiranju celic
z ekulizumabom je bilo metabolno aktivnih 20 % vec¢ celic, kot v odsotnosti inhibitorja

komplementa.
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Slika 13: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic Ramos po
tretiranju z alemtuzumabom.

Celiéni suspenziji celic Ramos smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma, Kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z alemtuzumabom v koncentraciji 10 pg/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS
in iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisticne povezave.

Z nasim eksperimentom in vitro na celi¢ni liniji Ramos smo ugotovili, da je CDC glavna pot
delovanja monoklonskih protiteles skupine I, rituksimaba in ofatumumaba. Moc¢neje
inducira CDC novejSi ofatumumab, ki kaze mocnejSo citotoksi¢nost ze pri nizjih
koncentracijah dodanega humanega seruma in vitro. Pokazali smo, da obinutuzumab, ki
spada v skupino Il anti-CD20 monoklonskih protiteles, ne inducira CDC v taks$ni meri kot
ofatumumab in rituksimab. To potrjujejo podatki iz literature o tem, da obinutuzumab deluje
predvsem preko ADCC in indukcije direktne celi¢ne smrti (29, 53, 85). Alemtuzumab, ki je
usmerjen proti celicnemu oznacevalcu CD52, je izkazal indukcijo CDC, vendar v precej

manjsi meri kot ofatumumab in rituksimab.
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Nasi rezultati in vitro potrjujejo dosedanje ugotovitve, da lahko pri bolnikih, ki jim
primanjkuje komponent komplementa pricakujemo slabsi odziv na =zdravljenje z
monoklonskimi protitelesi rituksimab in ofatumumab (22, 29, 32, 88). Videli smo, da ob
dodatku deaktiviranega humanega seruma in Vv prisotnosti inhibitorja komplementa,
citotoksi¢ni u¢inki niso tako moc¢no izrazeni kot v prisotnosti normalnega humanega seruma.
Iz tega sklepamo, da bi lahko dodatek sveze plazme kot vira komplementa izboljsal izide
zdravljenja z monoklonskimi protitelesi pri bolnikih, ki imajo iz¢rpane zaloge komponent

komplementa (89).

4.1.2 Vpliv humanega seruma na indukcijo CDC na celi¢ni liniji MEC1 in

vitro
Nadalje nas je zanimal vpliv humanega seruma na indukcijo CDC posredovano preko
monoklonskih protiteles pri KLL. V ta namen smo uporabili celi¢no linijo MEC1, Ki
predstavlja in vitro model za preucevanje KLL. Preizkusali smo vpliv koncentracije

humanega seruma na uc¢inkovitost monoklonskih protiteles proti CD20 in CD52.

Ugotovili smo, da je na celi¢ni liniji MEC1 uéinkovitost monoklonskih protiteles tipa I,
rituksimab in ofatumumab, odvisna od koncentracije humanega seruma. Rituksimab je po
48-urni inkubaciji v prisotnosti 20 % humanega seruma znizal metabolno aktivnost celic na
72 % (Slika 14). Nato smo naredili poskus s toplotno deaktiviranim serumom ter poskus z
inhibitorjem komplementa, da bi potrdili vpliv koncentracije humanega seruma na indukcijo
CDC. Toplotno deaktiviran serum zaradi denaturiranth komponent komplementa namrec ne
more inducirati CDC. V prisotnosti toplotno deaktiviranega seruma je bila metabolna
aktivnost celic visja v primerjavi z normalnim humanim serumom. Najbolj opazno je pri
dodatku 20 % humanega seruma. Ob dodatku 20 % normalnega humanega seruma je
metabolna aktivnost celic 72 %, pri dodatku 20 % toplotno deaktiviranega seruma pa 82 %,

kar je primerljivo s citotoksi¢nimi uéinki rituksimaba v odsotnosti humanega seruma.

Z uporabo inhibitorja komplementa ekulizumaba, ki inhibira komponento komplementa C5,
smo podobno kot z uporabo deaktiviranega humanega seruma ugotovili, da pomanjkanje
komponent komplementa vpliva na citotoksi¢nost monoklonskih protiteles. S pretretiranjem
celi¢ne suspenzije z ekulizumabom smo preprecili indukcijo CDC. Iz slike 14 razberemo
signifikantno razliko po tretiranju z rituksimabom ob dodatku 20 % normalnega humanega

seruma in ob dodatku 20 % humanega seruma z inhibitorjem komplementa. Ob pretretiranju
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z ekulizumabom in tretiranju z rituksimabom je metabolna aktivnost celic ob dodatku 20 %
humanega seruma $e vedno 90 %, brez ekulizumaba pa 72 %. Rezultati kazejo, da rituksimab
na celice KLL deluje citotoksi¢no preko CDC, en del citotoksi¢nosti pa lahko pripisemo tudi
indukciji apoptoze in indukciji ADCC (28, 53).
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Slika 14: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic MEC1 po
tretiranju z rituksimabom.

Celiéni suspenziji celic MEC1 smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z rituksimabom v koncentraciji 10 ng/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS in
iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisticne povezave.

Pri monoklonskem protitelesu ofatumumabu je koncentracijska odvisnost citotoksi¢nosti od
koncentracije humanega seruma mocneje izrazena. V odsotnosti humanega seruma je bilo
metabolno aktivnih 86 % celic, ob dodatku 20 % humanega seruma pa se je metabolna
aktivnost celic znizala na 45 % (Slika 15). Nasi rezultati sovpadajo s podatki iz literature, da
ofatumumab mocneje inducira CDC (21, 84, 86). To smo Zzeleli preveriti z dodatkom
deaktiviranega humanega seruma. Opazili smo statisti¢no signifikantne razlike v metabolni
aktivnosti celic po tretiranju z ofatumumabom v primeru dodatka normalnega humanega
seruma in toplotno deaktiviranega humanega seruma. Metabolna aktivnost celic po tretiranju
z ofatumumabom od dodatku toplotno deaktiviranega seruma se skoraj ni spremenila, ne
glede na koli¢ino dodanega seruma. Gibala se je med 88 — 90 %. Statisti¢no signifikantne
razlike v prezivetju so opazne med dodatkom 20 % normalnega humanega seruma in 20 %

deaktiviranega humanega seruma. Vidimo, da je bila metabolna aktivnost ob dodatku 20 %
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polnega humanega seruma 45 %, ob dodatku deaktiviranega humanega seruma pa 88 %, kar
pomeni da je bila razlika v metabolni aktivnosti celic 43 %.

Dodatek inhibitorja komplementa ekulizumaba je preprecil indukcijo CDC pri ofatumumabu
bolj ocitno kot pri rituksimabu. Vidimo statisti¢no signifikantno razliko ob dodatku 20 %
humanega seruma, kjer je metabolna aktivnost celic le Se 45 %, ob pretretiranju z
ekulizumabom pa 92 %. Rezultati eksperimenta s toplotno deaktiviranim serumom in
eksperimenta z dodatkom ekulizumaba nakazujejo, da k citotoksi¢nosti ofatumumaba

prispeva predvsem CDC.
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Slika 15: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic MEC1 po
tretiranju z ofatumumabom.

Celi¢ni suspenziji celic MEC1 smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z ofatumumabom v koncentraciji 10 pg/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS
in iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisti¢ne povezave.

Obinutuzumab, ki je monoklonsko protitelo skupine II, je ze brez dodatka vira komplementa
deloval izrazito bolj citotoksi¢no kot rituksimab in ofatumumab. Prezivetje celic MEC1 ob
tretiranju z 10 pg/ml obinutuzumaba je bilo 65 % (brez dodatka humanega seruma), v
primerjavi z rituksimabom, ki je metabolno aktivnost znizal na 80 % in ofatumumabom, Ki
je znizal metabolno aktivnost na 86 %. Iz slike 16 vidimo, da dodatek komplementa ni
povzro¢il mocnejSe indukcije celiéne smrti. Metabolna aktivnost je bila primerljiva v

odsotnosti humanega seruma (65 %) in v prisotnosti 20 % humanega seruma (62 %). Nismo
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opazili signifikantnih razlik v metabolni aktivnosti celic med dodatkom polnega humanega
seruma in toplotno deaktiviranega humanega seruma, metabolna aktivnost celic se je gibala
od 66 — 71 %. Tudi po pretretiranju z inhibitorjem komplementa ekulizumabom je bil
odstotek metabolno aktivnih celic primerljiv z metabolno aktivnostjo celic v odsotnosti
inhibitorja komplementa. Nasi rezulatati so skladni s podatki iz literature, da so citotoksi¢ni
uc¢inki obinutuzumaba predvsem posledica indukcije direktne celi¢ne smrti in ADCC (25,

29).
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Slika 16: Vpliv humanega seruma kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic MEC1 po
tretiranju z obinutuzumabom.

