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1. Irodalmi attekintés
1.1. Az ErbB fehérjék: klaszterizacié mindenek felett

A transzmembran jelatvitel vizsgdlata kozponti jelent6ségl a sejt- és
molekularis biolégiai kutatdasokban, hiszen sejtek fiziolégids és patoldgias
aktivacids folyamatainak els6 lépésének megismerése mind alapkutatasi, mind
orvosi szempontbdl rendkiviil fontos. A receptor tirozin kindzok a jeldtviteli
folyamatok egyik legrészletesebben tanulmanyozott résztvevGi. Kozilik az
epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor, EGF) receptorcsalad
képezi ezen dolgozat legfontosabb targyat. A csalddnak négy tagja van, melyeket
ErbB1-4 receptoroknak, ill. emberben HER1-4 (HER=human epidermal growth
factor receptor) fehérjéknek neveznek. A receptor tirozin kindz aktivacio
paradigmaja szerint a receptor inaktiv allapotban monomerként van jelen a
plazmamembranban, majd a ligand megkotése utan reverzibilisen dimerizalédik,
amelyet a receptor intracelluldris kindz doménjének aktivacidja és a
transzmembran jelatvitel aktivacidja kisér. Azota a kép sokkal arnyaltabba és
bonyolultabba valt. Ennek megértéséhez tekintsiik at el6szor réviden az ErbB
fehérjék szerkezetét.

Mind a négy fehérje hasonld felépitést mutat. Tartalmaznak egy 620
aminosavbdl allo extracelluldaris domént, egy rovid a-helikdlis transzmembran
szegmenst és egy intracellularis részt. Ez utdbbi tovabbi részekre oszthaté: a
membranhoz legkdzelebb a 40 aminosavat tartalmazé juxtamembran domén,
majd a tirozinkindz domén és végil a C-termindlis végen a foszfotirozint kotd
effektor molekuldk kot6helyei talalhatéak. Ligandum hidanydban az ErbB2
kivételével a tobbi receptor extracellularis doménje Un. zart konformaciot vesz fel,
amelyben a Il. és IV. domének kozott intramolekularis hid képzédik. A ligandum

egymashoz kozel kerilnek, felszakad a II-IV domének kozoétti intramolekularis hid,
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és expondlédik a Il. domén dimerizacids karja, amely igy intermolekularis
kapcsolatokat tud stabilizalni.

Az ErbB2 extracelluldris doménjének viselkedése tobb szempontbdl eltér a
fentiektdl. Egyrészt a receptor konstitutivan nyilt konformaciéban van, amiben a
dimerizacids kar exponalt. Masrészt az |. és Ill. domének kozotti ligandkot6 zseb
tul kicsi. A fentiek miatt az ErbB2 nem képes ndvekedési faktort kétni, és a tobbi
ErbB fehérje preferdlt heterodimerizacidés partnere. Az ErbB2 csak magas
expresszidés szint mellett képez homoasszociatumokat, melyeket azonban
valoészintileg nem a mar leirt dimerizacids kar, hanem a molekula egyéb részei (pl.
transzmembran vagy intracellularis domének) vagy a lipid kdrnyezet stabilizalnak.

A fenti relative egyszeri modell szamtalan észlelést nem tud
megmagyarazni. Valdszinlleg az extracelluldris domének onmagukban nem
képesek az ErbB fehérjék kozotti heterodimerizacié kivaltasdra, pedig a
ligandumok ilyen klasztereket is |étre hoznak. A dimerek Gsszetételét egyrészt az
ErbB fehérjék expresszids szintje, masrészt a ligandum tipusa hatdrozza meg,
amelyeket hdrom csoportra oszthatunk: EGF-szerl ligandumok, melyek csak az
ErbB1-et aktivaljak; neuregulinok (heregulinok), melyek az ErbB3-hoz és ErbB4-
hez kotédnek; az ErbB1-et és ErbB4-et aktivald ligandumok.

Tehat a novekedési faktor kotédik a sajat receptorahoz, majd annak homo-
vagy heterodimerizacidjat valtja ki, ami a receptor aktivaciéjadhoz vezet. A dimerek
stabilizaldsaban a transzmembran domén és a kindz domén is részt vesznek. Az
ErbB fehérjék kindz doménje a ligandum kot6dést kovetéen a ciklin-CDK
komplexhez hasonlé aszimmetrikus dimert alkot, és az egyik receptor kinaz
doménje aktivalja a masik receptor kindzat, amit keresztfoszforilacié kovet.

Az eddigiek 6sszefoglaldsaként kijelenthetjik, hogy bar a ligand indukalt

dimerizacid sok észlelést megmagyaraz, a receptor asszociaciok és aktivacidé tobb
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aprobb részletét megmagyarazatlanul hagyja. A legfontosabb ilyen ,aprébb”
részletek a klaszterizacid két aspektusat érintik:

a. Egyrészt szinte bizonyosra vehetd, hogy léteznek preformalt, konstitutiv
homo- és heterodimerek is.

b. Masrészt a dimereknél magasabb rend(i asszocidtumok is |éteznek, melyek
mérete tdbb szdz molekuldig terjedhet. Létezhetnek konstitutiv médon vagy
ligand altal indukaltan. A klasztereket Osszetartd erék valdszin(ileg
indirektek: lehetnek citoszkeletdlis eredetliek vagy kozos lipid doménbe
torténd particionalds kbvetkezményei.

1.2. Az ErbB fehérjék bioldgiai jelent6sége: transzmembran jelatviteli
folyamatok

masodlagos jelatviteli folyamatok aktivalédasa koveti. Az ErbB fehérjék altal
generalt transzmembran szignal forrdsa, ill. alapegysége a receptorok altal
létrehozott homo- vagy heterodimer. A négy ErbB fehérje kozil csak az ErbB1 és
ErbB4 tekinthetd teljesen &tlagos receptor tirozin kindznak, amely mind
ligandkotd, mind aktiv kindz doménnel rendelkezik. Az ErbB2 képtelen ligandumot
kotni, az ErbB3-nak viszont a kindz doménje inaktiv. A fentiek értelmében sem az
ErbB2, sem az ErbB3 nem képes egymagaban transzmembran jelatvitelre,
egymassal heterodimerizalva viszont a legaktivabb jelatviteli komplexet alkotjak.

A dimerek Osszetételét egyrészt az aktivald novekedési faktor, masrészt az
adott sejt altal kifejezett ErbB receptorok tipusa és expresszids szintje hatarozza
meg. Bar a négy receptorbdl elvileg létrehozhatd tizféle dimer mindegyikét
kimutattak mar, az ErbB1, ErbB4 homodimerek és az ErbB2-t magdba foglald
heterodimerek a legjelentésebbek. A foszfotirozint kété mdsodlagos jelatvivé
molekuldk szelektiven két6dnek az egyes ErbB fehérjék C-terminalis doménjében

keletkez6 foszforildlt tirozin aminosavakhoz. Ez biztositja azt, hogy az ErbB1l
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elsGsorban a foszfolipaz-C, Cbl és MAPK utvonalak aktivalasara képes, az ErbB2
kimondottan erdsen aktivalja a MAPK uatvonalat, az ErbB3 els6sorban a
foszfatidilinozitol 3-kindz (PI3K) serkentésében jar élen, mig az ErbB4 mind a
MAPK, mind a PI3K Utvonalakat bekapcsolja. Az ErbB2 részvétele a
heterodimerekben javitja a jelatvitel hatékonysagat els6sorban a receptor le-
regulalodas csdkkentésével.

A CD44 tobbféleképpen vesz részt az ErbB szignalizacidban. Egyrészt
liganduma, a hialuronsav, altal aktivalva serkenti az ErbB2 tirozin foszforilacidjat,
masrészt a HB-EGF prekurzor és az azt processzalé MMP-7 protedaz megkotésével
egy olyan komplexet hoz létre, amely az ErbB4 (és az ErbB1) aktivalasdhoz vezet.
A CDA44 hialuronsav altal torténé aktivacioja a jelatviteli folyamatok serkentése
mellett kivaltja a CD44 intramembran proteolizisét is. Az igy felszabadulé CD44
intracellularis domén noveli a sejtek motilitdsat és igy a daganatok metasztazis
képzésében is szerepet jatszhat.

1.3. Az ErbB fehérjék onkoldgiai szerepe

Régdta ismert, hogy az ErbB fehérjék szamtalan human daganat
kialakuldasaban szerepet jatszanak. Fokozott aktivalédasuknak szamtalan mddja
lehet. Torténhet mutdcié az ErbBl kinaz doménjében, amely aktivalja annak
enzimatikus aktivitasat vagy deletaldodhat az ErbB1 teljes extracellularis doménje,
amely egy konstitutivan aktivalt ErbB1 fragmentet (EGFRvIII) hoz létre. Trunkalt
ErbB2 molekulat talaltak emlétumorokban, melyek expresszidja fokozza a sejtek
malignitdsat, és hozzajarul a receptor ellenes antitest terapiaval szembeni
rezisztencidhoz. Az ErbB1l, ErbB2 és ErbB3 fehérjék aktivalédasardl
bebizonyosodott, hogy hozzdjarulnak a daganatok keletkezéséhez és
progresszidjahoz, de az ErbB4-rél inkdabb azt feltételezik, hogy anti-onkogén
hatdsu, hiszen sejtproliferacidt gatld szignalok forrasa lehet. Az ErbB fehérjék

(ErbB1-3) tobbféle moddon jarulhatnak hozza a rosszindulaty daganatok
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kialakulasahoz és progresszidjahoz. Egyrészt fokozzak a sejtproliferaciot, gatoljak
az apoptozis a PI3K-Akt talélés utvonal aktivalasaval. Ez utdbbiban mutat
kimagaslé hatdsossagot az ErbB2-3 heterodimer. Ezeken kivil fokozzdk a sejtek
motilitasat és angiogenezist indukalnak.

Az ErbB2 az eml6daganatok kb. 30%-ban fokozott expressziét mutat, ami a
daganat rossz progndzisaval jar. A prognosztikus marker szerep mellett az ErbB2
terapias target is, ami hosszu évtizedek kutatdsdnak eredménye. Az ErbB2-t és
altaldban a receptor tirozin kinazokat kétféle mddon lehet gatolni terapias
célzattal: az extracellularis doménhez kotddé, altalaban humanizalt antitestekkel
és tirozin kinaz inhibitorokkal, melyek kozll az ErbB2-t felismerd trastuzumab
(Herceptin®) volt az els6. Az antitestek hatdsmechanizmusa tobbféle lehet.
Egyrészt gatolhatjdk a novekedési faktor kotGdését, kivalthatjak az
immunrendszer aktivalodasat (pl. ADCC reakcio altal) vagy gatolhatjak a receptor
aktivitasat kozvetlenll. Ez utdbbira kilonésen érdekes példa a pertuzumab,
hiszen az antitest az ErbB2 dimerizacids karja altal kivaltott receptor dimerizaciot
sztérikusan gétolja.

1.4. A trastuzumab a receptor orientalt kemoterapikumok prototipusa

A trastuzumabot eleinte ErbB2-t fokozottan kifejez§ eml&tumorok
monoterapiajaban alkalmaztak, majd ezen eml6daganatok standard terapiajava
valt mas kemoterapikumokkal kombinalva. A trastuzumab hatdsmechanizmusaval
kapcsolatban két elmélet létezik. Az egyik szerint antitest fliggd cellularis
citotoxicitasi reakciot (ADCC) vagy komplement fliggd citotoxikus reakciét (CDC)
valt ki, mig a masik elképzelés szerint a tumorellenes hatds az antitest kdzvetlen
daganatsejtekre kifejtett gatld hatasabdl ered. Az utdbbi magdba foglalja az ErbB2
és Src medidlta szignalok gatlasdt és a PTEN foszfatdz kovetkezményes
aktivalodasat és az ErbB2-ErbB3 komplex felbontasat, amely az Akt kodzvetitett

jelatviteli események blokkoldsahoz vezet. Ezen elsédleges hatasok a sejtciklus G1
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fazisban torténé felfliggesztéséhez, apoptdzis indukciohoz és a DNS szintézis,
valamint az angiogenezis gatlasahoz vezetnek.

Szamtalan tényez6t hoztak mar Osszefliggésbe a trastuzumab
rezisztencidval. Ilyen pl. a PTEN hidnyzd expresszidja, a PI3K katalitikus
alegységében kialakulé mutacié, mas ErbB fehérjéken, Met onkogénen vagy
IGF1R-on keresztili, kompenzatérikusan fokozott jelatvitel és a calpain-1 fokozott
expresszidja. Szintén rezisztenciahoz vezet a transzIlacid alternativ iniciacidja révén
létre jov6 trunkalt ErbB2, mivel az igy keletkezé fehérjének nincs extracellularis
doménje, és az ezt kifejez6 emlédaganatok nem képesek trastuzumabot kotni.
Egy Uj mechanizmus felfedezésével sajat kutatasi eredményeink is hozzajarultak a
rezisztencia leirasahoz. Az ,Eredmények és megbeszélés” fejezetben részletesen
ismertetendd moddon az ErbB2 molekula MUC4 vagy hialuronsav Aaltali
maszkirozdsa és a trastuzumab kovetkezményes gatolt kotSdése szintén
rezisztencidhoz vezet.

1.5. A lipid membran doménijei: a lipid tutajok szerkezete és bioldgiai
funkcioi

A membranreceptorok aktivalddasa klaszterizacidjuk megvaltozasaval jar
egyltt, ami a membran lipid kdrnyezetében zajlik. A lipidek membranfehérjékre
kifejtett hatasanak legrészletesebben karakterizalt formai a lipid tutajok, melyrél
sok és részben egymasnak ellentmondd informacié halmozddott fel az elmult
években. A probléma forrasat az jelenti, hogy azok a strukturak, amiket lipid
tutajokként kilonb6z6 maddszerekkel (pl. sejtbioldgiai, biokémiai megkdzelités,
mesterséges membranokkal végzett kisérletek, dinamikus egyedi molekula
mérések) vizsgalnak, szinte biztos, hogy nem ugyanazt a strukturat takarjak.