Celi¢ni suspenziji celic MEC1 smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z obinutuzumabom v koncentraciji 10 png/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS
in iz meritev absorbance izracunali relativho metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statisti¢ne povezave.

Alemtuzumab, ki je anti-CD52 monoklonsko protitelo, na celicah MEC1 ni imel vpliva na
metabolno aktivnost celic, ne glede na koncentracijo humanega seruma (Slika 17). Tudi
prisotnost toplotno deaktiviranega seruma ali inhibitorja komplementa ekulizumaba ni
povzrocila bistvenih sprememb v metabolni aktivnosti celic. Taksen rezultat je v skladu z
dejstvom, da celice MEC1 ne izrazajo povrsinskega oznacevalca CD52, proti kateremu je

usmerjeno monoklonsko protitelo alemtuzumab (79).
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Slika 17: Vpliv humanega seruma na kot vira komplementa na metabolno aktivnost celic MEC1 po
tretiranju z alemtuzumabom.

Celi¢ni suspenziji celic MEC1 smo dodali 1 %, 5 % in 20 % humanega seruma kot vir komplementa. Celice
smo nato tretirali z alemtuzumabom v koncentraciji 10 pg/ml. Po 24-urni inkubaciji smo dodali reagent MTS
in iz meritev absorbance izracunali relativno metabolno aktivnost celic. Enak postopek smo ponovili s toplotno
deaktiviranim humanim serumom ter ob prisotnosti inhibitorja komplementa ekulizumaba. Vsak eksperiment
smo izvedli v triplikatu in naredili tri bioloske ponovitve. * p < 0.05, ** p < 0,01, *** p < 0.001. ns: ni
signifikantne statistiéne povezave.

Iz nasega eksperimenta je razvidno, da so komponente komplementa klju¢ni faktor za
indkucijo CDC, ki predstavlja pomemben del citotksi¢nosti predvsem pri monoklonskih
protitelesih skupine 1. Ugotovili smo, da ofatumumab tudi na celi¢ni liniji MEC1 mo¢neje
inducira CDC kot rituksimab. Moc¢nejsa indukcija CDC ofatumumaba je lahko tudi
posledica epitopa, na katerega se veze. Ta ni enak epitopu rituksimaba in vezava na njega
povzroci bolj efektivno s komplementom posredovano citotoksi¢nost (21, 86). Poleg tega
lahko veéjo ucinkovitost ofatumumaba pripiSemo tudi podatku, da je za indukcijo CDC pri

ofatumumabu potrebnih manj CD20 molekul kot pri rituksimabu (84).

Ugotovili smo, da pri obinutuzumabu ni bistvenih razlik v metabolni aktivnosti celic v
primeru dodatka normalnega humanega seruma, toplotno deaktiviranega humanega seruma
in ob pretretiranju z ekulizumabom. Rezultati potrjujejo, da pri monoklonskih protitelesih
skupine Il ni glavna pot s komplementom posredovana citotoksi¢nost, kot pri rituksimabu in
ofatumumabu, je pa v majhni meri prisotna (Slika 18). Glavna pot delovanja in vitro je v
nasem primeru s protitelesom povzroc¢ena apoptoza, saj efektorskih celic, ki bi jih pritegnilo
monoklonsko protitelo ni prisotnih, zato njihovega doprinosa k ucinkovitosti

monoklonskega protitelesa ne morem vrednotiti. Podatki iz literature kazejo na to, da ima
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obinutuzumab moc¢no povecano s protitelesom posredovano citotoksi¢nost v primerjavi z
rituksimabom in ofatumumabom (86). Predvidevamo, da bi z obinutuzumabom lahko
izboljsali klini¢ne izide zdravljenja tudi pri bolnikih, ki imajo iztroSen vir komplementa ali

povisano ekspresijo komplement inhibitornih proteinov.

\ //é'..-;a&'o oripenjanje na CD20| \ (/
|

| Spremenienz Fc regia
Obinutuzumab Rituksimab
Skupina || Skupina |

Slika 18: Mehanizmi delovanja monoklonskih protiteles skupine I in skupina I1.

Ob primerjavi rezultatov pridobljenih na celi¢nih linijah Ramos in MEC1 po tretiranju z
izbranimi monoklonskimi protitelesi, smo ugotovili, da v najve¢ji meri inducira CDC
ofatumumab na obeh celi¢nih linijah. 1z slike 19 razberemo, da je ofatumumab z visanjem
koncentracije humanega seruma najbolj ocitno okrepil citotoksiéne ucinke, Ki so
posredovani zaradi indukcije CDC. Vpliv koncentracije humanega seruma na indukcijo
CDC smo opazili tudi pri rituksimabu. Vpliv prisotnosti humanega seruma na citotoksi¢nost

je manj izraZzen pri obinutuzumabu, ki spada med monoklonska protitelesa skupine II.

Z naso raziskavo in vitro smo ugotovili, da rituksimab in ofatumumab izkazujeta mo¢nej$o
citotoksi¢no delovanje na celi¢ni liniji Burkittovega limfoma Ramos, kot na celicah MEC1
(Slika 19 in Slika 20). Predvidevamo, da je to posledica niZje ekspresije oznacevalca CD20
na celicah MEC1 v primerjavi z celicami Ramos (88). Mi smo taksSen rezultat potrdili na
celi¢nih linijah Ramos in MECI1. Poleg tega so celice MEC1 manj obc¢utljive na citotoksi¢ne
ucinke spojin, saj predstavljajo model rezistentnih celic. Pridobljene so bile namre¢ od

bolnika v zgodnji prolimfocitni transformaciji, ki pomeni napredovano KLL (79).
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Primerjava anti-CD20 monoklonskih protiteles na celicni liniji
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Slika 19: Primerjava citotoksi¢nosti monoklonskih protiteles usmerjenih proti celiénem oznacevalcu
CD20 v prisotnosti razli¢nih koncentracij humanega seruma.

Slika prikazuje relativno metabolno aktivnost celic Ramos in MEC1 ob dodatku razli¢nih koncentracij
humanega seruma kot vir komplementa. Metabolno aktivnost smo ugotavljali s testom MTS 24 ur po tretiranju
z monoklonskimi protitelesi v terapevtski koncentraciji 10 ug/ml.

Z uporabo toplotno deaktiviranega seruma in inhibitorja komplementa ekulizumaba smo
pokazali pomen humanega seruma za indukcijo CDC. Tako kot na celi¢ni liniji Burkittovega
limfoma, tudi na celi¢ni liniji KLL vidimo, da iztroSene komponente komplementa pomenijo
slabsi odziv na zdravljenje. S tem smo potrdili, da bi zunanji vir komplementa lahko
doprinesel k vecji ucinkovitosti pri zdravljenju z monoklonskimi protitelesi skupine 1.
Raziskave v tej smeri so bile Ze narejene z rituksimabom (88). Ugotovili so, da dodatek sveze
plazme zdravih donorjev signifikantno izbolj$a rezultate zdravljenja pri bolnikih, ki so
razvili rezistenco na rituksimab zaradi iztroSenih komponent komplementa. Klepfish in

sodelavci so naredili raziskavo na petih bolnikih z napredovano KLL, ki je bila slabo
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obvladovana, bolniki so imeli zelo nizko kvaliteto Zivljenja. Po zdravljenju z rituksimabom
in dodatkom plazme kot virom komplementa, so ze po nekaj dneh dosegli signifikantno
znizanje malignih limfocitov B ter zmanjSanje neoplazem v bezgavkah in vranici (88). In
vitro smo ugotovili, da monoklonska protitelesa dajejo primerljive rezultate na metabolno
aktivnost celic v vseh treh testiranih koncentracijah. Znano je, da previsoko doziranje
monoklonskih protiteles lahko povzroc¢i zmanjsanje ekspresije celicnega oznacevalca CD20
in iz¢rpanje komponent komplementa (90). Ekspresija CD20 pa je klju¢nega pomena za
citotoksi¢ne uc¢inke monokloskih protiteles (21, 91). Z uporabo nizjih koncentracij bi se
lahko izognili stranskim u¢inkom zdravljenja in zmanjsali pojavnost rezistenc. S tem bi

lahko tudi zmanjsali stroske zdravljenja, saj so bioloska zdravila zelo draga.
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Slika 20: Primerjava uéinkovitosti monoklonskih protiteles rituksimab, ofatumumab in obinutuzumab
v razli¢nih koncentracijah.

Slika prikazuje relativno metabolno aktivnost celic MEC1 in Ramos ob dodatku 1 % humanega seruma, kot
vir komplementa. Metabolno aktivnost smo ugotavljali s testom MTS 24 ur po tretiranju z monoklonskimi
protitelesi v treh razli¢nih koncentracijah (1 ug/ml, 10 ug/ml in 100 ug/ml).

Pri ugotavljanju vpliva humanega seruma na uc¢inkovitost monoklonskih protiteles na celi¢ni

liniji Ramos in celi¢ni liniji MEC1 smo zaznali, da ima novej$i obinutuzumab boljse
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delovanje na celicah MEC1, Kkar in vitro potrjuje njegov pomen v zdravljenju KLL, za kar je
tudi registriran (92). In vitro so njegovi cCitotoksi¢ni ucinki moc¢nejSi v primerjavi z
rituksimabom in ofatumumabom (Slika 20). To in vivo potrjujejo tudi najnovejsi podatki
nadaljevalnih $tudij. Obinutuzumab (zdravilo Gazyva) je od odobritve za zdravljenje KLL
leta 2013 do leta 2018 v primerjavi z rituksimabom za 51 % zmanjsal napredovanje bolezni
ali smrti izid pri bolnikih s KLL (93).

4.2 Adonisti receptorja EP4 delujejo sinergisticno z monoklonskimi

protitelesi in vitro
V magistrski nalogi smo zeleli ovrednotiti sinergisti¢no delovanje agonistov receptorja EP4
in terapevtskih monoklonskih protiteles in vitro. V ta namen smo izbrali dva agonista
receptorja EP4 (PgE1-OH, L-902,688) ter monoklonska protitelesa rituksimab, ofatumumab
in obinutuzumab. Sinergisti¢no delovanje smo preucevali na dveh celi¢nih linijah, Ramos in
MEC1, kot vir komplementa pa smo dodali 1 % humani serum. Zivost celic smo vrednotili
s testom metabolne aktivnosti MTS. Sinergisti¢éne u¢inke smo ovrednotili po 48 h, saj Smo

opazili, da so mo¢neje izrazeni kot po 24 h (Slika 21).

Sinergisticni u€inki obinutuzumaba in PgE1-OH na celiéni liniji MEC1

24 ur 48 ur

Relativha metabolna aktivnost

Relativha metabolna aktivnost

0 1 10 100 0 1 10 100

Koncentracija obinutuzumaba (pg/ml) Koncentracija obinutuzumaba (ug/ml)

mPgE1-OH 0 uM m PgE1-OH 1 uM m PgE1-OH 10 uM m PgE1-OH 25 uM

Slika 21: Vrednotenje sinergisti¢nih ué¢inkov po 24 urah in po 48 urah na primeru obinutuzumaba in
PgE1-OH na celi¢ni liniji MEC1.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10% celic/ml) smo dodali humani serum (1 9%). Celice smo tretirali z
obinutuzumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 PgE1-OH (1 pM, 10 uM in 25
uM) ter kombinacijo obeh. Po 24-urni in 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom
MTS. Poskus smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.
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Sinergisti¢ni ucinek smo vrednotili tudi s pomoc¢jo programa CompuSyn, ki na podlagi
vnesenih podatkov izracuna kombinacijski indeks (KI). Kombinacijski indeks manjsi od 1
(KI<1) pomeni, da u¢inkovini v izbranih koncentracijah delujeta sinergisti¢no, KI visji od 1
(KI>1) kaze na antagonizem, kadar pa je KI enak 1 to pomeni aditivni u¢inek dveh ali ve¢
spojin. Natanéneje je pomen vrednosti kombinacijskega indeksa predstavljen v preglednici
IX.

Preglednica IX: Pomen vrednosti kombinacijskega indeksa.

+++++ Zelo mocan sinergizem
++++ Mocan sinergizem
+++ Sinergizem
++ Zmeren sinergizem
I Rahel sinergizem
+- Skoraj aditiven

- Rahel antagonizem
-- Zmeren antagonizem
Antagonizem
---- Mocan antagonizem
----- Zelo moc¢an antagonizem
4.2.1 Sinergisti¢ni ucinki na celi¢ni liniji Ramos
Najprej smo ovrednotili sinergisti¢ne ucinke agonistov receptorja EP4 in monoklonskih
protiteles na celi¢ni liniji Ramos, ki predstavlja model za preuc¢evanje B-celi¢nih limfomov
in vitro. V predhodnih $tudijah so Ze ugotovili, da agonist receptorja EP4, PQE1-OH, deluje
sinergisticno v kombinaciji z rituksimabom in ofatumumabom (94). V okviru magistrske
naloge smo preizkusali Se delovanje obinutuzumaba, novej$ega monoklonskega protitelesa
v kombinaciji s PgeE1-OH. Nato smo vsa tri monoklonska protitelesa testirali Se v
kombinaciji s selektivnim agonistom receptorja EP4, L-902,688.

Za vrednotenje sinergisti¢nih u¢inkov monoklonskih protiteles s PgE1-OH smo izbrali
koncentracije 1 uM, 10 uM in 25 uM. Pri koncentraciji agonista receptorja EP4 1 uM je bil
citotoksi¢ni ucinek PgE1-OH komaj opazen, medtem ko je pri koncentraciji 25 puM
metabolno aktivnih le Se priblizno 40 % celic (Slika 22). Pri spojini L-902,688 smo uporabili

nekoliko niZje koncentracije in sicer 1 uM, 5 uM ter 10 uM. TakSne koncentracije smo
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izbrali na podlagi rezultatov predhodnih raziskav, kjer so izracunali vrednosti ECsp, Ki
predstavljajo koncentracijo u¢inkovine potrebne za povzrocitev 50 % smrti celic. Za L-
902,688 so na celi¢ni liniji Ramos dolo¢ili povpre¢no vrednost ECso po 48 urah 4,71 £ 0,13
uM (75). Na sliki 22 vidimo, da je bila pri koncentraciji L-902,688 5 uM Zivost celic

priblizno 50 %, torej se nasi rezultati ujemajo s predhodno dolo¢enimi vrednostmi ECsq.

PgE1-OH L-902,688
1,20 1,20
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g 1,00 g 1,00
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2 2
& 0,20 & 0,20
[} (1]
o 3
0,00 0,00
1 uM 10 pM 25 pM 1 uM 5 uM 10 uM
Koncentracija PgE1-OH (uM) Koncentracija L-902,688 (1M)

Slika 22: Relativha metabolna aktivnost celic Ramos po tretiranju z PgE1-OH in L-902,688.

Suspenziji celic Ramos (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z agonistoma
receptorja EP4 PgE1-OH (1 uM, 10 uM in 25 pM) ter L-902,688 (1 uM, 5 uM in 10 uM). Po 48-urni inkubaciji
smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne
ponovitve.