Az elmult évtizedek vizsgalatai egyértelm(vé tették, hogy a folyékony
mozaik modell tébb szempontbdl is revizidra szorul. Kiderdlt, hogy a lipidek nem

struktura nélkili tengert alkotnak, és hogy a fehérjék ebben nem véletlenszerilien
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oszlanak el és nem diffunddlnak teljesen szabadon. Ezen szervezettség
kialakulasaban tobb tényez6 vesz részt.

1. Toébbkomponensl lipid membranokban a lipidek fizikai-kémiai
tulajdonsdgaik miatt hajlamosak szeparalt fazisokat vagy (mikro-)Jdoméneket
létre hozni. Ezek mérete és élettartama sokféle lehet, néhany
nanoszekundumtdl egészen a termodinamikailag stabil fazis szeparacidig. A
stabil domének kozil a folyékony rendezett (L,, liquid ordered) és folyékony
rendezetlen (Ly, liquid disordered) domének jelent&sek bioldgiai
szempontbdl. A lipid tutajok fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan az
el6bbinek felelnek meg. A lipidek klaszterizaciojat eltéré méretiik (a zsirsav
oldallancok hossza), a zsirsavak flexibilitasanak kilonboz&sége és a lipidek
kozott kialakuld hidrogén kotések valtjak ki. Kalénosen jelent6s ebbdl a
szempontbdl a koleszterol és a szfingolipidek hidrogén kotésekben vald
részvételi hajlama. A lipid tutajok két masik fontos komponense, a
glikolipidek és a 2-hidroxilalt zsirsavval rendelkezé lipidek, szintén a hidrogén
kotések kialakitdsa miatt jatszanak fontos szerepet az L, domének
kialakulasaban. A mesterséges membranokban megjelend lipid domének
altaldban sokkal nagyobbak és stabilabbak, mint éI6 sejtben megfigyelhets
tarsaik, de a lipid tutajok vélt tulajdonsagai kozil tobbet is rekapitulalnak (pl.
hideg, nem ionos detergensben valo oldhatatlansag).

2. A lipidek kozotti fizikokémiai kdlcsénhatasok mellett a bioldgiai membranok
esetében tekintetbe kell venni a membran dinamikus valtozasat, leginkabb
az allanddéan folyd endo- és exocitotikus folyamatokat. Szamitdgépes
szimuldcidk és kisérletek segitségével kimutattak, hogy ezek az aktiv
folyamatok egyrészt dnmagukban is hozzajarulnak a klaszterek létrejottéhez,

ugyanakkor gatoljak is tul nagy méretl aggregatumok létrejottét.



dc_380 12

3. A biolégiai membranokban a domének I|étrejottének szabalyozdsaban
szintén nem lehet eltekinteni a fehérjék szerepének targyaldsatél. A lipid
tutajokkal kapcsolatban elsGsorban a glikozilfoszfatidil-inozitol (GPI) kotott
fehérjéket kell megemliteni, amelyek telitett zsirsav tartalmuknak
koészonhet6en preferencidlisan a lipid tutajokban fordulnak eld. Ezenkivil a
lipid mddositott periférias membranfehérjék is lehetnek lipid tutajokkal
asszocialtak. A transzmembran (TM) fehérjék helyzete kicsit bonyolultabb. A
membrant egyszer ativel6 fehérjék megoszlasat az Ly és L, domének kozott a
TM hélix és a lipid kornyezet kozétti hidroféb meg nem felelés (,,hydrophobic
mismatch”) hatarozza meg.

4. A citoszkeleton tobb ponton is beleszél a domének kialakuldsaba. Egyrészt
korlatozza a um atméréjli domének keletkezését, masrészt szubmembran
keritések |étrehozasaval korlatozza a lipidek és a TM fehérjék diffuziojat és

tranziensen néhany szaz nanométer atmérgjl zonakba korlatozza azokat.

A fenti 0sszetett hatdsok eredményeképpen az él6 sejtek membranjaban is
létre jonnek mikrodomének (lipid és fehérje molekuldk aggregatumai), amelyek
azonban termodinamikailag nem stabil fazisok, hanem dinamikusan valtozé
képz6dmények, melyek mérete a néhanyszor tiz nanométeres nagysagrendbe
esik, és élettartamuk a néhany nanoszekundumtdl masodpercekig terjed.

A fent korvonalazott sokféleségben tobben proébaltak mar rendet
teremteni. Egyik probélkozas szerint a membranban hdromszint(i doménszerkezet
jon létre:

1. A citoszkeletonhoz koétott TM fehérjék altal alkotott kardk létrehozta
domének, melyek dtmérdje a néhany szdz nanométeres tartomanyba esik.
2. A tulajdonképpeni mikrodomének, melyek megfelelnek a lipid tutajoknak.

Atméréjiik a 10 nanométeres skaldn van. A lipid tutajokban szfingolipidek,
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glikolipidek, telitett és hidroxilalt zsirsavakat tartalmazé lipidek, koleszterol,
GPI-kotott és bizonyos transzmembran fehérjék talalhatok.

3. A kisméretd, kézvetlen fehérje-fehérje kdlcsénhatdsok segitségével kialakuld
fehérje aggregatumok (altaldban dimerek). Ez a szint felel meg az el6z6
fejezetekben emlitett ErbB fehérje dimereknek.

A fenti, a szervezG8dési szinteket a lipidek oldalarél megkozelité modellhez
hasonlé elképzelést mi is javasoltunk, de javaslatunkat els6sorban a fehérje
klaszterizaciéval alapoztuk meg. Ez részletesebben az ,Eredmények és
megbeszélés” fejezetben keril targyalasra.

A legjelent6sebb lipid mikrodomén, a lipid tutaj, szdmtalan bioldgiai
folyamatban vesz részt. Egyrészt fontos szerepet jatszik az endocitdzisban,
valamint a transzmembran jelatviteli folyamatokban. Elképzelhets, hogy egy
receptor mind inaktiv, mind aktiv dllapotdban a lipid tutajokkal asszocidlt, de az is,
hogy a ligand kotés fokozza a fehérje lipid tutaj irdnti affinitasat. Az is lehetséges,
hogy a lipid tutajok, ill. GPI-kapcsolt fehérjék keresztkotése indukalja a lipid
tutajok aggregaciéjat, ami elinditja a transzmembran jelatviteli folyamatokat.
Tehat altaldnossagban elmondhatd, hogy az aktivacid noveli a lipid tutajok
méretét, és viszont: a lipid tutajok méretének novelése (pl. keresztkotés altal)
sokszor aktivalja a benne levé fehérjéket.

Az ErbB fehérjéknek is van kozik a lipid tutajokhoz. Az ErbB1-rél
kimutattak, hogy a lipid tutajok befolyasoljak funkcidjat. A lipid tutajok, ill. azok
gangliozid tartalma csokkenti az ErbB1 ligand iranti affinitasat és dimerizacidjat, és
a caveolin gatolja az ErbB1 kinaz aktivitdsat. Az ErbB2 lipid tutajokhoz vald
viszonyardl az ,,Eredmények és megbeszélés” fejezetben lesz szo6.

1.6. A fehérjeasszociaciok mérésének jelentGsége és modszerei
A klaszterizaci6 mérése a jeldtvitellel foglalkozé vizsgalatok alapvetd

kérdései kozé tartozik. Ezen fejezet célja, hogy az egyes mddszerek részleteinek
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bemutatasa és minden eljaras felsorolasa nélkiil rendszerbe szervezze azokat, és

ramutasson arra, hogy mik az egyes megkozelitések el6nyei és hatranyai. A

modszereket célszer( két nagyobb csoportra osztani:

1. Kvalitativ-szemikvantitativ eljarasok: Ezeket a mddszereket alkalmazzak a

legkiterjedtebben a sejt- és molekularis bioldgiai kutatasok soran. Elényilk az

egyszer(iség, ill. az altalanos felszereltségli sejtbiolégia laborban vald

megvaldsithatdsag, de tobb potencialis hatulitével is rendelkeznek.

a.

Koprecipitacio, kémiai keresztkotés, co-capping, Western blot: a
legegyszer(ibb és legaltaldnosabban alkalmazott mddszerek, melyek
eredményeit koriltekintéen kell értelmezni. Amennyiben a maddszer
antitesttel vagy kémiai agenssel torténé keresztkotést igényel, realis
annak az esélye, hogy olyan molekulak is keresztbe két6dnek, amelyek az
él6 sejtben nem dlltak kolcsénhatasban egymdssal. Masrészt, az éI6
sejtbdl torténd kivonas sordn arteficialis aggregatumok is képzédhetnek.
Proximitas ligacids vizsgdlat (proximity ligation assay, PLA): Az eljaras
alapja az, hogy a vizsgalandd két fehérjét megjeldlik oligonukleotidhoz
kapcsolt antitestekkel. Amennyiben a két fehérje egymas kozelségében
van, akkor a kés6bb hozzdadott linedris 6sszekotd oligonukleotidok
segitségével cirkularis DNS képz6dik, amely RCA (rolling circle
amplification, gordulé cirkularis amplifikacié) reakcidé segitségével
sokszorozhaté. Ezen termékhez fluoreszcensen jelolt oligonukleotid
hibridizalhatd, amely megjeldli a kolcsonhatéd fehérjék helyzetet. A
mddszer kvantitativitdsanak hianyardl az ,Eredmények és megbeszélés”
fejezetben részletesen lesz szo.

Nagy atereszt6képességl szlirésre képes technikak (pl. éleszté két hibrid,
bimolekuldris fluoreszcencia komplementdcid): Ezen mddszerek alapja,

hogy azt a fehérjét (,csali”, ,bait”), aminek az interakcios partnereit ki
10
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szeretnék mutatni, vagy egy transzkripcios faktor (Y2H esetében) vagy
egy fluoreszcens fehérje (BiFC esetében) egy fragmentumahoz
kapcsoljdk, mig a keresett interakciés partnereket (,aldozat”, ,prey”) a
transzkripciés faktor vagy a fluoreszcens fehérje masik doménjével
fuzionaltatjak. Ha a csali és az aldozat koélcsénhat egymassal, akkor a
transzkripcids faktor vagy a fluoreszcens protein két doménje is
egymasra talal, és igy helyre all a két részre hasitott protein aktivitasa: a
transzkripcié vagy a fluoreszcencia detektalhatd. Felmeril annak a
lehetGsége, hogy a kolcsénhatast nem a ,csali” és az ,aldozat” fehérje
hozza létre, hanem a transzkripcids faktor két alegysége vagy a

fluoreszcens fehérje N- és C-terminalis doménje.

2. Kvantitativ eljarasok: Mig az el6z6 pontban emlitett mdodszerek esetében

esély sincs arra, hogy a kolcsdnhatast kvantitativan jellemezzik, addig az itt

targyalanddé eljardasok az interakcié valamilyen aspektusat kvantitativ

szempontbdl jellemzik. Lényeges, hogy az egyes moddszerek eltéré

érzékenységet mutatnak a kiilonb6z6 méretl és stabilitasu klaszterekre.

a.

Kolokalizacid mérése: Amennyiben két fluoreszcensen jelzett fehérje
eloszlasa fluoreszcens mikroszképos felvételen hasonld (korrelal
egymassal), akkor feltételezhetd, hogy a két molekula kézott valamilyen
kélcsénhatas van. A kolokalizacié kvalitativ értékelésének széleskorlien
elterjedt valtozata a Pearson féle korrelaciés koefficiens, de sok mas
paraméter is szamithata.

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET): A FRET, amelynek
roviditését néha leiréja alapjan Forster tipusu rezonancia energia
transzfernek értelmeznek, egy fluoreszcens, un. donor molekula és egy
nem feltétlenil fluoreszcens akceptor molekula koézotti dipdl-dipdl

kolcsdnhatds segitségével torténd energia atadas. A folyamat soran a
11
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gerjesztett donor molekula foton emisszid nélkil energiat ad at a
kornyezetében lev6é akceptornak, melynek feltételei a kovetkezdk: (1) a
donor és az akceptor tavolsaga 2-10 nm legyen; (2) a donor és az
akceptor orientacidja megfelelS legyen, amit a ° orientaciés faktorral
jellemeznek; (3) a donor normalizalt emisszids és az akceptor abszorpcids
spektrumai egymassal kell6 mértékl atfedést mutassanak, amit a J
atfedési integrallal irnak le. A FRET sebességi allanddjat a kovetkezd
egyenlet adja meg:

Keger =konst-J-n™ -k, -R™® -k (1)
ahol n a kdzeg optikai torésmutatdja, R a donor-akceptor tavolsag és ks a
fluoreszcencia sebességi allanddja. Az R és a x° tagokon kiviil a tébbi
paraméter konstansnak tekinthetd. Mivel a leggyakoribb esetben a K tag
dinamikus atlagolddason megy keresztiil a donor és akceptor egymashoz
képesti gyors rotacidja miatt, ezért annak értéke is konstansnak
tekinthets. Szamitasok szerint dinamikus atlagolddas esetén x’=2/3. igy
ebben az esetben a FRET hatdsfok csak a tavolsagtol fiigg, és igy a
folyamat tdvolsagméré maddszernek hasznalhaté. A FRET hatasfok (E)
megadja azon gerjesztett donor molekulak aranyat, melyek FRET
hatdsara relaxalédnak:

o K 2)
Keger +kp + K,

FRET

A tavolsagfliggés vilagos kifejezése érdekében tdbbszor haszniljak a

kovetkez6 egyenletet:

__R
RS +R®

12



dc_380 12

ahol Ry az un. kritikus Forster tavolsag, amely egy adott donor-akceptor
parra megadja azt a tavolsagot, ahol E=50%. A FRET gyakorlati
alkalmazhatésagat meghatarozza az, hogy milyen  mérhet6
folyamatokban manifesztalddik. Ezt kalon kell a FRET kétféle véltozata
esetében targyalni.

(1) Hetero-FRET: konvencionalis FRET-nek is szoktak nevezni. Ebben az
esetben a donor és akceptor molekulak spektroszkdpiailag kiilonbdznek
egymastdl. Ebben az esetben a FRET hatasara csokken a donor
fluoreszcencia intenzitdsa és fluoreszcencia élettartama (fluoreszcencia
kioltds, ,quenching”). A donor élettartamanak csokkenése még tobb
mérhet6 valtozashoz vezet. (i) n6 a donor fluoreszcencia anizotrépidja.
(i) a donor kioltdas egy masik detektaldsi moddszere az akceptor
fotoelhalvanyitdsan (photobleaching) alapszik. (iii) Lassul a donor
fotoelhalvanyitasi kinetikaja.

A hetero-FRET mérésének egy masik lehetGségét adja az
akceptor fluoreszcencidjanak ndvekedése (szenzitizalt emisszid),
amennyiben az akceptor fluoreszcens. Mivel a donor és az akceptor
kozotti szinte mindig van spektralis atfedés, ennek kiszamitasa mindig az
atvilagitasok ismeretében kell, hogy torténjen, és a mdszertdl, ill. a
festékektdl fugg.

(2) homo-FRET: ebben az esetben a donor és az akceptor
spektroszképiailag megkiilonboztethetetlen, azaz ugyanolyan kémiai
szerkezet( és ugyanabban a kornyezetben levé molekula. A folyamatnak
ugyanazok a feltételei, mint a fentebb felsoroltak, azzal a kiegészitéssel,
hogy a J atfedési integral itt egyazon molekula abszorpcids és normalizalt
emissziés spektruma kozott értendd. Ennek van egy tovabbi fontos

kovetkezménye. A donor molekula 3ltal homo-FRET-tel gerjesztett
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akceptor egy tovabbi homo-FRET kélcsénhatasban lehet donor, és igy az
energia szétterjed a klaszterben. Ez lehetdséget teremt arra, hogy homo-
FRET mérésekkel a klaszter méretét meghatarozzuk. A homo-FRET soran
nincs fluoreszcencia kioltas, a folyamat sem intenzitds, sem élettartam
méréssel nem detektalhaté. A homo-FRET egyetlen mérhetd
Mivel az anizotrépiat nemcsak a FRET hatdrozza meg, ezért molekularis
asszociacié mértékével vald korrelaltatdsa problémds. Ennek
kikiisz0bolésére az anizotrdpiat vagy id6fuggéen mérik vagy a fluorofér
koncentraciotdl valo fliggését elemzik. Ennek részletei az , Eredmények
és megbeszélés” fejezetben kerilnek targyalasra.

Fluoreszcencia korrelacidés spektroszképia (FCS), ,number and
brightness” analizis (N&B): Az FCS esetében egy konfokalis mikroszkdp
detekcios térfogataban a fluoreszcencia fluktuaciéjat mérik. Ha egy
fehérjét jeloliink fluoreszcensen, akkor annak homoasszociacidjat lehet
detektalni. FCS esetében a fluoreszcencia autokorrelaciés fliggvényét
szamitjak ki, amib6l meghatarozhatd az egy pixelben levé molekularis
egységek (monomerek, dimerek, stb.) szdma és a laterdlis diffuzids
allandé is, ill. minden olyan folyamat sebességi allanddja, amely
fluoreszcencia fluktuaciohoz vezet. A homo-oligomerizacié fokat az
atlagos fotonszam és a molekuldris egységek szamdanak hanyadosabdl
lehet kiszamolni.

A N&B mérések az FCS alapelvére éplilnek. Az elv megértéséhez
vizsgdljuk meg egy pixel fluoreszcencia intenzitasanak varianciajat. Ennek
két komponense van: (1) az egy pixelben levé molekuldak szdmanak
fluktuacidja (o?); (2) a foton detektalds Poisson statisztikaja (o). A

teljes varianciat (o°) a két komponens 6sszege adja meg. Definidljuk a
14
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latszélagos fényességet (B) a variancia és az atlagos intenzitas
hanyadosaként, és helyettesitsiik be a két variancia komponenst leird
tagot:

o' _oytop & (N)+e(N)

e e

ahol & a molekularis fényesség, N a molekuldk szama, / a fluoreszcencia

=c+1 (4)

intenzitds, a () zardjel az idGbeli atlagot jelenti. Lathatd, hogy a
molekularis fényesség a latszélagos fényességbdl konnyen szamithato.
Ha ismerjik egy monomer molekularis fényességét, a homo-
oligomerizécié foka meghatérozhaté.

Diffuzid mérésén alapulé mddszerek (egyedi partikulum kovetés (single
particle tracking, SPT), fluoreszcencia visszatérés fotoelhalvanyitds utan
(fluorescence recovery after photobleaching, FRAP)): Mindkét mddszer
esetében a jeldlt (FRAP esetében fluoreszcensen, SPT esetében
fluoreszcensen vagy arany gémbbel) molekulak diffuzidjat kovetjik, és a
diffuziés allandd asszociaciétdl (tehat hidrodinamikai sugartdl) valo
fliggésébdl lehet az oligomerizacio mértékére kovetkeztetni.

Lokalizacid mérésén alapuld moddszerek (stimuldlt emisszid deplécids
mikroszkdpia (stimulated emission depletion microscopy, STED),
sztochasztikus optikai rekonstrukcids mikroszkdpia (stochastic optical
reconstruction  microscopy, STORM), fotoaktivacids lokalizaciés
mikroszkodpia (photoactivation localization microscopy, PALM)): Az itt
réviden leirt technikdak azon a feltevésen alapulnak, hogy a molekularis
nanométeres pontossaggal ismerjik. llyenkor két molekula akkor

tekinthet6 egymassal asszociadltnak, ha néhany nanométerre vannak
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egymastdl. Hogy mindez fluoreszcens mikroszkdppal keresztilvihet6
legyen, at kell l1épni az Un. Abbé féle hatart, ami a diffrakcion alapuld
leképez6 rendszerekben a feloldoképességet limitalja. A harom technika
kozil a STED esetében egy |ézernyaldbbal a diffrakcio altal meghatdrozott
terlleten gerjesztik a fluoroforokat, majd egy fank alaku nyalab
segitségével indukalt emisszidval depletdljak a gerjesztett energiaszintet.
A depletdléd nyaldb intenzitasanak beallitasaval elérhet6, hogy a
gerjesztett molekuldak egy néhany nanométeres atmérgji teriletre
korlatozdédjanak.

A PALM és a STORM technikak k6zos, de a STED-t6l eltérd elven
alapulnak. Mindkett6 esetében azt hasznaljak ki, hogy egy fluorofér
helyzete nanométeres pontossaggal meghatarozhaté, ha képe nem fed
at mas fluoroférok képével. Ehhez azt kell elérni, hogy a fluoreszcensen
jelolt mintdban egyszerre a fluoroférok téredéke legyen gerjeszthetd
allapotban. A PALM  esetében ezt fluoreszcens proteinek
fotoaktivaldsaval, mig a STORM esetében cianin tipusu festékek

fotokapcsolasaval (,photo-switching”) érik el.

A kvantitativ modszerek nyilvanvald elénye, hogy szamszer(sitik a protein

klaszterizacié valamilyen aspektusat. Azonban tekintettel kell lenni arra,

hogy a fent ismertetett modszerek érzékenységét jelentésen befolyasolja,

hogy a vizsgalt asszociatum milyen id6skalan stabil és milyen méret(i (hany

protein van benne és hany nanométer az atmérdje). A strukturadlis

vizsgdlomoddszerek (rontgen krisztallografia, NMR) tényleges molekularis

asszocidtumokat mutatnak ki, amikor a vizsgalt fehérjék kozott kdzvetlen

kontaktus alakul ki. A hetero-FRET a fehérjék 2-10 nm-es szepardcids

tavolsdga esetén utal a kdlcsonhatds jelenlétére. igy a FRET jelezhet valddi

molekularis asszociaciot vagy egybezartsagot (,,co-confinement”) is, amikor a
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fehérjéket valami nem engedi messzire eltavolodni egymastdl. A homo-FRET
az energia klaszterben valo szétterjedése miatt érzékenyebb a nagyobb
meéretl klaszterekre, mint a hetero-FRET. Az FCS és a hasonld elven m(ikodé
eljarasok (pl. N&B) szintén jelezhetnek valddi molekularis asszociaciot és
egybezartsagot is, de itt az egybezartsdg dimenzidjat a mikroszkdp
feloldoképessége hatarozza meg. A diffuzid6 mérésén alapuld eljarasok
inkabb az egybezartsagot, semmint a kdzvetlen molekuldris interakcidkat

mutatjak ki.

17



dc_380 12

2. Célkittizések

A receptor-klaszterizcaidval kapcsolatban a kovetkez6 terveket tiztiik ki:

- Uj fluoreszcencids modszereket kivantunk kifejleszteni a receptor
klaszterizdcio kvantitativ analizisére.

- Meg kivantuk vizsgalni, hogy léteznek-e dimernél nagyobb molekularis
klaszterek, és ha igen, akkor mi az 6sszetételiik és a bioldgiai szereplik.

- Ossze kivantuk hasonlitani az ErbB1 és ErbB2 fehérjéket klaszterizacids
tulajdonsagaik szempontjabdl.

- Meg kivantuk vizsgélni, hogy a lipid tutajok és mds ErbB fehérjék lokalis
denzitdsa hogyan befolydsolja az ErbB2 homoklaszterizaciojat és
szignalizaciods tulajdonsagait.

- Elemezni kivantuk, hogy az ErbB1 EGF indukalta internalizaciéjat a tobbi
ErbB fehérje hogyan befolyasolja.

Munkank sordn az ErbB receptorokat és a lipid tutajokat terapias

felhaszndalhatdsaguk szempontjabdl is meg kivantuk vizsgalni.

- A trastuzumab rezisztencia  kialakuldsanak (egyik)  molekularis
mechanizmusat kivantuk leirni a rezisztencia jelenségét mutaté JIMT-1
sejtek segitségével. A vizsgalatokat mind in vitro, mint in vivo korilmények
kozott el kivantuk végezni.

- Célul tlztik ki, hogy az ErbB receptorklaszterek és a veliik kdlcson hatéd
egyéb molekuldk (pl. CD44) altal alkotott asszocidtumok bioldgiai szerepét
vizsgaljuk a receptor orientdlt terdpia szempontjabdl.

- Meg kivantuk vizsgalni, hogy az RNS interferencia felhaszndlhaté-e az
ErbB1-et fokozottan kifejez6 sejtek elpusztitasara.

- Az elisidepsin nevd experimentalis kemoterapias szer
hatdasmechanizmusat, ill. annak ErbB fehérjékkel valé kapcsolatanak

vizsgalatat is célul tlztik ki.
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3. Anyagok és mddszerek
3.1. Sejtek, antitestek, novekedési faktorok

A kisérletek soran felhasznalt sejteket vagy az ATCC-t6l (American Type
Culture Collections, ATCC, Manassas, VA) vagy kollaboraciés partnereinktdl
szereztilk be. Az A431 sejtek kilonboz6é ErbB fehérjék fluoreszcens proteinnel
fuziondlt valtozatdval stabilan transzfektdlt alvonalait mi allitottuk el6. A
sejtvonalak ErbB expresszids profiljat Qifikit (Dako, Glostrup, Dania) segitségével
hataroztuk meg. A transzfektalt sejteket vagy Lipofectamine 2000 (plazmid
esetében) vagy Oligofectamine (siRNS esetében) segitségével Allitottuk eld
(mindkett6 az Invitrogen terméke), ill. bizonyos esetekben elektroporaciot
végeztiink a Lonza cég Nucleofector készilékével.

A novekedési faktorokat (EGF, heregulin-f1) az R&D-t6l (Minneapolis, MN)
szereztik be. Az EGFR455, az Mab528 és a Hermes-3 antitesteket hibriddma
felliliszébdl izolaltuk protein A affinitds kromatografidaval. Az egyéb antitestek
forrasa: trastuzumabot (Herceptin®) — Roche Magyarorszag Kft; 2C4, pertuzumab
(Omnitarg®), 7C2 —Genentech (South San Francisco, CA); OP15 — Merck
(Schwalback, Németorszag); Ab18, H3.90.6, H3.90.12, H3.105.5, H4.77.16, Abl-
Clone 24-31 — LabVision (Fremont, CA); aMUC4 — Kermit Carraway (University of
Miami, FL); anti-CD44cyto pAt — Hideyuki Saya (Keio University, Tokio). A tisztitott
hialuronsav fragmentek a Seikagaku Corporation (Tokyo, Japan) ajandékai voltak.
A fluoreszcens kolera toxin B alegységet (CTX-B) az Invitrogentdl vasaroltuk. A
TMA-DPH-t (4'-(trimetilammodnid)-difenilhexatrién), a Laurdant (6-dodecanoil-
N,N-dimetil-2-naftilamin) és a 4-metilumbelliferont (4-MU) a Sigma-tdl (St. Louis,
MO) vettiik. Az elisidepsint kollaboraciés partneriink allitotta el6 és bocsatotta
rendelkezéslinkre. A hialuronsav jeloléséhez hasznalt biotinalt HABC kollaboracids

partnerinkt6l, Markku Tammitdl (Univeristy of Turku, Finnorszag) szarmazott. Az
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antitesteket fluoreszcens festékekkel a gyartok elGirasainak megfeleléen jeldltik
meg.
3.2. Xenograft tumorok létrehozasa
A sulyos kombinalt immundeficiencidban (SCID) szenvedé C.B.-17-scid/scid
egérpopuldcié a Fox Chase Cancer Center-bél (Philadelphia, PA) szarmazott és
patogénmentes kérnyezetben volt elhelyezve. Hét hetes néstény SCID egereket
5.10° db JIMT-1 sejttel oltottunk be szubkutan. A trastuzumabot 5 pg/g-os
dézisban heti intraperitonedlis oltas formajaban adtuk az egereknek. A kontroll
allatoknak 100 pl fizioldgids sé oldatok injektdltunk intraperitonealisan. A 4-MU-t
3 mg/g-os ddzisban adtuk az allatoknak mindennap kétszer szajon keresztil. Az
allatokat CO, inhalacidval daldoztuk fel. A kisérleteket a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (DEMAB) engedélyezte (engedélyek szamai:
7/2002/DEMAB; 13/2010/DEMAB).
3.3. RNS interferencia
Az ErbB1, GFP-2 és MUC4 ellenes siRNS szekvencidkat mi terveztiik, és vagy
Thomas Tuschl laboratériumaban (Combinatorial Chemistry Group, Max Planck
Institute for Biophysical Chemistry, Gottingen, Németorszag) vagy a Qiagen
(Hilden, Németorszdg) céggel szintetizdltattuk. A CD44 ellenes siRNS-t a
Dharmacon (Chicago, IL) tervezte és szintetizalta. Az ErbB3 expresszid gatlasahoz
a Sigma ,MISSION shRNA” plazmidot hasznaltuk.
3.4. Sejtek fluoreszcens jel6lése antitestekkel szuszpenzidban és
fed6lemezen
A sejteket rendszerint kamras fed6lemezekre (,chambered coverglass”,
Nalge Nunc International, Rochester, NY) ndvesztettik. Amennyiben sejtfelszini
antigént jeloltiink, PBS-ben tortén6 mosast kovetéen az antitestek telit6é
koncentracidjaval jeloltik a sejteket 30 percig jégen. Az antitesteket 0.1% BSA-t

tartalmazd PBS-ben oldottuk fel. Amennyiben intracellularis antigént jeloltink, a
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procedura elején 3.7%-os formaldehidben fixaltuk a sejteket, majd kétszeri Tris
pufferben torténd mosast kdvetGen a jeldlés a fentieknek megfelelGen tortént,
kivéve, hogy az antitesteket 0.1% BSA-t és 0.1% Triton X-100-at tartalmazd PBS-
ben oldottuk fel. Amikor a fluoreszcensen jelolt sejteket aramldsi citométeren
vizsgaltuk, a jelolés el6tt feltripszineztilk Gket. A jelolés menete alapvetGen
megegyezett a fentiekkel.