4.2.1.1 Sinergisti¢ni ucinek PgE1-OH in monoklonskih protiteles

V predhodnih $tudijah raziskovalne skupine so ugotovili, da anti-CD20 monoklonski
protitelesi skupine I, rituksimab in ofatumumab izrazata sinergisti¢ne ucinke s spojino PgE1-
OH. V kombinaciji s PQE1-OH sta rituksimab in ofatumumab primerljivo znizala metabolno
aktivnost celic, program CompuSyn, pa je potrdil sinergisti¢no delovanje (94). Zeleli smo
ovrednotiti Se kombinacijo PgE1-OH ter novejSega monoklonskega protitelesa

obinutuzumaba, ki spada med monoklonska protitelesa skupine II.

Ugotovili smo, da ima obinutuzumab v vseh testiranih koncentracijah (1 ug/ml, 10 pg/mlin
100 ug/ml) primerljivo citotoksi¢no delovanje na celice Ramos. Metabolno aktivnih je bilo
Se 82 — 88 % celic. Na sliki 23 vidimo, da je tretiranje celic z agonistom receptorja EP4,
PgE1-OH, v koncentracijah 10 uM in 25 uM okrepilo citotoksi¢ne uc¢inke obinutuzumaba.
Obinutuzumab je v koncentraciji 10 pg/ml in 100 pg/ml v prisotnosti 10 uM PgE1-OH
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deloval signifikantno bolj citotoksi¢no v primerjavi z obinutuzumabom samim. Metabolna
aktivnost celice po tretiranju s 100 ug/ml obinutuzumaba je bila 82 %, 10 uM PgE1-OH je
znizal metabolno aktivnost celic na 86 %, kombinacija obeh pa na 67 %. Prav tako smo
koncentraciji monoklonskega protitelesa 1 pg/ml ob inkubaciji z 10 pM in 25 uM PgE1-
OH.

Obinutuzumab

1,20

1,00 -

< - ==
0,80 = < I
= B PgE1-OH O uM
0,60 -
PgE1-OH 1 pM
| =L I
0,40 T I , PgE1-OH 10 uM
0,20 - — PgE1-OH 25 uM
0,00
0 1 10 100

Koncentracija obinutuzumaba (ug/ml)

Relativna metabolna aktivnost

Slika 23: Relativha metabolna aktivnost celic Ramos po 48-urni inkubaciji z obinutuzumabom in PgE1-
OH ob prisotnosti 1 % humanega seruma kot virom komplementa.

Suspenziji celic Ramos (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
obinutuzumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 (1 uM, 10 uM in 25 uM) ter
kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo
izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Sinergisti¢no delovanje smo ugotavljali tudi s programom CompuSyn (Priloga 1). Program
je potrdil sinergisti¢ne u¢inke v primeru PgE1-OH 10 pM v kombinaciji s 100 pg/ml
obinutuzumaba (KI = 0,86). Ob inkubaciji celic v prisotnosti 10 uM PgE1-OH s
koncentracijami obinutuzumaba 1 pg/ml in 10 pg/ml pa je lahko razlog za nizjo metabolno

aktivnost posledica aditivnih u¢inkov posameznih u¢inkovin (KI = 1).

4.2.1.2 Spojina L-902,688 deluje sinergisti¢no 7 monoklonskimi protitelesi
Nadalje smo zeleli ugotoviti ali novejsi agonist receptorja EP4, L-902,688, v kombinaciji z
monoklonskimi protitelesi bolj zniza metabolno aktivnost celic kot vsaka ucinkovina

posebej.

S tem namenom smo najprej ovrednotili sinergisticno delovanje spojine L-902,688 in

monoklonskih protiteles tipa I. Po tretiranju celic Ramos z 100 pg/ml rituksimabom je bilo
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metabolno aktivnih Se 91 % celic (Slika 24), pri ofatumumabu 100 ug/ml pa 77 % (Slika
25). Spojina L-902,688 v koncentraciji 1 uM ni imela pomembnega vpliva na prezivetje, pri
5 uM pa je bilo metabolno aktivnih le $e 54 % celic, kar se sklada s podatki 0 ECs0=4,71 +
0,13 uM (75).

Pri kombinaciji rituksimaba (konc. 10 pg/ml in 100 pg/ml) in agonista receptorja EP4, L-
902,688, v koncentraciji 1 uM opazimo sinergisticne ucinke, kar smo potrdili tudi z
izraGunom KI (Priloga 2). Slednji je imel v obeh primerih vrednost od 0,3 — 0,7. Rituksimab
je v koncentraciji 1 pg/ml znizal metabolno aktivnost celic na 94 %, 5 uM L-902,688 na 54
%, skupaj pa sta znizala metabolno aktivnost celic na 37 % (Slika 24).
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Slika 24: Relativna metabolna aktivnost celic Ramos po 48-urni inkubaciji z rituksimabom in L-902,688.

Suspenziji celic Ramos (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z rituksimabom
(1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 L-902,688 (1 uM, 5 uM in 10 uM) ter
kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo
izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

5 uM L-902,688 je izkazoval mocne sinergisti¢ne u€inke tako v kombinaciji z rituksimabom
kot tudi z ofatumumabom. Pri kombinaciji novejSega monoklonskega protitelesa
ofatumumaba in agonista receptorja EP4, L-902,688, so bili citotoksi¢ni u¢inki kombinacije
Se mocneje izrazeni. Po 48-urni inkubaciji je bilo po tretiranju s 5 uM L-902,688 metabolno
aktivnih 54 % celic, po tretiranju z ofatumumabom v koncentraciji 1 ng/ml je bilo metabolno
aktivnih 91 % celic, po tretiranju s kombinacijo obeh v prej navedenih koncentracijah pa 27
% celic (Slika 25). Sinergisti¢nega delovanja pri najvisji izbrani koncentraciji L-902,688 (10

uM) ni smiselno vrednotiti, saj je Zivost celic nizja od 5 %.
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Slika 25: Relativna metabolna aktivnost celic Ramos po 48-urni inkubaciji z ofatumumabom in L-
902,688.

Suspenziji celic Ramos (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
ofatumumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 L-902,688 (1 uM, 5 uM in 10
puM) ter kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus
smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Znano je, da aktivacija receptorja EP4 inhibira NF-kB signalno pot, prav tako pa delujeta
preko signalne poti NF-kB tudi monoklonska protitelesa usmerjena proti celi¢nemu
oznacevalcu CD20 (69). Preko inhibicije NF-kB pride do zmanjSanja ekspresije anti-
apoptoti¢nega proteina BCL-XL, kar senzibilizira celice za apoptozo (73, 95, 96). 1z tega

sklepamo, da je sinergisticno delovanje lahko tudi posledica mo¢nejse indukcije apoptoze.

Zanimalo nas je tudi ali monoklonsko protitelo skupine 1I, obinutuzumab ter spojina L-
902,688 posredujeta sinergisticne ucinke. Obinutuzumab je imel na celicah Ramos
primerljivo uc¢inkovitost kot ostali dve monoklonski protitelesi. Kot vidimo iz grafa (Slika
26) pa v kombinaciji z L-902,688 ni jasno opaznih sinergisti¢nih u¢inkov v nobeni testni
kombinaciji koncentracij. To smo potrdili tudi s programom CompuSyn. TakSen rezultat
razlozi tudi dejstvo, da je obinutuzumab registriran za zdravljenje KLL in folikularnega
limfoma (92).

46



MAGISTRSKA NALOGA VERONIKA ROTNIK, 2018

Obinutuzumab

1,20
7
€100
£ = 1
X ~ I
© 0,80 7
£ 1-902,688 0 uM
20,60 T
£ = I J L-902,688 1 uM
1 T
E 0.40 i L-902,688 5 uM
c
2020 — T 1-902,688 10 uM
3 z - I I
& 0,00
0 1 10 100

Koncentracija obinutuzumaba (pg/ml)

Slika 26: Relativna metabolna aktivnost celic Ramos po 48-urni inkubaciji z L-902,688 in
obinutuzumabom.

Suspenziji celic Ramos (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
ofatumumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 1.-902,688 (1 uM, 5 uM in 10
uM) ter kombinacijo obeh. Naredili smo tudi kontrolo topila DMSO. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili
metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Rezultati naSe in vitro raziskave nakazujejo, da je kombinacija agonista receptorja EP4 ter
rituksimaba ali ofatumumaba v terapiji B-celi¢nih limfomov bolj obetavna kot kombinacija
z obinutuzumabom, ki je registriran za zdravljenje KLL.

4.2.2 Sinergisti¢ni ucinki na celi¢ni liniji MEC1

V terapiji KLL se uporabljajo monoklonska protitelesa rituksimab, ofatumumab,
obinutuzumab in alemtuzumab samostojno ali v kombinaciji s kemoterapijo.
Kemoimunoterapija vkljuéuje kombinacije monoklonskih protiteles s fludarabinom,
ciklofosfamidom, klorambucilom ali bendamustinom (12). Zanimalo nas je, ali agonisti
receptorja EP4 in monoklonska protitelesa usmerjena proti celicnem oznacevalcu CD20
delujejo sinergisti¢no in vitro na celi¢ni liniji KLL MECI1. V ta namen smo izbrali celi¢no
linijjo MEC1, ki je pridobljena od 58-letnega moskega diagnosticiranega s KLL v
prolimfocitni transformaciji (79). Ugotavljali smo sinergisticne ucinke terapevtskih
monoklonskih protiteles v kombinaciji z agonistoma receptorja EP4 PQE1-OH in L-902,688.

Uporabili smo enake koncentracije u¢inkovin kot na celi¢ni liniji Burkittovega limfoma.

Iz slike 27 vidimo, da PgE1-OH pri koncentraciji 1 uM ni imel vpliva na metabolno
aktivnost celice MEC1, v koncentraciji 10 uM je bilo metabolno aktivnih $e 93 % celic. Po
tretiranju z 25 uM PgE1-OH je metabolna aktivnost celic padla na 63 %. Spojina L-902,688
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v koncentraciji 1 uM ni imela pomembnega vpliva na metabolno aktivnost celic. 5 uM L-
902,688 je zmanjsala metabolno aktivnost celic na 76 %, po tretiranju z 10 uM L-902,688

pa je bilo metabolno aktivnih $e 30 % celic.

PgE1-OH L-902,688

1,20 1,20
B %
S 1,00 2 1,00
2 S
z ]
o 080 = 0,80

o O

£ c
s £
| 0,60 2 0,60
‘aE'S 9
5 0,40 E 040
< c
2 >
=] 2
5 0,20 & 0,20 .
[ [+}]
o o

0,00 0,00

1uM 10 uM 25 uM 1uM 5uM 10 uM
Koncentracija PgE1-OH (uM) Koncentracija (M)

Slika 27: Relativna metabolna aktivnost celic MEC1 po tretiranju z Pge1-OH in L-902,688.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z agonistoma
receptorja EP4 PgE1-OH (1 uM, 10 uM in 25 uM) ter L-902,688 (1 uM, 5 uM in 10 pM). Po 48-urni inkubaciji
smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne
ponovitve.

4.2.2.1 Sinergisti¢ni u¢inki PgE1-OH in terapevtskih monoklonskih protiteles

Najprej smo celice MEC1 tretirali z rituksimabom ter PgE1-OH (Slika 28). Ugotovili smo,
da je PgE1-OH v koncentraciji 10 uM nekoliko okrepil citotoksi¢ne uc¢inke monoklonskega
protitelesa. Rituksimab je v terapevtski koncentraciji 10 pg/ml zmanj$al metabolno aktivnost
celic na 81 %, PgE1-OH 10 puM je zmanjsal metabolno aktivnost na 91 %, kombinacija obeh
pa na 76 %. Po tretiranju celic z agonistom receptorja EP4 PgE1-OH v koncentraciji 25 uM
je bilo metabolno aktivnih $e 59 % celic. Kombinacija 25 uM PgE1-OH in rituksimaba v
vseh testiranih koncentracijih je znizala metabolno aktivnost le za dodatnih 2-5 %. Ugotovili
smo, da PgE1-OH in rituksimab v kombinaciji ne znizata metabolne aktivnosti celic MEC1

v primerjavi z vsakim posebej.
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Slika 28:Relativna metabolna aktivnost celic MEC1 po 48-urni inkubaciji s PgE1-OH in
rituksimabom.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z rituksimabom
(1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 PgE1-OH (1 pM, 10 uM in 25 pM) ter
kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo
izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

ey

Celice smo nato tretirali z ofatumumabom in PgE1-OH (Slika 29). Ze pri najnizji
koncentraciji ofatumumaba 1 ug/ml, ki je 10-krat nizja od terapevtske, smo zaznali
signifikantno razliko ob tretiranju celic z monoklonskim protitelesom in PgE1-OH 10 uM
ter kombinacijo obeh. Po tretiranju celic z 1 pg/ml ofatumumabom je bilo metabolno
aktivnih 87 %, PgE1-OH v koncentraciji 10 uM je znizal metabolno aktivnost celic na 94
%, kombinacija obeh pa na 76 %. Ugotovili smo tudi, da najnizja koncentracija PgE1-OH
(1 uM) in terapevtska koncentracija ofatumumaba, tj. 10 pg/ml, uc¢inkujeta skupaj statisti¢éno

signifikantno bolje kot vsaka uc¢inkovina posebe;j.

Obdelava podatkov s CompuSyn (Preglednica X) nam je podala KI, ki kaZejo sinergisti¢ne
ucinke v vseh testiranih kombinacijah koncentracij, saj je vrednost KI povsod nizja od 0,5.
Vrednosti KI so v primeru 1 pg/ml in 10 pg/ml ofatumumaba v kombinaciji z 1 uM PgE1-

OH celo nizji od 0,1, kar pomeni zelo mocan sinergizem.
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Slika 29: Relativna metabolna aktivnost celic MEC1 po 48-urni inkubaciji s PgE1-OH in

ofatumumabom.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
ofatumumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 PQE1-OH (1 uM, 10 pM in 25
uM) ter kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus
smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Preglednica X: Kombinacijski indeks za ofatumumab in PQEL-OH na celicni liniji MEC1

1 0,06 +++++
10 0,06 +++++
100 0,19 ++++
1 0,37 +++
10 0,50 +++
100 0,43 +++
1 0,35 +++
10 0,34 +++
100 0,29 ++++

Nazadnje smo uporabili §e kombinacijo novega, obetajo¢ega monoklonskega protitelesa

obinutuzumaba in agonista receptorja EP4 PgE1-OH. Na sliki 30 vidimo, da obinutuzumab

izkazuje mocno citotoksi¢no delovanje. Metabolna aktivnost celic po tretiranju s terapevtsko

koncentracijo obinutuzumaba 10 pg/ml je bila 61 %, kar pomeni precej mocnejse

citotoksi¢ne ucinke v primerjavi z rituksimabom in ofatumumabom. Po tretiranju z

rituksimabom v koncentraciji 10 pg/ml je bila metabolna aktivnost celic 81 %, po tretiranju

celic z ofatumumabom v enaki koncentraciji pa 86 %.
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Agonist receptorja EP4 je Se okrepil citotoksi¢ne ucinke monoklonskega protitelesa
obinutuzumab (Slika 30). PgGE1-OH je v koncentraciji 10 uM znizal metabolno aktivnost
celic na 94 %. Pri najnizji testni koncentraciji obinutuzumaba tj. 1 pg/ml je bila metabolna
aktivnost celic 63 %, skupaj s PGE1-OH 10 uM pa se je zmanjs$ala na 53 %. Pri kombinaciji
PgE1-OH 25 puM in obinutuzumaba v vseh koncentracijah smo ugotovili statisti¢no
signifikantne razlike v prezivetju celic v primerjavi s citotoksi¢nimi u€inki, ki jih posreduje
obinutuzumab. V terapevtski koncentraciji obinutuzumaba 10 pg/ml v kombinaciji z PgE1-
OH 25 uM je padla metabolna aktivnost celic na 42 %. 1z tega sklepamo na moc¢ne
sinergisti¢ne ucinke, saj je bila metabolna aktivnost celic po tretiranju s PgE1-OH 25 uM 78
%, po tretiranju z obinutuzumabom 10 pg/ml pa 61 %. S programom CompuSyn smo potrdili
mocne sinergisticne ucinke, saj je vrednost KI = 0,16, kar pomeni mocan sinergizem.
Primerljivo znizanje metabolne aktivnosti celic ob tretiranju s PgE1-OH in monoklonskim

protitelesom smo dosegli Ze s koncentracijo obinutuzumaba 1 pg/ml.
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Slika 30: Relativna metabolna aktivnost celic MEC1 po 48-urni inkubaciji s PgE1-OH in
obinutuzumabom.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
obinutuzumabom (1 pg/ml, 10 ug/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 PgE1-OH (1 uM, 10 uM in 25
uM) ter kombinacijo obeh. Naredili smo tudi kontrolo topila DMSO. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili
metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