A xenograft tumormetszetek jel6lése el6tt a tumort az elaltatott allatokbdl
eltavolitottuk, Shandon Cryomatrix-ba (Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA) agyaztuk be és folyékony nitrogénben taroltuk. Hisz um vastag metszeteket
készitettiink (Shandon AS-620E Cryotome, Thermo Electron Corporation), amiket
szilanizalt targylemezre helyeztiink és 4%-os formaldehiddel fixaltunk 30 percig.
Kétszeri, 1%-o0s BSA-t tartalmazd PBS-ben torténé mosast kdvetben a jel6lést a
fenti protokoll szerint végeztiik azzal az eltéréssel, hogy az elsGdleges
antitestekkel egész éjszakan keresztil, a masodlagos antitestekkel 1-2 6ran
keresztil jeldltlink. A hialuronsav jel6léséhez el6szor a Molecular Probes
»Endogeneous biotin blocking kit”-jével kezeltik a metszeteket, majd 5 pg/ml
biotinalt HABC jelenlétében inkubaltuk a mintakat egész éjszakan keresztiil 4 °C-
on. A fluoreszcens avidinnel torténd jelolés el6tt a mintakat 6tszor mostuk PBS-
BSA pufferrel.

3.5. Sejtek fluoreszcens jel6lése Sfp transzferaz segitségével

Az Sfp foszfopanteteinil transzferaz-Hisg enzimet (roviden Sfp transzferaz) a
pET29-Sfp torzsbdl (Jun Yin, Harvard Medical School) izoldltuk az el6irdsoknak
megfelel6en. Az Atto565-KoA-t Atto565-meleimidbdl (Atto-Tec GmbH) és a KoA
dilitium  s6jabdl  (Sigma-Aldrich)  szintetizdltuk és tisztitottuk  publikalt
protokolloknak megfelel6en. Az ACP cimkével rendelkezé ErbB2-t kifejezd sejtek

membrdnjat 5 pM Atto565-KoA-val jeldltik meg 0.2 uM Sfp-transzferaz
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segitségével 10 mM MgCl,-ot tartalmazd Tyrode pufferben 20 percig

szobah&mérsékleten, amit kétszeri mosas és N&B analizis kdvetett.
3.6. Immunfluoreszcens és hetero-FRET mérések aramlasi citometriaval

A dolgozatban targyalt kisérleti eredmények soran az aramldsi citométeres
méréseket Becton Dickinson FacsCalibur, FacsStar Plus, FacsVantage-Diva és
FacsArray, ill. Coulter Epics Elite mUszereken hajtottuk végre. A gerjesztési
lézervonalak hulldamhosszat, ill. az emissziés oldalon az optikai filtereket és
dikroikus tlikroket a hasznalt fluoroféroknak megfelel6en vélasztottuk meg.
Legaldbb tiz-hisz ezer sejt adatait lista mdédu fajlban mentettik el, és a
kiértékelést vagy Reflex vagy FCS Express (DeNovo Software) program
segitségével hajtottuk végre. Az aramldsi citometrids FRET mérések alapelve
minden esetben az volt, hogy minden sejtrél harom fluoreszcencia intenzitast
detektaltunk, melyek a donor, FRET és akceptor csatornaknak feleltek meg. A
donor csatorndban a gerjesztési és emisszids hullamhosszak a donornak feleltek
meg, az akceptor csatorndban az akceptor fluoroférnak, mig a FRET csatornaban a
gerjesztés a donor abszorpcids spektrumanak megfelelen tortént, az emisszidt
pedig az akceptor emisszids spektrumanak megfelel6 hullamhossztartomanyban
mértik. A FRET hatdsfok meghatarozasahoz hasznalt mintat mind donor, mind
akceptor fluoroférral megjeloltik. A spektralis atfedések korrekcidjahoz sziikséges
paramétereket egyszeresen (vagy csak donorral vagy csak akceptorral) jel6lt
mintdkon hatdroztuk meg. A FRET hatasfok sejtenkénti meghatarozasat ReFlex
program segitségével végeztik.

3.7. Immunfluoreszcens és FRET mérések mikroszképban

Az immunfluoreszcens méréseket Zeiss LSM 410, LSM510 vagy Olympus
FV1000 konfokalis mikroszkopokon hajtottuk végre. A gerjesztési és detektalasi
hulldmhosszak kivédlasztdsa a fluoroféroknak megfelel6en tortént. Harom

kilénboz6 megkozelitést hasznadltunk a FRET mérések végrehajtasara: (1) Donor
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fotoelhalvanyitdsi kinetika analizise: az egyik fehérjét egy konnyen
fotoelhalvanyithaté festékkel jel6ltik meg, mig a masik fehérjét egy a donornak
megfelel6 akceptor fluoroférral. Megmértiik a donor fotoelhalvanyitasi kinetikajat
a fenti kett6sen jel6lt mintaban és csak donorral jel6lt sejteken, és a két kinetika
id6allanddjanak Osszevetésébdl kiszamitottuk a FRET hatasfokot. (2) Akceptor
fotoelhalvanyitds mérése: a mintat egy fotostabil donorral és egy fotolabilis
akceptorral jeloltik meg. A donor csatornaban felvettiink egy képet a mintardl az
akceptor fotoelhalvanyitasa el6tt és utan, és az intenzitasok felhasznalasaval
kiszamitottuk a FRET hatasfokot. (3) Intenzitds aranyon alapuld (,ratiometric”)
modszer: az eljaras elvi alapja azonos az dramlasi citometrias FRET méréseknél
fentebb leirtakkal.
3.8. N&B mérések konfokalis mikroszképon

A N&B mérések kivitelezéséhez egy Olympus IX81 mikroszképot
haszndltunk FluoView FV1000 konfokalis konfiguracidval. A méréseket a Digman
és mtsai altal leirt mddon hajtottuk végre. Az é16, fedGlemezre novesztett sejteket
10 mM glikézt és 0.1% BSA-t tartalmazé Tyrode pufferben vizsgaltuk
szobah&meérsékleten. A képeket a mikroszkdp pszeudo-fotonszamlalé modjaban
vettlk fel. A mérések soran a vizsgalt sejtek fed6lemezhez kozeli rétegérdsl 50-100
képet rogzitettlink, és a képsorozatokat egy altalam fejlesztett, Diplmage (Delft
University of Technology, Delft, Hollandia) fliggvényeket hasznalé Matlab
(Mathworks, Natick, MA) program segitségével értékeltiik ki.

3.9. Antitestek internalizacidjanak mérése

Az antitestek internalizdciéjanak aramldsi citometrids mérése elStt a
sejteket fluoreszcens antitesttel vagy EGF-fel jeloltiik jégen, majd két mintat
vettlink (A — kontroll, teljes fluoreszcencia intenzitdas; B — savval mosott,
internalizalt fluoreszcencia). Ezt kovet6en a mintat 37°C-on inkubaltuk, és a kivant

id6pontokban ismét mintat vettiik bel6le, amelyeket azonnal jégre helyeztiink. A
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kisérlet végén a B jell és a kilénb6z6 id6pontokban vett mintdkhoz 15-sz6ros
térfogatnyi savas puffert adtunk (,,acid strip”: 0.5 M NaCl, 0.1 M Gly, pH 2.8) és 3
percig inkubaltuk jégen, mig az A jeli mintahoz ugyanakkora térfogat PBS-t
adtunk. Mosds és PBS-ben torténd reszuszpendalast kévetéen a fluoreszcencia
intenzitast aramldsi citométeren hataroztuk meg, és az internalizalt hanyadot a
savas mosas altal létrehozott intenzitas csokkenés alapjan hatdroztuk meg.

Mads esetben az ErbB fehérjék antitest altal indukalt leszabalyozdddasat
vizsgaltuk. A trastuzumab altal indukalt ErbB2 leszabalyozddas esetében a
sejteket jel6letlen trastuzumabbal kezeltiik 37°C-on, majd a sejtfelszinen maradt
ErbB2-t egy a trastuzumabbal nem kompetalé ErbB2 ellenes antitesttel (pl. 7C2)
jeloltuk, és a fluoreszcencia intenzitast dramlasi citométerrel mértik.

Az internalizaciéd kvantitativ meghatarozdsara mikroszkdpos eljaras is
hasznalhaté. A vizsgalandé membranfehérjét fluoreszcensen megjeloltiik, majd a
kezelést kovetSen konfokdlis mikroszkopos képet készitettiink a sejtekrél. A
képeken a sejtmembran azonositdsat (I. 2.13 fejezet) kévet6en a membrant
jelentd vonaltdl 5-10 pixelre levé teriletet hozzarendeltiik a membran maszkhoz.
Az igy megvastagitott membrdn maszkon belili terlletet az intracellularis
teriletként értelmeztik. A membrdn és az intracelluldris maszkon beldli
fluoreszcencia intenzitast hattér korrigaltuk és Osszegeztilk. Az internalizacid
jellemzésére az intracellularis és membran maszkokban levé 6sszegzett, hattér
korrigalt fluoreszcencia intenzitasok hanyadosat hasznaltuk.

3.10.A sejtek életképességének vizsgalata

A vizsgalt anyagok életképességre gyakorolt hatasat rovid- és hosszutavon
vizsgdltuk. A rovidtavu hatast mikrofluorimetrias propidium jodid felvétel
segitségével hataroztuk meg. A gyogyszerek életképességre gyakorolt hosszutavu
hatdsat WST-1 reagens (Roche Applied Science, Mannheim, Németorszag)

hatdroztuk meg, amely a mitokondrialis dehidrogendazok aktivitasat méri.
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3.11.Sejtciklus eloszlas meghatarozasa aramlasi citométer segitségével

A sejteket feltripszineztilk, majd 70%-os etanolban fixaltuk 4°C-on egy
éjszakan at. Rehidrataciot kovet6en a sejteket 100 pg/ml propidium jodiddal
(Sigma-Aldrich) jeloltik 100 pg/ml RN&z jelenlétében 60 percig 37 °C-on, majd
Coulter Epics Elite aramlasi citométeren analizaltuk. Az eredményeket egy
alternativ jel6lési protokoll segitségével megerGsitettiik, amely szerint a sejteket
hipoténikus fluorokrém oldatban jeloltik (50 pg/ml propidium jodid 0.1%
natrium-citratban, 0.1% Triton X-100) 4°C-on egy éjszakan at. A sejtciklus analizist
a Cylchred program (Department of Hematology, College of Medicine, University
of Wales) segitségével végeztiik.

3.12.Fluoreszcencia anizotrépia és generalizalt polarizacio (GP) mérése
fluoriméteren

A feltripszinezett sejteket 10/ml-es koncentraciéban vettiik fel Hank’s
pufferben, és 2 uM TMA-DPH-val vagy 2.5 pM Laurdannal jeldltik meg
szobah6mérsékleten 20 percig. A TMA-DPH-val torténé jelolést kovetSen a
sejteket mosas nélkul kihigitottuk 10%/ml-es koncentraciéra a fluoriméteres
mérésekhez, mig a Laurdannal jel6lt sejteket egyszer mostuk és Hank’s pufferben
szuszpendaltuk fel szintén 10°/ml-es koncentracioban. A méréseket egy Fluorolog-
3 spektrofluoriméteren (Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ) végeztiik 37°C-on. A TMA-
DPH-t 352 nm-en gerjesztettiik és 430 nm-en detektdltuk a fluoreszcenciajat. A
fluoreszcencia anizotrépiat L-formatumban hataroztuk meg.

A lLaurdant 350 nm-en gerjesztettik, és emisszidjdt a spektrum
rovidhulldmhosszd tartomanydaban 435 nm-en és a hosszuhulldamhosszu
tartomanyban 500 nm-en mértiik, és a generalizalt polarizaciot a két intenzitas

Osszegikre normalizalt kilonbsége alapjan szamoltuk ki.
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3.13.Sejtmembran azonositasa ,watershed” algoritmus segitségével
konfokalis mikroszkdpos képeken

A sejtekrdl egy konfokalis szeletet vettiink fel, majd a képen a felhasznalé
minden sejt belsejébe egy pontot (,,seed”) helyez el, majd ezt kbvetGen a kijel6lt
sejtek kozott az algoritmus a hatarokat (membranok) automatikusan megtalalja. A
fenti eljarast egy altalam irt, Diplmage fliggvényeket felhasznalé Matlab
programmal valdsitottuk meg.

3.14. CD44 intramembran proteolizisének kvantitativ analizise

A CD44 ellen kétféle antitest all rendelkezéslinkre. Az egyik, a Hermes-3, a
CD44 extracellularis doménjéhez, mig az anti-CD44cyto a CD44 intracellularis
részéhez kotddik. Konfokalis mikroszkdpos képeken a 2.9 pontban leirt mddon
azonositottuk a sejtek intracellularis terét és membranjat, és Osszegeztik a
hattérkorrigdlt anti-CD44cyto és Hermes-3 intenzitdsokat mindkét teriileten. Az
anti-CD44cyto/Hermes-3  hanyadost haszndltuk a CD44 intramembran
proteolizisének jellemzésére.

3.15. Proximitas ligacios vizsgalat (PLA)

Az antitesteket 4 mg/ml-es koncentracidban 30-szoros molaris feleslegben
levé  szukcinimidil 4-hidrazinonikotinattal (SANH) konjugdltuk  PBS-ben
szobahdmeérsékleten 2 o6ran keresztil. A nem kot6dott SANH-t gélsziiréssel
tavolitottuk el. Az SANH-val konjugalt antitestekhez 3,5-szeres moldris feleslegben
,priming” és ,,non-priming” oligonukleotidokat adtunk, és harom 6ran keresztiil
inkubaltuk 6ket szobahémérsékleten. Az oligonukleotidokat a  TriLink
Biotechnologies-t6l szereztik be (San Diego, CA). A nem kot6dott
oligonukleotidokat HPLC-vel vagy gélsziiréssel tavolitottuk el. A kivalasztott
frakciok koncentraciojat gél elektroforézissel és az oligonukleotiddal konjugalt

antitestekkel jelolt sejtek immunfluoreszcens festésével becsiltik meg.

26



dc_380 12

A sejtek PLA kisérletekhez torténd jel6léséhez kb. 1 millié sejtet mostunk
hideg PBS-ben, majd fixaltuk ket 1% formaldehidben 10 percig jégen. Blokkolast
kovetéen a sejteket az oligonukleotiddal jelolt un. proximitas prébdakkal és
fluoreszcens antitestekkel inkubdltuk 1-2 6ran at 37°C-on, majd 0sszekotd
oligonukleotiddal inkubaltuk 6ket. Ezutan a mintakat a Duolink ligacids oldatban
majd DuoLink amplifikdciés oldatban inkubdltuk, és végiil az amplifikacids reakcid
termékét Cy5-tel jelolt detektdld oligonukleotiddal vizualizdltuk daramlasi
citometrias vizsgalathoz.

3.16.FRAP mérések

Egy Zeiss LSM510 konfokdlis mikroszképot hasznaltunk a FRAP
mérésekhez. Az eGFP fluoreszcencia intenzitdsanak monitorozdsahoz az Ar ion
lézer 488 nm-es vonalanak teljesitményét 5%-ra dllitottuk. Az eGFP
fluoreszcencidjanak kiégetéséhez a lézer teljesitményét 100%-ra emeltiik, és a
sejtmembran egy négyszogletes teriiletén (2x2 pum) fotoelhalvanyitast végeztiink.
A fluoreszcencia visszatérést az 5%-ra gyengitett lézerteljesitménnyel kovettiik

nyomon. A képanalizist Diplmage segitségével végeztiik Matlab kérnyezetben.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1. Aramlasi citometrias kalibraciés médszer kidolgozasa kvantitativ FRET
mérésekhez fluoreszcens fehérjét expresszalo sejteken

Az aramldsi citometrids, intenzitdas aranyon alapuld FRET mérések
kvantitativ végrehajtasdnak feltétele az « kalibraciés faktor ismerete. Az «
paraméter megadja egy gerjesztett akceptor molekula FRET csatorndban mért
intenzitasanak és egy gerjesztett donor molekula donor csatorndban mért
intenzitasanak a hanyadosat. Az a paraméter egyszerlien meghatarozhato, ha van
két olyan minta, amiben ugyanannyi fehérje van az egyik esetben donorral, a
masik esetben akceptorral megjeldlve. Ezt az egyszer(i mddszert nem lehet
fluoreszcens fehérjékkel térténé FRET mérésekben alkalmazni, mert lehetetlen
két olyan transzfektalt (stabil vagy tranziens) sejtet elGallitani, amelyek kozil az
egyik pontosan ugyanannyi donor fluoreszcens fehérjét fejez ki, mint amennyi
akceptort a masik. Amennyiben egy olyan fuziés fehérjét allitunk el§, amelyben a
donor és az akceptor egy konstrukcidban taldlhatd, akkor a problémat az jelenti,
hogy a kett6 kozott FRET léphet fel, ami a fenti mddszer alkalmazhatdsagat
kizarja. A probléma megoldasara egy olyan CFP-YFP konstrukcié sorozatot
allitottunk elS, amelyben a két fluoreszcens fehérjét harom kiilonb6z6 hosszusagu
linker szekvencia vélasztotta el egymastdl. A FRET mérésekhez hasznalt Becton
Dickinson Facstar Plus aramlasi citométeren a FRET hatdasfok az alabbi egyenlettel

fejezhetd ki:

E 1 -5 1
=— 223 =S, |=—R, (5)
1-£ « S,S a
(1_ 2 3)/
S 1
1
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ahol E a FRET hatasfok, /1, I, és |5 rendre a donor, FRET és akceptor csatorndkban
mért intenzitasok, S, a donornak a FRET csatornaba, S, az akceptornak a FRET
csatornaba, S; pedig a donornak az akceptor csatornaba torténd atvilagitasai.

A FRET hatasfok kiszamithaté a donor és akceptor moldris abszorpcios

koefficienseit expliciten kifejez6 formaban is a kdvetkezé egyenlet alapjan:

F
Lo g 5 p_p (6)
FA gACA

ahol Fup és F, az akceptor donor jelenlétében és nélkil mért fluoreszcencia
intenzitasai, £ és ¢ a moldris abszorpcids koefficienst és a molaris koncentraciot
jelentik a donorra (D alsé index) és akceptorra (A alsé index) vonatkozdan. A fenti
két egyenletbSl meghatarozhatd az R, és Rr hanyadosok viszonya:

gD CD Rl (7)

g,c, a+R,

R =1+

F

A fenti egyenlet linearizdlt formaja felhaszndlhaté az « paraméter

meghatdrozasara:

1
=££%}+2J @)
=1 &,¢, R

!

R

Ha az 1/(Re-1)-et &brazoljuk az 1/R, fuggvényében, akkor az egyenes
tengelymetszete (&xca)/(&ocp), meredeksége « - tengelymetszet lesz.

A fenti moddszerrel a hdrom CFP-YFP konstrukciéd felhasznalasaval
meghatdroztuk az « paramétert (1. abra). Megallapithatjuk, hogy a leirt médszer
megbizhatdan alkalmazhaté a fluoreszcens proteinekkel torténé FRET mérések
kalibraldsara. A kvantitativ FRET mérések lehet6vé teszik a FRET hatasfok
kiszamitasat, amely pontos fizikai jelentéssel bir és mf(iszert6l fluggetlen. Ezért

véleményilnk szerint el6nyben részesitendd az irodalomban szdmtalan helyen
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leirt nem kalibralt FRET mérésekkel vagy fizikai jelentéssel nem biré FRET

paraméterekkel szemben.
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1. abra. Fluoreszcens fehérjékkel végrehajtott FRET mérések kalibralasa.

Az abszorpciés hanyados és az « paraméter meghatarozasa linedris regresszids
maodszerrel. Az egyenes meredeksége 0,96, tengelymetszete 0,18 lett, amelybdl az
o értékére 5,26, az abszorpcids hanyadosra 5,48 adddott.

4.2. A proximitas ligacios vizsgalat (PLA) a protein klaszterizacio
szemikvantitativ mér6modszere
levé paraméter, kiszamitasa magas autofluoreszcenciaval rendelkez6 mintdkon
(pl. szovet metszetek) nem vagy nehézkesen végezhets el. Ezért is dvezte nagy
varakozas a PLA technikat, amelyrdl kidolgozoi azt allitottak, hogy a PLA szignal
aranyos a protein asszociacié mértékével, és igy hallgatdlagosan azt feltételezték
rola, hogy kvantitativ mér6madszerrdl van szé. Mivel az Uj technika kvantitativ
képességeit még nem tesztelték, ezért célul tlztik ki, hogy ezt szisztematikus

vizsgalatokkal elemezziik.
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ElGszor az ErbB2 két epitdpjat jeloltiik meg ,priming” és ,non-priming”
oligonukleotiddal konjugalt antitesttel (pertuzumab-,priming”, trastuzumab-
,nhon-priming”) SKBR-3 sejteken a PLA jel generalasahoz, amit Cy5-jelolt detektald
oligonukleotiddal vizualizaltunk. Az ErbB2 expresszios szintjét a fenti antitestekkel
nem kompetalé harmadik antitesttel mértiik. Aramldsi citométeren megmértiik a
PLA jelet és az expresszios szintet jellemzd antitest intenzitasat, és kétdimenzids
hisztogramon vizsgaltuk a kett6 kozotti Osszefliggést. Megallapitottuk, hogy
magas expresszids szintek mellett a PLA jel hatarozott telitési effektust mutat.
Ugyanezen intramolekuldris modell FRET vizsgdlata sordn a FRET intenzitas szigoru
linearis Gsszefliggést mutatott az expresszios szinttel, mig a FRET hatdsfok nem
véltozott.

Hogy a PLA jel telitési hajlamat egy masik fliggetlen és meggy6z6 mddon
demonstraljuk, szisztematikusan varidltuk a proximitasi probak denzitasat a
sejtfelszinen. Ehhez a sejteket pertuzumab-,non-priming” antitesttel jeloltik meg,
és a masik epitépot trastuzumab-,priming” és fluoreszcens trastuzumab
antitestek keverékével jeloltik meg. Tobbféle mintat készitettlink, amelyekben a
kétféleképpen jeldlt trastuzumab antitest relativ aranyat valtoztattuk, és igy a
fluoreszcens trastuzumabbal leszoritottuk a PLA jel generdlasahoz sziikséges
trastuzumab-, priming” antitestet. Az eredmények Ujbdél meggydz6en arra utaltak,
hogy az oligonukleotiddal jel6lt proximitds probak denzitdsanak emelésekor a PLA
jel telitésbe fut. Ha FRET esetében valtoztattuk az akceptorral jel6lt antitest
denzitasat, a FRET hatdasfok szigoru linearis tendencia szerint valtozott.

Tehat megallapitottuk, hogy a PLA mddszer telitési effektust mutat, és
ezért véleményink szerint csak szemikvantitativ megkozelitésként hasznalhaté a
protein asszociaciok mérésére. Véleményilnk szerint a slrin elhelyezked6
proximitasi prébak altal létrehozott sztérikus gatlds megakadalyozhatja, hogy a

PLA jelet generaldé enzimek hozzaférhessenek az oligonukleotidokhoz. Ezenkivil a
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PLA jel keletkezésében az RCA reakcié soran amplifikacio jatszodik le, ami nem-
linearis hatasok megjelenéséhez vezethet. Ezért a PLA mérések esetén kapott
eredményeket koriltekintéssel kell értelmezni.
4.3. Aramlasi citometrids homo-FRET médszer kidolgozasa a
membranfehérjék homoklaszterizaciéjanak kvantitativ jellemzésére

Mivel a FRET szilard fizikai alapokon nyugszik, lehetdség van olyan
kvantitativ modellek létrehozasara. A dimernél nagyobb méretli homoklaszterek
vizsgdlatara a homo-FRET kimondottan alkalmas, hiszen az energia szétterjed az
egész klaszterben, és igy a homo-FRET egyetlen manifesztacidja, a fluoreszcencia
anizotrdpia, a klaszter méretére (tehat a benne levé fehérjék szamara) érzékeny.
A megoldando problémat az jelenti, hogy a fluoreszcencia anizotrépiat nemcsak a
homo-FRET befolyasolja, ezért egyetlen anizotropia értékbél nem lehet a
klaszterméretre visszakovetkeztetni. Ennek megolddsara dolgoztunk ki egy
aramlasi citometrids eljarast.