V preglednici XI so prikazani kombinacijski indeksi, ki smo jih izra¢unali s programom
CompuSyn. Vidimo, da gre za moc¢ne sinergisti¢ne ucinke v celotnem obmocju testiranih

koncentracij, saj se vrednosti K1 gibljejo med 0,01 in 0,16.
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Preglednica XI: Kombinacijski indeksi za obinutuzumab in PgE1-OH na celicni liniji MECI.

PgE1l-OH  Obinutuzumab Kombinacijski Sinergizem

(1M) (ng/ml) indeks
1 0,01 +++++
10 0,01 +++++
100 0,02 +H+++
10 1 0,10 ++++
10 10 0,08 +H+++
10 100 0,09 +++++
25 1 0,16 ++++
25 10 0,16 ++++
25 100 0,14 ++++

Obinutuzumab predstavlja velik napredek v zdravljenju KLL in se Ze uporablja v
kombinaciji s kemoterapevtiki. Rezimi zdravljenja, ki vkljucujejo obinutuzumab in
kemoterapevtike (klorambucil, fludarabin, ciklofosfamid in bendamustin) so se v klini¢nih
Studijah izkazali ucinkoviti (97). Iz tega sklepamo, da bi lahko kombinacija PgE1-OH in
obinutuzumaba predstavljala potencialen nov terapevtski pristop v zdravljenju KLL, kar smo

pokazali z naSo in vitro studijo.

4.2.2.2 Sinergisticni uc¢inki 1.-902,688 in terapevtskih monoklonskih protiteles

Nadalje smo zeleli na celi¢ni liniji MEC1 ovrednotiti sinergisti¢ne u¢inke spojine L.-902,688
in terapevtskih monoklonskih protiteles. Uporabili smo enake koncentracije u¢inkovin kot
na celi¢ni liniji Ramos. Najprej smo celice izpostavili kombinaciji spojine L-902,688 ter

rituksimaba.

Iz rezultatov (Slika 31) je razvidno, da je spojina L-902,688 v koncentraciji 5 uM delovala
sinergisticno z rituksimabom v celotnem koncentracijskem obmocju. Rituksimab je
zmanj$al metabolno aktivnost celic okoli 80 % v vseh testiranih koncentracijah, L-902,688
v koncentraciji 5 uM pa na 73 %. L-902,688 je v kombinaciji z najniZjo testirano
koncentracijo rituksimaba 1 ug/ml zmanjsal metabolno aktivnost celic na 59 %. Primerljive

rezultate smo dobili tudi z vi§jimi koncentracijami rituksimaba.

Sinergisticno delovanje smo potrdili s programom CompuSyn. Vrednosti KI v tem

ey

testirani koncentraciji L-902,688 10 uM je ta zZe sam znizal metabolno aktivnost celic na 30

%. Dodatek rituksimaba pa ni statisti¢no znacilno znizal metabolne aktivnosti celic.
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Slika 31: Relativha metabolna aktivnost celic MEC1 po 48-urni inkubaciji z L-902,688 in
rituksimabom.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z rituksimabom
(1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 L-902,688 (1 uM, 5 uM in 10 pM) ter
kombinacijo obeh. Naredili smo tudi kontrolo topila DMSO. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno
aktivnost celic s testom MTS. Poskus smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Podobne rezultate kot pri rituksimabu smo dobili tudi pri tretiranju celic MEC1 z L-902,688
in ofatumumabom (Slika 32). Vidimo, da so tako kot pri rituksimabu obetavne;jsi rezultati v
kombinaciji s koncentracijo agonista receptorja EP4 5 uM, v primerjavi z 1 uM. Spojina L-
902,688 v koncentraciji 5 uM in ofatumumab v vseh testiranih koncentracijah sta v
kombinaciji posredovala moc¢nejse citotoksi¢ne u¢inke kot vsaka uc¢inkovina posebej (Slika
aktivnost celic na 87 %, L-902,688 pa na 78 %. Kombinacija L-902,688 in ofatumumaba je
znizala metabolno aktivnost celic na 66 %. Rezultati vseh treh testiranih koncentracij
ofatumumaba v kombinaciji z L-902,688 se med seboj skoraj niso razlikovali, kar pomeni,
da bi lahko uporabili Ze 10-krat niZjo koncentracijo od terapevtske za enak ucinek na

metabolno aktivnost celic.

Izrac¢un KI sicer kaze na to, da gre za aditivni u¢inek spojin, ne sinergisti¢no delovanje, saj
so vrednosti KI med 0,90 — 1,02. Uporabili smo tudi koncentracijo agonista L-902,688 10
uM. Po uporabi kombinacije z ofatumumabom se je metabolna aktivnost celic sicer
signifikantno zmanjsala, ampak iz grafa (Slika 32) lahko razberemo, da predvsem na racun

spojine L-902,688.
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Slika 32: Relativna metabolna aktivnost celic MEC1 po 48-urni inkubaciji z L-902,688 in
ofatumumabom.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
ofatumumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 L.-902,688 (1 uM, 5 uM in 10
uM) ter kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus
smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Nazadnje smo ugotavljali $e sinergisticno delovanje spojine L.-902,688 in obinutuzumaba,
ki se je v kombinaciji s PgE1-OH izkazal za najbolj obetavnega na celi¢ni liniji MEC1 (Slika
33). Kot Ze omenjeno, obinutuzumab Ze sam posreduje opazno mo¢nejse citotoksi¢ne ucinke
kot ofatumumab in rituksimab. Agonist receptorja EP4, L-902,688, je v vseh koncentracijah
citotoksi¢ne ucinke Se ojacal v celotnem koncentracijskem obmocju obinutuzumaba. Po 48
urni inkubaciji celic MEC1 z obinutuzumabom v koncentraciji 1 ug/ml je metabolna
aktivnost celic 63 %, v kombinaciji z L-902,688 5 uM pa 46 %. To je tudi 35 % manjsa
metabolna aktivnost celic, kot smo jo dosegli po inkubaciji z 5 uM L-902,688, ki je znizal
metabolno aktivnost na 81 %. Ob izpostavitvi celic agonistu v koncentraciji 10 uM smo v

celotnem koncentracijskem obmocju obinutuzumaba dosegli Zivost celic 28 %.

54



MAGISTRSKA NALOGA VERONIKA ROTNIK, 2018

Obinutuzumab

1,20
%
2
£100 g I
g [
g 080 1 L-902,688 0 UM
S 0,60 dy T & LT ' "
o 1 1 1 L-902,688 1
= j|: :|: 3 ’ Ile
(]
£ 0,40 I I I I L-902,688 5 uM
c
2 0,20 L-902,688 10 uM
2 0,00

0 1 10 100
Koncentracija obinutuzumaba (pg/ml)

Slika 33: Relativna metabolna aktivnost celic MEC1 po 48-urni inkubaciji z obinutuzumabom in L-
902,688.

Suspenziji celic MEC1 (3,0x10° celic/ml) smo dodali humani serum (1 %). Celice smo tretirali z
obinutuzumabom (1 pg/ml, 10 pg/ml ter 100 pg/ml), agonistom receptorja EP4 L-902,688 (1 uM, 5 uM in 10
puM) ter kombinacijo obeh. Po 48-urni inkubaciji smo pomerili metabolno aktivnost celic s testom MTS. Poskus
smo izvajali v triplikatu in naredili tri neodvisne ponovitve.