Megkozelitésliink alapja, hogy egy olyan mintasorozatot allitunk elg,
amelyben viltozik a vizsgalt fehérjét jel6l6 fluoreszcens antitestek denzitasa. Ezt
ugy érjik el, hogy ugyanazon antitest fluoreszcensen jeldlt és jeldletlen valtozatat
keverjik Ossze, és fokozatosan valtoztatjuk aranyukat, mikézben a teljes antitest
koncentracié konstans marad, és Ggyeliink arra, hogy az antitestkeverék telitse a
kotShelyeket. Ebben az esetben a fluoreszcens antitest altal elfoglalt epitépok
aranya (szaturdcid, s) egyenlé a fluoreszcens antitest moldaris aranyaval. A
modellben azt tételeztiik fel, hogy a fehérjék egy része monomer (aranyuk mon),
mig az adott tipusu fehérje tobbi része N-mert alkot, ezek aranya: 1-mon. A
kisérleti eredmények értelmezése szempontjabdl Iényeges, hogy minden fehérjét,
amely nem képes homo-FRET kolcsonhatasban részt venni, monomernek
tekintiink, tehat pl. egy fluoreszcensen jeldlt fehérje, amely heterodimert alkot

egy masik, nem jelolt fehérjével. Levezettiik, hogy egy ilyen modellrendszerben
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hogyan fiigg a mért fluoreszcencia anizotrépia a monomerek aranyatdl, a

klaszterek méretétdl és a szaturacido mértékétdl:

v k[ (1+d® k—1)d®
(1—mon) kz_;‘( J 1-s )Nkﬁ r1(1+kd6)+rFRET(1+k)d6 +s-mon-r,

rS,N: N N k =
(1—mon)2(k]sk(1—s)'\'_kN+s-mon
k=0
(1 mon) | (N Nk 1+d° (k—1)d®
1-s)""k| r, +r +mon-r,,
; k ) "1+kd® T 1+kd® !
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(1—mon) | (N , Nk 1+d°
=0 = =—§ s(1-s)""klr———||+mon-r,
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A kisérletek sordn meghatarozott anizotrdpia-szaturacié parokra a (9)-es
egyenletet illesztettilk, amelybSl meghatdroztuk a monomerek aranyat és a
klaszterméretet. Ezek utdn Monte Carlo szimuldciét hajtottunk végre, és az
anizotrdpia atlaganak és szérasanak ismeretében 250 véletlen adatsort allitottunk
el6. Ezekre az anizotrdpia-szaturacié szimulalt adatsorokra szintén a (9)-es
egyenletet illesztettiik, igy 250 darab monomer% és klaszterméret értéket
allitottunk elé. A (9)-es egyenlet alkalmazasdhoz még két paraméter értékét
kellett meghatarozni, az r, hataranizotrépiat és a d=Ry/R hanyadost. A
hataranizotropia meghatarozasahoz hetero-FRET mintasorozatot allitottunk elg,
amelyben az akceptor koncentrdcid novelésével valtoztattuk a donor
fluoreszcencia élettartamat, majd a hatdranizotrépiat a Perrin egyenlet
segitségével hataroztuk meg. Az Ry/R hanyadost, tehat két antitest R, értékekben
kifejezett tdvolsdgdnak reciprokat, korabbi hetero-FRET mérések és az adott
hetero-FRET mérésekre vonatkozé R, ismeretében hatdroztuk meg.
Megallapithatd, hogy az altalunk kidolgozott mdédszer megbizhatdan alkalmazhato
a homo-FRET mérésére és a klaszterizacio kvantitativ jellemzésére. Mivel aramlasi
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citometrids méréseken alapszik, statisztikailag megbizhaté. Az dltalunk
alkalmazott egyszer(sit6 feltevések miatt az illesztett paraméterek szama
alacsony, igy gyakorlati szempontbdl is alkalmazhaté megkdzelitést jelent,
szemben mas publikalt médszerekkel.
4.4. Az ErbB1 és ErbB2 homoklasztereinek vizsgalata aramlasi citometrias
homo-FRET médszerrel

A 3.3. pontban leirt médszerrel el6szor az ErbB2 homoklasztereit vizsgaltuk
meg SKBR-3 sejteken. Nyugalomban [év6 sejteken, melyeket 0,1% szérumot
tartalmazd médiumban éheztettiink egy éjszakan at, az ErbB2 ~60%-a monomer
volt, de a fennmaraddé hanyad nagyméret( klasztereket alkotott, melyekben
atlagosan ~110 ErbB2 fehérje volt. A sejtek EGF-fel vagy heregulinnal térténd
stimulacidéja a monomer%-ot nem valtoztatta jelent&sen, de a klaszterek méretét
szignifikdansan csokkentette. A valtozas heregulin esetében volt a nagyobb
mértékd.

A kisérletet elvégeztiik ugy, hogy a sejteket a ndvekedési faktor stimulacié
el6tt pertuzumabbal el6kezeltiik. A pertuzumab antitestrdl tudott, hogy az ErbB2
heterodimerizacidjat gatolja. A heregulin altal kivaltott ErbB2 homoklaszter
méretcsokkenést a pertuzumab el6kezelés nagymértékben gatolta. Ez a kisérleti
eredmény meggy6z6en bizonyitotta, hogy az ErbB2 homoklaszterekbél a
novekedési faktor altal aktivalt heregulin receptor (ErbB3) ErbB2 molekuldkat
szakit ki.

Annak kizarasara, hogy az ErbB2 nagyméretl klasztereit az antitestek altal
okozott keresztkotés hozza létre, a kisérleteket megismételtilk monovalens Fab
felhaszndlasaval, és a bivalens antitestekkel kapott eredményekhez teljesen
hasonlé kovetkeztetésre jutottunk.

Ezt kbvetGen nyugalomban levs és stimuldlt sejteken megmértiik mind az

ErbB2 homoklaszterek méretét, mind az ErbB2 tirozin foszforilaltsagi szintjét. Az
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utdbbit a foszforilalt ErbB2 és a totdl ErbB2 aranydval jellemeztik aramlasi
citometria segitségével. A két paraméter negativ korrelaciét mutatott egymassal,
ami arra utal, hogy a nagyméretli ErbB2 homoklaszterek inaktiv ErbB2-t
tartalmaznak, melyekbdl a novekedési faktorok altal aktivalt mas ErbB fehérjék
kiszakitjak az ErbB2-t.

Az ErbBl receptort A431 sejteken jellemeztik, mivel ezen a sejten
expresszalodik ez a fehérje kelléen magas szinten a homo-FRET mérések
elvégzéséhez. Nyugalomban levd sejteken az ErbB1 ~90%-a monomer volt, mig a
fennmaradd hanyad viszonylag kisebb méreti klasztereket alkotott, amelyekben
atlagosan ~4 ErbB1 volt. EGF stimulacié hatdsara az ErbB1 monomer%-a csokkent,
és az atlagos klaszterméret névekedett. Ez a valtozas ellentétes az ErbB2 fentebb
leirt viselkedésével, de 6sszhangban all az irodalmi adatokkal. A két ErbB fehérje
jelent6sen eltéré viselkedése felhivja a figyelmet arra, hogy a tankonyvi
dogmaként targyalt elmélet, mely szerint az aktivdlatlan receptor monomer,
amely aktivacié hatasara asszocialddik, nem tarthaté. A kiilonféle mddszerek
modelllink a 3.9 fejezetben keriil ismertetésre.

4.5. FRET-szenzitizalt akceptor fotoelhalvanyitas (FSAB) a fehérjék
heteroklaszterizaciéjanak kvantitativ jellemzésére

A heteroklaszterek tanulmanyozasara a fent kidolgozott homo-FRET
maddszer nem alkalmas. Bar tébb eljaras is képes arra, hogy a heteroklaszterizaciot
kvantitativ mdédon jellemezze, ezek dltaldban nem alkalmazhaték hagyomanyos
konfokalis mikroszképon. Ezért célul tlztlk ki egy ilyen mddszer kifejlesztését és
tesztelését.

Mddszeriink az 1990-es években Mekler és mtsai altal kidolgozott
eljarason alapul. Eszerint az akceptor tetsz6leges fotokémiai folyamatat hetero-

FRET segitségével el6 lehet segiteni. Az akceptor vizsgalt fotokémiai reakcidja
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lehet a fotoelhalvanyitasa is. Ebben az esetben a FRET abban nyilvanul meg, hogy
az akceptor fotoelhalvanyitasi kinetikaja felgyorsul a donor jelenlétében, ha a
gerjesztést a donor abszorpciés maximuman végezziik. A jelenség akkor mérhetd
kénnyen, ha fotolabilis akceptor mellé fotostabil donort vdlasztunk. A folyamat
felhaszndlhatd a donorral komplexben lev6é akceptorok aranyanak
meghatdrozasara is. Hangsulyozandd, hogy a mddszer a FRET altal megnovelt
akceptor fotoelhalvanyitason alapszik, elneveztiik FRET szenzitizalt akceptor
fotoelhalvanyitasnak (,,FRET-sensizited acceptor bleaching”, FSAB).

A mddszer matematikai bevezetése soran feltételeztiik, hogy a donorral
valé kolcsonhatas szempontjabdl kétféle akceptor populacid létezik: 1) donorhoz
kotott akceptor molekuldk, tehat amelyek FRET tdvolsagon beliil vannak a
donoroktdl (Apound); 2) szabad akceptorok (Asee). Mivel praktikusan minden
esetben a szabad akceptorok egy része is kiég a donor gerjesztési hullamhosszan,
ezért ezt korrekcidba kell venni. A szabad akceptorok kiégett hanyadat BCF-nek
(,bleaching correction factor”) neveztiik. A BCF értékét abban a pillanatban kell
meghatarozni, amikorra a kotott akceptorok 100%-a kiég, tehat amikor a FRET
hatdsfok nulldra csokken. A fentiek értelmében fel lehet irni a kovetkezd
egyenletrendszert:

Afree BCF + Abnund

F ==
bleached ? “Tbound
Afree + Abound

+A...=A (10)

free

ahol Fpeaches @ kiégett akceptorok hanyadat jelenti. Ezek alapjan a kotott
akceptorok aradnyat a kdvetkez6képpen lehet megadni:

Abound — Fbleached —BCF

(11)
A 1-BCF

0
A modszer alkalmazhatdsagdnak igazoldsara el&szor egy olyan donor-
akceptor part kellett talalnunk, amelyben a donor sokkal fotostabilabb, mint az

akceptor. A Cy5 kozismerten relative gyors fotoelhalvanyitasi kinetikaja és az a
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tény, hogy Mekler és mtsai is cianin tipusu festékeket hasznaltak, arra utalt, hogy
ez a flouorofér j6 valasztas lesz akceptornak. Mivel azonban a Cy5 kiégése
praktikus szempontbdl még igy is tul lassu, CBrs-ot hasznaltunk a kiégetés
felgyorsitasdra, hiszen a CBr, a cianin festékekkel toltésatviteli komplexet alkotva
felgyorsitja azok fotoelhalvanyitasat. CBr, jelenlétében az AlexaFluor546 megérzi
fotostabilitasat, ellentétben a fluoreszcens kvantum dotokkal. Ezért az FSAB
kisérletekhez az AlexaFluor546-Cy5 donor-akceptor part hasznaltuk.

Az FSAB mddszer biolégiai alkalmazdsa el6tt igazoltuk, hogy a donorhoz
kozeli akceptorok preferencidlisan kiégnek a donor gerjesztése esetén. Ezen
kisérletbSl még azt is meghataroztuk, hogy ~200 sec sziikséges ahhoz, hogy a
donoroktdl FRET tavolsagra levé akceptorok teljesen kiégjenek, hiszen ekkorra
csokkent a FRET hatdsfok nulldra. Még miel6tt az FSAB technikat az ErbB1-2
heteroklaszterek vizsgalatara haszndltuk volna, ellenériztik, hogy a 3.3-3.4.
fejezetekben kidolgozott és alkalmazott homo-FRET mérésekhez hasonld
eredményeket szolgdltat-e az ErbB1 és ErbB2 homoklasztereire. Az FSAB mddszer
szerint az ErbB1 13%-a, mig az ErbB2 83%-a van homoklaszterben stimulalatlan
SKBR-3 sejtek felszinén, ami jo egyezést mutat a homo-FRET kisérletek
eredményeivel.

4.6. Az ErbB1 és ErbB2 heteroklaszterizacidjanak kvantitativ jellemzése
FSAB médszerrel
Az el6z6 fejezetben bemutatott FSAB moddszer segitségével kvantitativ
analizisnek vetettiik ald az ErbB1 és ErbB2 heteroklaszterizaciéjat nyugalomban
lev6 és EGF stimulalt SKBR-3 sejteken. Olyan sejtekben, amelyeket egy éjszakan at
alacsony szérumtartalmud médiumban tenyésztettlink, az ErbB1 ~40%-a alkotott
heteroasszocidtumot az ErbB2-vel, mig az ErbB2 ~10% volt heteroklaszterben az
ErbB1 molekulakkal. A nyugalomban lev6 sejtek utan megvizsgaltuk az ErbB1-2

heteroasszocidciét EGF stimuldlt sejteken. Az ErbB2 heteroklaszterizaciét mutatd
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hanyada ~2-szeresére novekedett EGF kezelés hatdsara, mig az ErbB1
heteroasszocidlé hanyada nem valtozott jelentésen. Ertelmezésiink szerint ennek
oka az, hogy az EGF nemcsak ErbBl homoasszociaciét, hanem ErbB1-2
heteroasszociaciot is kivalt, ezért az ErbB1l heteroasszocidlé hanyada nem
véltozik. A 3.4 fejezetben ismertetett homo-FRET mérések szerint az ErbB2
nyugalomban tekintélyes méretli homoasszocidtumokat alkot, melyekb&l EGF
stimulacié hatasara a noévekedési faktor altal aktivalt ErbB1 proteinek ErbB2-t
szakitanak ki. Ezt a feltételezést az FSAB mérések alatamasztottak, hiszen az ErbB2
ErbB1l-gyel heteroklasztert formaléd hanyada tényleg szignifikansan né6tt EGF
stimuldciot kdvetben.

Az FSAB maddszerrel lehetséglink nyilt arra is, hogy a heteroklaszterek
atlagos relativ Osszetételét, sztéchiometridjat megbecsiljik. Ehhez meg kellett
hatdrozni az egyes sejtek altal kifejezett ErbB1 és ErbB2 molekuldk szamat.
Méréseink szerint stimuldlatlan sejtekben az ErbB1-2 heteroklaszterekben az
ErbB1 és ErbB2 arany ~1:1,5, és ez ~1:4-re n6 EGF stimuldcié hatasara.
Osszegzésképpen megallapithatjuk, hogy az FSAB mddszer betekintést nyujt a
receptorok altal alkotott heteroklaszterek dsszetételébe, és az altala szolgaltatott
eredmények a homo-FRET kisérletekkel 6sszhangban vannak.

N&B mddszerrel

A kiilonb6z6, a fehérje asszociacidkat karakterizalé technikdk a
klaszterizacié kiilonb6z6 dimenzidit jellemzik. Ezért bar a 3.4. fejezetben
részletesen leirtuk az ErbB1 és ErbB2 receptorok homoasszociacioit, egy masik
modszerrel, a N&B analizissel is szerettik volna megerGsiteni, ill. mas
tdvolsagtartomanyban jellemezni ezeket a klasztereket. Masrészt tobbféle
sejtvonal segitségével arra is valaszt szerettiink volna kapni, hogy a fehérjék

expresszids szintje hogyan befolyasolja az asszociatumokat.
38



dc_380 12

Az ErbB1 fehérje homoklasztereinek vizsgalatahoz ErbB1-eGFP-vel stabilan
transzfektalt sejtvonalakat hasznaltunk. ElGsz6r a magas expresszidval rendelkezd
daganatsejtek modelljének tekintheté F1-4 sejtet vizsgaltuk, amely ~6-10° ErbB1
fehérjét fejez ki. A stimulalatlan, szérum éheztetett sejtek molekularis fényesség
értéke magasabb volt, mint a szolubilis, monomer eGFP-jé, ami arra utal, hogy az
ErbB1 fehérje mar stimuldlatlan allapotban sem tisztdn monomerként van jelen
F1-4 sejtek membranjdban. 100 nM EGF a molekularis fényességet a dimerekre
jellemz6 értékre emelte, miszerint a novekedési faktor a teljes receptor populacié
dimerizacidjat kivaltotta.