Preglednica XII prikazuje izracune Kl za L-902,688 ter obinutuzumaba, ki kazejo na
sinergisti¢ne u¢inke v vseh kombinacijah agonista in monoklonskega protitelesa.
Preglednica XI1: Kombinacijski indeks za L-902,688 in obinutuzumab na celicni liniji MEC1.

L-902,688 Obinutuzumab Kombinacijski Sinergizem

(1M) (ng/ml) indeks
1 1 0,11 ++++
1 10 0,10 ++++
1 100 0,13 ++++
5 1 0,38 +++
5 10 0,36 +++
5 100 0,48 +++
10 1 0,37 +++
10 10 0,37 +++
10 100 0,37 +++

Iz dobljenih rezultatov sklepamo, da bi lahko bila kombinacija L-902,688 in obinutuzumaba
potencialnen nov terapevtski pristop pri zdravljenju KLL. Kombinacija obeh u¢inkovin je
izkazala mocne citotoksicne ucinke. Opazili smo, da razli¢ne koncentracije monoklonskega
protitelesa v kombinaciji z agonisti receptorja EP4 ne povzrocijo statisti¢no signifikantnih
razlik v preZivetju, kar pomeni, da bi potencialno lahko za enak ucinek uporabili niZjo

koncentracijo zdravila. S tem bi lahko zmanjsali pojavnost stranskih u¢inkov, kot so
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neutropenija in trombocitopenija ter infuzijsko reakcijo. Ti se pogosteje pojavljajo pri
obinutuzumabu, kot pri prej omenjenih monoklonskih protitelesih usmerjenih proti CD20
(27, 85).

Izsledke raziskav preucevanja sinergizmov dveh selektivnih agonistov receptorja EP4,
PgE1-OH in L-902,688, smo povzeli v preglednici XIII. Na celi¢ni liniji Burkittovega
limfoma Ramos se je izkazala najbolj uéinkovita kombinacija agonistov receptorja EP4 z
ofatumumabom. TaksSen rezultat je v skladu s podatki o tem, da ima ofatumumab tudi v
monoterapiji vecji citotoksi¢en ucinek v primerjavi z rituksimabom (98). Mocne
sinergisti¢ne uc¢inke smo opazili tudi v kombinaciji L-902,688 in monoklonskega protitelesa
rituksimab, vendar smo z uporabo ofatumumaba in L-902,688 dosegli nizje matebolne
aktivnosti celic. Poleg tega je znano, da ofatumumab deluje citotoksi¢no tudi na celice
rezistentne na rituksimab, kar dodatno potrjuje njegov potencial v terapiji (21). Z vectar¢no
terapijo bi lahko tudi zaobsli rezistenco na monoklonska protitelesa rituksimab in

ofatumumab, ki se pojavlja zaradi iz¢rpanih komponent komplementa (29, 32).

Kot lahko razberemo iz preglednice XIII je na celi¢ni liniji KLL MEC1 najmoc¢nejse
citotoksi¢ne ucinke posredovala kombinacija agonistov receptorja EP4 in monoklonskega
protitelesa obinutuzumab. Obinutuzumab je registriran za zdravljenje KLL in se je v
klini¢nih $tudijah Ze izkazal za uspe$nejSega kot rituksimab in ofatumumab (28). Z naSo in
vitro Studijo smo ugotovili, da bi lahko bila uporaba PgE1-OH ali L-902,688 kot podporne
terapije pri zdravljenju z obinutuzumabom potencialno nov terapevtski pristop za zdravljenje
KLL.

Preglednica Xl Povzetek sinergisticnih ucinkov na celicnih linijah Ramos in MECL.

Celic¢na linija Burkittovega Celic¢na linija kroni¢ne limfocitne
limfoma Ramos levkemije MEC1
PgE1-OH L-902,688 PgE1-OH L-902,688
Rituksimab + (94) ++ - +/-
Ofatumumab +(94) ++ +/- +/-
Obinutuzumab +/- - ++ +

Preglednica predstavlja povzetek ugotovljenih sinergisti¢nih uéinkov in vitro na celi¢nih linijah Ramos in
MECL. Z »-« smo oznacili kombinacije pri katerih nismo ugotovili sinergisti¢nih u¢inkov v nobeni testirani
kombinaciji. Rezultate, kjer je kombinacija u¢inkovin znizala metabolno aktivnost za manj kot <15 %, kot
vsaka u¢inkovina posebej smo oznacili z »+/-«. Kjer je kombinacija obeh spojin znizala metabolno aktivnost
celic za ve¢ kot >15 % v primerjavi z 1 smo oznadili z »+«, ¢e je >20 % pa z »++«.
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4.3 Agonisti receptorja EP4 ne modulirajo ekspresije celicnega

oznacevalca CD20
Izrazanje celi¢nega oznacevalca CD20 na celicah limfocitov B je bistvenega pomena pri
zdravljenju z anti-CD20 monoklonskimi protitelesi. Znano je, da je zmanjSanje ekspresije
celi¢nega oznacevalca CD20 pomeni slab$i odziv na zdravljenje (29). Ugotovili so, da
nekateri kemoterapevtiki vplivajo na ekspresijo CD20. Gemcitabin, ki se uporablja v
zdravljenju difuznega velikoceli¢nega limfoma B, poveca ekspresijo CD20 in s tem tudi
izboljsa u¢inek monoklonskih protiteles (99). Na podlagi teh ugotovitev nas je zanimalo, ¢e
imajo tudi agonisti receptorja EP4 vpliv na izraZanje celi¢nega oznacevalca CD20. V ta
namen smo izbrani liniji Ramos in MECL1 tretirali z necitotoksi¢nimi koncentracijami
agonista receptorja EP4 in po 24-urni inkubaciji izmerili ekspresijo CD20 s preto¢nim
citometrom. Uporabili smo PgE1-OH v koncentraciji 5 uM in L-902,688 v koncentraciji 1
uM. lIzbrane koncentracije niso imele pomembnega vpliva na prezivetje celic, metabolne

aktivnosti niso zmanjS$ale na manj kot 80 %.

S preto¢no citometrijo smo ovrednotili ekspresijo molekul CD20 na povrsini celic Ramos in
MECI1 in ugotovili, da izbrana agonista receptorja EP4 v necitotoksi¢nih koncentracijah
nimata pomembnega vpliva na izrazanje CD20. V netretiranem alikvotu celic Ramos je po
24-ih urah izrazalo CD20 69 % celic. Po tretiranju s PgE1-OH je izrazalo CD20 65 % celic,
po tretiranju z L-902,688 pa 64 % celic Burkittovega limfoma (Slika 34).
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CTRL [-902688 1 uM PgE1-OH 5 uM

Tretiranje

Slika 34: Ekspresija celi¢énega oznaevalca CD20 na celicah Ramos po tretiranju z agonisti receptorja
EP4.

Celice Ramos (1,0 x 108) smo tretirali z PgE1-OH 5 M in L-902,688 1 pM. Po 24-urni inkubaciji smo celicam
dodali monoklonsko misje protitelo proti humanemu oznac¢evalcu CD20, ki je konjugirano s fluorokromom, in
inkubirali $e 15 minut. S preto¢no citometrijo smo izmerili ekspresijo CD20.
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Ekspresija celi¢nega oznacevalca CD20 na povrsini celic Ramos je primerljiva v vseh treh
primerih, zato predvidevamo da PgE1-OH in L-902,688 ne vplivata na modulacijo molekul
CD20 na celicah Burkittovega limfoma.

V kontrolnem alikvotu suspenzije celic MEC1 je izrazalo celi¢ni oznacevalec CD20 42 %
celic. To je v skladu s podatki iz literature, da imajo celice MEC1 manj$o koncentracijo
molekul CD20 na povrsini celic, kot celice Ramos (88) ter z dejstvom, da je CD20 na celicah
KLL nizko izrazen (8). Iz grafa (Slika 35) razberemo, da se po tretiranju celic MEC1 z
agonisti receptorja EP4, ekspresija CD20 ni signifikantno spremenila. Po tretiranju celic s
PgE1-OH je CD20 izrazalo 40 % celic, po tretiranju s L-902,688 pa 43 % celic. 1z rezultatov
sklepamo, da PgE1-OH in L-902,688 ne modulirata ekspresije celiénega oznacevalca CD20
na celicah KLL.
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Slika 35: Ekspresija CD20 na celicah MECL po tretiranju z agonisti receptorja EP4.