Ezt kovetSen két alacsonyabb ErbB1-eGFP expresszidval rendelkez6 sejten
(F1-10, Hela-ErbB1eGFP) végeztiik el a N&B analizist, amelyek jobban modellezik
a fiziolégias ErbBl expresszids szinteket. Az F1-10 és Hela-ErbBleGFP sejtek
~5.10" és ~2-10° ErbB1-eGFP-t fejeznek ki. Mindkét sejtvonal szérum éheztetése
utdn az ErbB1l-eGFP molekuldris fényessége arra utalt, hogy a fehérje tisztan
monomerként volt jelen. EGF stimuldcié hatdsdra az ErbB1 receptor asszociacio
mértéke szignifikdnsan novekedett. Stimuldlt F1-10 sejteken a molekularis
fényesség eloszlasa aszimmetrikus volt. Az EGF stimulalt F1-10 sejtek fényesség
eloszlasat harom Gauss gorbével tudtuk, illeszteni, és a legjobboldalibb csucs
atlagos fényessége pentamerek jelenlétére utalt. A kolokalizaciés analizis azt
mutatta, hogy ezen magas molekularis fényesség( pixelek eloszlasa a klatrinéval
korrelal.

N&B mddszerrel

Az ErbB2 homoklasztereinek vizsgalatdt szérum éheztetett AderbB2
sejtekkel kezdtiik, melyek ~1,2-10° ErbB1-et és ~9,5-10° ErbB2-mYFP-t fejeznek ki.
Stimulalatlan AderbB2 sejtek membranjaban az ErbB2 mind mikroszképos, mind

molekularis szinten jelent8s klaszterizacidés hajlamot mutatott. A mikroszkdpos
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képen lathaté klasztereket, a molekularis asszocidtumoktdl elkilonitendd,
makroklasztereknek neveztik el. Az ErbB2-mYFP molekularis fényessége
szignifikdansan magasabb volt a makroklaszterekben, mint azokon kivil, de
mindkét helyen arra utaltak a mérések, hogy az ErbB2 nem monomerként
taldlhaté. A monomer mYFP molekularis fényességével 0sszehasonlitva a
makroklasztereken kivil ~3, azokon bellil ~6 ErbB2 alkotott egy molekularis
asszociatumot stimuldlatlan AderbB2 sejteken. Az ErbB1l homoasszociacios
hajlamahoz képest az ErbB2 nagyobb méretli asszocidtumokat mutatott. Ez a
tendencia 6sszhangban van a homo-FRET mérésekkel kapott eredményekkel.

Szamtalan oka lehet az ErbB2-mYFP ErbBl-hez képest magasabb
homoasszociacids hajlamanak: (i) a C-terminalis PDZ kot6 régid; (ii) az mYFP-t az
ErbB2-hoz kapcsold linker szekvencia; (iii) az mYFP csoport. Ezen lehetGségek
megvizsgaldsahoz négy Uj fuzids fehérjét allitottunk elé: ErbB2-short-mYFP,
amelyben az mYFP és az ErbB2 kozott egy dipeptid linker van; ACP-ErbB2,
amelyben az ErbB2-hoz egy Sfp transzferdzzal jellhet6 ACP szekvenciat kotottiink
C-terminalisan (tehat extracellularisan); valamint mindkét szekvencia VPV delécids
mutansat. A VPV szekvencia felel6s a PDZ doménnel rendelkezé fehérjék
megkotéséért. Mivel mind a négy ErbB2 varians az el6z6ekben leirt makro- és
mikroklaszterizaciét mutatta, levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az ErbB2 N&B
kisérletekben mutatott jelentés homoklaszterizaciés hajlama a molekula sajat
tulajdonsaga, amely nem a PDZ k6t6 doménhez kothetd.

Ezt kovetGen megvizsgdltuk, hogy az ErbB2 makroklaszterek milyen mas
membranfehérjével mutatnak kolokalizaciét. Az egyetlen pozitiv eredményt
szolgaltaté fehérje a caveolin volt, amellyel az ErbB2 kdzepesen er6s korrelaciot
mutatott (r=0.5). Bar kvantitativ analizissel nem igazoltuk, felt(iné volt, hogy a

caveolin rendszerint az ErbB2 makroklaszterek periféridjan helyezkedett el.

40



dc_380 12

Végezetil megvizsgaltuk, hogy AderbB2 sejtek EGF stimulaciéja milyen
hatast gyakorol az ErbB2 homoklasztereire. Eredményeink szerint az EGF hatasara
a makroklaszterekben szignifikdnsan csdkkent az ErbB2 homoklaszterek mérete,
mig a makroklasztereken kivil nem volt jelent6s valtozas. Pertuzumabbal
el6kezelt sejtekben az EGF indukalta valtozasok nem jelentek meg, ami arra utal,
hogy az EGF 4ltal aktivalt ErbB1 heterodimerizaciéja hatdsara csdkken az ErbB2
homoklaszterek mérete. Ezek az eredmények is 6sszhangban vannak az ErbB2
homo-FRET-tel tortént karakterizaldsaval.

4.9. Az ErbB fehérjék hierarchikus klaszterizaciéjanak modellje

A 3.3-3.8. fejezetekben az ErbB1 és ErbB2 klaszterizacidjanak szamtalan
aspektusa kerilt targyalasra, amely alapjan megalkothaté egy modell, amely a
receptorok asszociaciéjat tobb hierarchikus szinten targyalja. A modell
legfontosabb lizeneteit a 2. dbra foglalja 6ssze.

A fehérje klaszterizacio legalacsonyabb szintjét a kozvetlen molekularis

Klaszter tipusa és Erék, kolcsén-
# i - Detektdlasi modszer
mérete hatdsok
kisméret( klaszterek, . 6
. &K protein- réntgen
1 kozvetlen molekuldris rotein krisztallogréfia,
asszociatumok P NMR

kizepes méretii
2 | klaszterek (Bsszezards,
2-100 protein)

hetero-FRET, N&E,
FCS, SPT, Western,
protein-lipid, PLA
nagyméreti klaszterek | Preferencidlis
(pl. kaveola, immun eloszlas
szinapszis; 100-1000 CLSM, SNOM
protein)

2. dbra. A membranfehérjék és a vizsgdld eljardsok hierarchikus modellje.

A klaszterizacid egyes szintjeinek bdvebb magyardzatat ldsd a szovegben
(6sszezaras=,co-confinement”). A detektaldsi mdodszerek oszlopban a nyilak
vastagsaga az egyes modszerek adott klaszterizacids szint kimutatdsara vald
érzékenységével aranyos, amelyet részletesen az 1.6. fejezet targyal.
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interakciok jelentik. Ezeket az asszociatumokat kozvetlen fehérje-fehérje
kélcsonhatasok tartjak ossze, és legfontosabb és legelterjedtebb képviselGjik a
dimer, de minden valdszinliség szerint nagyobb méretl oligomerek is léteznek
még ezen osztalyon belil. Az atmenet a kozepes méretl klaszterek felé folytonos.
A klaszterek ezen osztalyat mar inkabb lipid medidlta interakcidk, de kisebb
részben még a kozvetlen protein-protein kélcsdnhatdsok is fenntartjak. A lipid
medidlta interakcidkban a proteinek elsésorban a transzmembran doménjeikkel
vesznek részt. Ezenkivil ide kell még sorolni az Osszezart (,co-confined”)
proteineket is. Az ErbB2 molekula homo-FRET és N&B mddszerrel kimutatott
,nhagyméretl” klaszterei ebbe az asszociacids szintbe tartoznak. Az ErbB1 EGF altal
kialakitott dimerei a kisméretli klaszterek kozé tartoznak, de preformalt
asszociatumairdl ez nem mondhatd el bizonyossaggal.

A Kklaszterizacid6 harmadik hierarchikus szintjét a nagyméretd
asszociatumok alkotjak. Ezek mar fénymikroszkdppal is lathatd objektumok, és
tobb szaz vagy ezer fehérjét tartalmaznak. Erdemes megjegyezni, hogy Kusumi és
mtsai a plazmamembran doménszerkezetének elemzése kapcsan az itt javasolt
haromszintd klaszterizaciés modellhez sokban hasonlé elképzelést vazoltak fel.

Az egyes asszociacids szintek bioldgiai szerepei eltérGek. A kisméretl
klaszterek (féleg dimerek) egyértelmlien a receptor aktivacié alapegységeinek
tekinthet6k, mig a kozepes és nagyméretl klaszterek inkdbb platformot
teremtenek a kisméret( asszociatumok létrejottének finomhangolasara. igy pl. a
koézepes és nagyméretli asszociatumokon bellil megné a receptorok denzitasa,
ami el6segiti a dimerizaciét és aktivaciét. Az ErbB2 esetében ennek inkabb
ellenkez6je igaz, hiszen a kozepes méretld ErbB2 klaszterek inaktiv ErbB2

molekuldk rezervoarjaként mikodnek.
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4.10.A lipid tutajok és az ErbB3 hatasa az ErbB2 homoklaszterizacidjara

Az el6z6ekben ismertetett eredmények feltartak, hogy az ErbB fehérjék
milyen klasztereket alakitanak ki. Az 3.9. fejezetben korvonalazott modell alapjan
ezek létrejottében nemcsak kdzvetlen fehérje-fehérje kdlcsonhatasok, hanem a
lipid kbrnyezet hatdsai is szerepet jatszanak. Ezért megvizsgaltuk, hogy az ErbB2
esetében ebben van-e szerepe a lipid tutajoknak. ElGszor azt kellett elddnteni,
hogy az ErbB2 receptor a lipid tutajokban helyezkedik-e el. Erre a kolera toxin B
alegységének (CTX-B) fluoreszcensen jelolt valtozatdval toérténd vizsgalatokat
vélasztottuk. Eredményeink szerint az ErbB2 és a lipid tutajokat jel6l6 CTX-B
fluoreszcencidja korreldlt egymassal. A kolokalizacié kvantitativ jellemzésére a
Manders koefficienst hasznaltuk. Eszerint az ErbB2 és a lipid tutajok kozotti
atfedés 77+6%-os volt akdr az ErbB2-t, akdr a CTX-B jelet hasznaltuk
referencidanak. A konfokalis mikroszkdpos képek egyértelmiien bizonyitottdk azt
is, hogy az ErbB2 mikroszkdppal is lathaté klasztereket alkot, amelyek megfelelnek
az el6z6 fejezetekben leirt ,makroklasztereknek”. Mivel ezekben a
makroklaszterekben az ErbB2 lokalis denzitdsa sokkal nagyobb, mint a
plazmamembran tobbi részén, a tomeghatas torvénye alapjan az varhato, hogy a
makroklaszterekben az ErbB2 homoasszociacidjanak mértéke nagyobb lesz. FRET
mérések azonban arra utaltak, hogy a klaszterekben taldlhaté magas ErbB2
denzitas ellenére nem nagyobb az ErbB2 homoasszociacié mértéke a klasztereken
belil, mint kival.

Ezen eredmények arra utaltak, hogy a makroklaszterekben valamilyen
alapulé FRET segitéségével megmértik a pixelenkénti FRET-et ErbB2
homoasszociaciéra. Tapasztalatunk szerint az ErbB2 homoasszocidcio mértéke
negativ korreldciét mutat a lipid tutajokban, a CTX-B altal megjeldlt GM1

gangliozidok denzitdsaval. Ezen eredményeink 6sszhangban vannak a gangliozidok
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ErbB1 asszociaciéra gyakorolt negativ hatasaval és a homo-FRET mérések alapjan
feldllitott azon hipotézisiinkkel, hogy a kozepes vagy nagyméretli ErbB2
homoklaszterekben az ErbB2 inaktiv formaban van jelen.

A lipid kornyezet hatasan kivil minden olyan fehérje, amely az ErbB2-vel
kélcsonhat, képes lehet arra, hogy kompeticio révén gatolja az ErbB2
partnerét, az ErbB3-at is kifejezik. Mikroszkdpos FRET méréseink arra utaltak,
hogy az ErbB2 homoasszociacidja aranyos az ErbB2 lokalis expresszids szintjével,
és negativ korrelaciét mutat az ErbB3 lokdlis denzitasdval. Mindkét 6sszefliggés a
témeghatas torvényének érvényesiilését bizonyitja az ErbB2 homoasszociacidja
esetében.

A lipid tutajokban tobbféle kiilonboz6 tipusu fehérje fordul elS. Ezek koziil
az egyik a GPI-horgonyzott proteinek osztdlya, melyekrél kimutattak, hogy a
pentamer CTX-B altal okozott lipid tutaj keresztkotés hatdsara nagyobb méretl
foltokba koncentralédnak a CTX-B-vel egyiitt. Megvizsgaltuk, hogy ez a stabil lipid
tutaj asszociacid az ErbB2 esetében is felismerhet6-e. SKBR-3 sejteket kezeltlink
fluoreszcensen jelolt CTX-B-vel 37°C-on, majd megjeldltiik ket fluoreszcens anti-
ErbB2 antitestekkel. A konfokalis mikroszkdpos felvételek tanusaga szerint a
keresztkotott lipid tutajok hatrahagytak az ErbB2-t. A kvantitativ analizis szerint a
Manders koefficienst a CTX-B kezelés 28+5%-re csokkentette. Eszerint a GPI-
kotott fehérjékkel ellentétben az ErbB2, és elképzelhetd, hogy mas
transzmembran fehérjék is, kevésbe statikusan kotottek a lipid tutajokhoz.