Celice MEC1 (1,0 x 108) smo tretirali z PgE1-OH 5 pM in L-902,688 1 uM in inkubirali 24 ur. Nato smo
celicam dodali monoklonsko misje protitelo proti humanemu oznaéevalcu CD20, ki je konjugirano s
fluorokromom, in inkubirali §e 15 minut. S pretocno citometrijo smo izmerili ekspresijo CD20.

In vitro smo ugotovili, da agonisti receptorja EP4 ne modulirajo ekspresije celi¢nega
oznacevalca CD20 na limfocitih B. Predvidevamo, da ob socasni aplikaciji z anti-CD20
monoklonskimi protitelesi, agonisti receptorja EP4 ne bi zmanjSali citotoksi¢nosti
monoklonskih protiteles usmerjenih proti celicnem oznacevalcu CD20, saj ne zniZajo
ekspresije CD20. To se ujema tudi z naSimi ugotovitvami o sinergisticnem delovanju
agonistov receptorja EP4 in monoklonskimi protitelesi usmerjeni proti CD20 in vitro. Iz tega
sklepamo, da bi bil takSen pristop zdravljenja potencialen v terapiji B-celi¢nih levkemij in

limfomov.
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5 SKLEPI

Veliko oviro k dosegu uspesnih klini¢nih izidov pri zdravljenju B celi¢nih levkemij in
limfomov predstavlja pojav rezistenc na aktualna zdravila, zato je potrebno iskanje vedno
novih tar¢ in terapevtskih pristopov. Ena izmed potencialnih terapevtskih tar¢ je receptor
EP4. S tem izhodis¢em smo Zeleli ovrednotiti morebitne sinergistiéne ucinke agonistov
receptorja EP4 in terapevtskih monoklonskih protiteles usmerjenih proti CD20.

Najprej smo ovrednotili delovanje monoklonskih protiteles na celi¢ni liniji Burkittovega
limfoma Ramos in kroni¢ne limfocitne levkemije MEC1. Ugotovili smo, da so citotoksi¢ni
ucinki monoklonskih protiteles rituksimab in ofatumumab mo¢no odvisni od razpolozljivih
komponent komplementa, saj je njun glavni mehanizem delovanja CDC. Obinutuzumab
posreduje citotoksi¢ne ucinke preko indukcije direktne celicne smrti in ADCC, zato
pomanjkanje beljakovin komplementa nima pomembnega vpliva na njegovo citotoksi¢nost.
Ugotovili smo, da rituksimab in ofatumumab moc¢neje inducirata CDC na celi¢ni liniji
Burkittovega limfoma, medtem ko je obinutuzumab bolj citotoksi¢en za celice KLL. To se
sklada z dejstvom, da je registriran za zdravljenje KLL.

V nadaljevanju smo se osredotocili na ugotavljanje sinergisti¢énih u¢inkov monoklonskih
protiteles usmerjenih proti CD20 in agonistov receptorja EP4. Ugotovili smo, da ué¢inkovini
rituksimab in ofatumumab posredujeta sinergisti¢éne ucinke z agonistom receptorja EP4, L-
902,688, na celi¢ni liniji Ramos. Menimo, bi lahko imel taksen terapevtski pristop potencial
v terapiji B-celi¢nih limfomov. Na celi¢ni liniji MEC1 je najmoc¢nejse citotoksi¢ne ucinke
posredoval obinutuzumab v kombinaciji s PQE1-OH in L-902,688. Predvidevamo, da bi
lahko bila so¢asna administracija obinutuzumaba in agonista receptorja EP4 potencialen
ucinkovit terapevtski pristop pri zdravljenju KLL, saj bi lahko uporabili nizje odmerke
monoklonskih protiteles in s tem zaobsli stranske ucinke in zmanjsali stroske zdravljenja.
Na koncu smo zeleli preveriti ali izbrana agonista receptorja EP4 vplivata na ekspresijo
molekul CD20 na povrSini celic Burkittovega limfoma in KLL. S preto¢no citometrijo smo
ugotavljali ekspresijo celi¢nega oznacevalca CD20 in ugotovili, da PgE1-OH in L-902,688
nimata vpliva na izrazanje celi¢nega oznacevalca CD20.

Nasa in vitro studija predstavlja pomemben doprinos k iskanju novih terapevtskih pristopov

pri zdravljenju B-celi¢nih limfomov in levkemij.
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7 PRILOGE

Priloga 1: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo obinutuzumab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 PgE1-OH na celi¢ni liniji Ramos.
PgE1l-OH Obinutuzumab Kombinacijski

(M) (ug/mi) indeks Sinergizem
1 / ND*
10 / ND
100 0,92 +-
10 1 0,97 +-
10 10 0,94 +-
10 100 0,86 +
25 1 1,60 ---
25 10 1,62 -
25 100 1,56 ---

*ND = not determined (ni dolo¢eno)

Priloga 2: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo rituksimab v kombinaciji z agonistom

receptorja EP4 L-902,688 na celi¢ni liniji Ramos.

R /W
e 10 0,55 +H+
e 100 0,47 +
s 10 1,12 -

s 100 1,05 +
10 1 0,88 +

_ 10 0,60 +++
10 100 0,60 +t

Priloga 3: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo ofatumumab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 L-902,688 na celi¢ni liniji Ramos.

R 10 0,68 .
b 100 2,95
s 10 0,92 +
s 100 0,92 +
10 1 0,60 +H+
_ 10 0,47 +++
10 100 0,60 +t
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Priloga 4: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo obinutuzumab v kombinaciji z agonistom

receptorja EP4 L-902,688 na celi¢ni liniji Ramos.

L-902,688
(uM)

1

1

1

5

5

5

10

10

10

Obinutuzumab Kombinacijski

(ng/ml)

indeks

2,81
2,08
0,47
1,40
1,40
1,07
0,86
0,86
0,80

Sinergizem

Priloga 5: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo rituksimab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 PgE1-OH na celi¢ni liniji MEC1.

1,08

/

/
0,58
0,58
0,57
1,02
1,06
1,03

ND
ND
+++
+++

+++

Priloga 6: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo ofatumumab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 PgE1-OH na celi¢ni liniji MEC1.

0,06
0,06
0,19
0,37
0,50
0,43
0,35
0,34
0,29

+++++

+++++

+H++

++++



MAGISTRSKA NALOGA

VERONIKA ROTNIK, 2018

Priloga 7: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo obinutuzumab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 PgE1-OH na celi¢ni liniji MECI.

PgE1l-OH Obinutuzumab Kombinacijski

(uMm) (ng/ml)

indeks

0,01
0,01
0,02
0,10
0,08
0,09
0,16
0,16
0,14

Sinergizem

+++++
++++
+++++
+H++
o+t
e+
+++
+H++
+H++

Priloga 8: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo rituksimab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 L-902,688 na celi¢ni liniji MECI.

0,29
0,40
0,29
0,85
0,89
0,89
0,85
0,79
0,76

++

++

Priloga 9: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo ofatumumab v kombinaciji z agonistom
receptorja EP4 L-902,688 na celi¢ni liniji MECI.
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Priloga 10: Vrednosti KI za monoklonsko protitelo obinutuzumab v kombinaciji z
agonistom receptorja EP4 L-902,688 na celi¢ni liniji MEC1.

L-902,688 Obinutuzumab Kombinacijski Sinergizem

(1M) (ng/ml) indeks

1 1 0,11 +++
1 10 0,10 ++
1 100 0,13 ++++
5 1 0,38 o
5 10 0,36 =
5 100 0,48 +-

10 1 0,37 ++

10 10 0,37 ++

10 100 0,37 +Ht