4.11. Lipid tutajok CTX-B-vel vald keresztk6tésének hatasa az ErbB2 bioldgiai
funkcidira

Mivel a lipid tutajok CTX-B-vel tortén6 keresztkotése jelentGsen
modositotta az ErbB2 klaszterek eloszlasat, ezért célszerlinek tlint megvizsgalni,

hogy ez milyen hatdsokat valtott ki az ErbB2-h6z kothet6 bioldgiai valaszokra.
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ElGszor az ErbB2 trastuzumab altal indukalt internalizacidjat és leszabalyozdddasat
(,down-regulation”) vizsgaltuk meg. Az eredmények szerint CTX-B elGkezelt
sejteken mind az ErbB2 internalizacidja, mind leszabalyozddasa jelent6sen
lelassult. A trastuzumab antiproliferativ hatdsat a CTX-B elGkezelés novelte.
Ugyanezen sejteken megvizsgaltuk az ErbB2 expresszids szintjét, és azt
tapasztaltuk, hogy a trastuzumab énmagdban jelentésen csékkentette az ErbB2
szintet a sejtekben, de a CTX-B-vel torténé egylttkezelés soran ez tovabb nem
csokkent. A fenti eredmények azért voltak rendkiviil érdekesek, mert akkoriban a
trastuzumab hatdsmechanizmusanak az ErbB2 leszabalyozddasat tekintették.
Eredményeink szerint azonban a CTX-B kezelés kovetkezményei a trastuzumab
antiproliferativ és ErbB2 leszabdlyozd indukdlé hatdsaira nem korrelaltak
egymassal, hiszen a CTX-B a trastuzumab rovidtavu, ErbB2 leszabalyozddast
kivalté hatdsat csokkentette, antiproliferativ hatdsdt viszont novelte. Ezért
levontuk azt a kovetkeztetést, hogy a trastuzumab antiproliferativ hatasat
valdszin(ileg nem az ErbB2 leszabalyozasa altal fejti ki.

Végiil megvizsgdltuk, hogy az ErbB2 heregulin altali stimulacidjara milyen
hatdssal van a CTX-B el6kezelés. Eredményeink szerint a heregulin a
varakozasoknak megfelel6en mind az ErbB2, mind a Shc tirozin foszforilaciéjat
novelte, és ezt a hatast a CTX-B el6kezelés meggatolta. Ezen valtozas 6sszhangban
van a CTX-B kezelésnek az ErbB2-3 heteroasszociaciora kifejtett hatasaval, hiszen
a CTX-B ezt is csokkentette (FRET hatdsfok az ErbB2-3 heterodimerre kontroll
mintakban: 19,7+0,9%; ugyanez CTX-B elSkezelt mintdkban: 7,3+2,1%). A fenti
eredmények arra utalnak, hogy a lipid tutajok lipid kornyezete az ErbB2
homoasszociaciot csdkkenti, de az ErbB2-3 heteroklaszterizaciét és a heregulin
altal kivaltott bioldgiai hatasokat valdszin(leg elGsegiti. Bar pontos magyardazat a

homo- és heteroasszociaciok eltéré lipid kornyezet érzékenységére nincs,
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valészinli, hogy a transzmembran domének ezen asszocidciés formak
fenntartasaban betoltott eltérd szerepe lehet a jelenség hatterében.
4.12. Az ErbB fehérjék expresszidja nincs hatdassal sejtek elisidepsin iranti
érzékenységére

Az el6z6 fejezetekben a lipid tutajok szerepe a transzmembran jelatvitel és
a fehérje asszocidcidk szemszogébdl kerilt térgyaldsra. A kovetkezGkben
bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a lipid tutajok gydgyszerhatas
szempontjabdl is fontosak, hiszen az elisidepsin nev( kisérleti kemoterdpids szer
tdmadaspontja a sejtmembrdn, valdszinlileg a lipid tutajok. Az elisidepsin egy
tengeri puhatest(ib6l (Elysia rufescens) izolalt ciklikus depszipeptid, melynek
hatdsmechanizmusa nagyrészt ismeretlen volt vizsgalataink megkezdésekor, de
voltak arra mutato kisérleti eredmények, hogy a lizoszémalis membran karositasat
okozza, és hatasossaga korreldciot mutatott az ErbB fehérjék, kiilondsen az ErbB3,
expresszidjaval.

Vizsgalataink elején azt ellendriztiik, hogy az ErbB fehérjék expresszidjanak
valéban meghatdrozé szerepe van-e az elisidepsin hatdsdban. El&szor CHO
sejtekben, ill. ennek ErbB2-vel és ErbB3-mal stabilan transzfektdlt variansaiban
mértiilk meg az elisidepsin IC50 értékét a gyogyszer hosszutavu hatasa alapjan, és
nem kaptunk szignifikdns kilonbséget az eltéré ErbB2 és ErbB3 expresszidju
sejtvonalak kozott. Hasonldan nem tapasztaltunk semmilyen valtozast az ErbB2
vagy ErbB3 transzfekcid utdn a sejtek rovidtavu elisidepsin érzékenységében.

Még két tovabbi kisérletsorozatot végeztiink az ErbB fehérjék elisidepsin-
érzékenységet befolyasold hatdsanak vizsgdlatara. Egyrészt ErbB1, ErbB2 vagy
ErbB3 fehérjékkel stabilan transzfektalt A431 sejtek elisidepsin iranti
érzékenységét hasonlitottuk Gssze az eredeti sejtvonaléval. Masrészt A431 és
SKBR-3 sejteken az ErbB3 expresszidjat RNS interferenciaval gatoltuk. Mindkét

kisérlet azt a kovetkeztetést erGsitette meg, hogy az ErbB1-3 fehérjéknek nincsen
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jelent6s hatasuk az elisidepsin iranti érzékenység meghatdrozasaban, és cafoltak a
korabbi, erre utald kisérleti eredményeket. Feltételezésiink szerint a korabbi
kisérletekben az ErbB expresszid és az elisidepsin érzékenység kozotti gyenge
korreldcid alapjan vonhattak le téves kovetkeztetéseket.

4.13. Az elisidepsin elsdleges tamadaspontja a sejtmembran

Bar az el6z6ekben ismertetett eredmények meggy&z6en cafoltak, hogy az
ErbB fehérjék barmilyen szerepet jatszanak az elisidepsin irdnti érzékenység
meghatdrozasaban, a gyogyszer valddi tdmaddaspontja tovdbbra is ismeretlen
maradt. Az elisidepsin gyors hatasa arra utalt, hogy esetleg a plazmamembran
lehet a tamadaspont. Ezért megvizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van az
elisidepsinnek lipid tutaj markerek eloszlasara. Mind exogén (GPI-kotott GFP),
mind endogén (placentaris alkalikus foszfataz) lipid tutaj markerek vizsgalata
esetén azt tapasztaltuk, hogy az elisidepsin atrendezte a fehérjék eloszlasat: diffuz
intracellularis, néhol vezikularis és nuklearis lokalizacio volt felismerhetd.

Az olyan gyodgyszerek, amelyek tdmadaspontja a sejtmembran, gyakran
okoznak &atalakuldst a membran fluiditdsaban vagy rendezettségében. A TMA-DPH
fluoreszcencia anizotrdépidja a membran fluiditasardl, mig a Laurdan generalizalt
polarizacidja (GP) a membrdn hidrataltsagardl, ill. rendezettségérél ad
informaciot. Az A431 és az SKBR-3 sejteken az elisidepsin 1-2 perc alatt jelent&s
csokkenést indukalt a TMA-DPH fluoreszcencia anizotrépidjaban, mig a Laurdan
GP-jdban ezzel ellentétes iranyu valtozadst okozott (3. abra). A két paraméter
ellentétes iranyu valtozasa arra utal, hogy olyan strukturalis atalakulas tortént,
amely a rendezettséget és a fluiditast is novelte. Ez tobb kdzlemény alapjan a
folyékony rendezetlen doménekre, azaz a lipid tutajokra jellemzd (125, 233). Az a
tény, hogy a membran szerkezetében feltart fenti valtozasokat az elisidepsin 1-2
perc alatt kivaltja, arra utal, hogy ez ténylegesen a gydgyszer elsGdleges hatdsa, és

a tobbi valtozas ennek a kovetkezménye lehet.
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3. 4bra. Elisidepsin altal indukalt valtozasok a plazmamembran struktuirajaban.
A TMA-DPH anizotrépidjaban és a Laurdan generalizalt polarizaciéjaban 10 M
elisidepsin altal kivaltott valtozasokat kovettiik fluoriméteren SKBR-3 és A431
sejteken. Kontrollként az elisidepsin olddszerét, DMSO-t hasznaltuk. Az abran
harom flggetlen mérés eredményének atlaga (£SEM) lathatd.

4.14.Az ErbB2 és ErbB3 koexpresszioé hatasa ErbB1 ligand indukalt
internalizacidjara
Az ErbB2, és esetleg az ErbB3, koexpresszid gdatolja az ErbB1 EGF Aaltal
kivaltott leszabalyozddasat, de a hatds moddjaval kapcsolatban ellentmondd
eredmények lattak napvilagot. El&szor fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk az
ErbB1 EGF altal kivaltott internalizacidjat. A sejtek stimuldlasahoz streptavidin-
QDot-hoz kapcsolt biotindlt EGF-et hasznaltunk (EGF-QDot). A komplexben az

EGF:QDot mdlarany 6:1 volt. A sejteket intenzitas alapu kiiszoboléssel jeloltik ki a
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fluoreszcens proteineknek megfelel6 képeken, és az igy azonositott egyedi sejtek
hatarat tekintettiik a sejtmembrannak. Ezt befelé megvastagitottuk 3-10 pixellel,
és az igy el6allo teriletet hasznaltuk membran maszkként. Az ettdl a terilettdl
tovdbbi 15-35 pixellel befelé elhelyezkedd teriiletet pedig intracellularis
maszkként hasznaltuk. Kiszamoltuk az internalizalt fluoreszcens protein relativ
aranyat az internalizalt QDot relativ ardnyahoz képest. Eredményeink szerint az
EGF-QDot jelent6s mérték(i ErbB1 internalizaciot valtott ki mind F1-4, mind
AderbB1 sejteken. Az EGF-QDot altal aktivalt endogén ErbB1 kisebb mértékben
kivaltotta az ErbB2-mYFP internaliziciéjat is. Azt, hogy ez az ErbB1l-ErbB2
heterodimerizacié kdvetkezménye volt, 2C4 elSkezeléssel bizonyitottuk, amely az
ErbB2 heterodimerizacidjanak gatlasaval teljesen blokkolta az EGF-QDot indukalta
ErbB2 internalizaciét. Az endogén ErbBl-gyel koexpresszalt ErbB3-citrine,
valészin(ileg az ErbB1-3 heterodimerek gyenge képz6désének kbszonhetSen, nem
mutatott internalizaciét EGF-QDot stimulaciét kovetéen.

Ezt kovetGen megmértik az EGF-QDot internalizaciéjat a 2.9. fejezetben
leirt savas mosdsos protokoll alapjan. A mikroszképos eredményekkel
O0sszhangban az EGF-QDot jelent6s mérték( ErbB1 internalizaciot valtott ki,
amelyet az ErbB2 koexpresszid gatolt. Az ErbB2 hatdsat 2C4 elSkezeléssel gatolni
lehetett, hiszen a 2C4 antitest blokkolja az ErbB2-t magaba foglalé heterodimerek
létrejottét. Az ErbB3 koexpresszionak nem volt jelent6s hatasa az EGF-QDot
internalizacid sebességére. A fenti eredmények arra utaltak, hogy az ErbB2
koexpresszid az ErbB1-2 heterodimerek képz&dése révén gatolja az ErbB1 EGF
altal indukalt internalizaciéjat, de még jelent6s mennyiségli ErbB3
kifejez6désének sincs szamottevé hatasa erre.

4.15. A trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteken a MUC4 transzmembran
mucin maszkirozza az ErbB2-t

A trastuzumabot elsGsorban ErbB2-t fokozottan kifejez6 eml&tumorok
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ellen hasznaljdk, és bar jelentGs terdpids el6nyt jelent a konvenciondlis
kemoterapikumokkal szemben, a rezisztencia jelentds kihivast jelent. Ennek
karakterizaldsara egy trastuzumab rezisztens sejtvonalat (JIMT-1) haszndltunk,
amely in vitro is megGrizte ezen tulajdonsagat. A vizsgalataink évei el6tt
korvonalazott elképzelések szerint a trastuzumab hatdsmechanizmusa mogott az
antitest indukalta ErbB2 leszabalyozédas, a rezisztencia mogoétt pedig az ErbB2
expresszié elvesztése all. Ezért ellendriztiik, hogy az ErbB és IGF1R expresszidk,
trastuzumab indukdlta ErbB2 internalizacio és leszabalyozddas tekintetében van-e
kilénbség a JIMT-1 sejtvonal és mads, trastuzumab szenzitiv sejtvonalak kozott.
Eredményeink szerint a paraméterek kozott nem volt olyan mértékd kilonbség,
amely a bioldgiai valaszok eltérését magyarazhatta volna.

Felmerilt benniink az, hogy bar az ErbB2 intracelluldris részéhez kot6dé
antitest (OP15) segitségével meghatdrozott expressziés szint tekintetében a
JIMT-1 sejtek nem kilénboéztek jelentésen a vizsgalt szenzitiv sejtvonalaktdl, a
trastuzumab kot6dés mégis gatolt lehet. Ezért megvizsgaltuk a kilonbozé ErbB2
epitépok elérhet6ségét kilonboz6 sejtvonalakon. Eredményeink szerint a
membranhoz proximalisan kot6dd trastuzumab antitest jelent6sen kisebb
mértékben kotédott a JIMT-1 sejtekhez, mint a szenzitiv SKBR-3 vagy BT474
sejtvonalakhoz. Az epitép maszkirozasa jelentés mértékben csokkent, ha teljes
antitest helyett a trastuzumab Fab fragmentumaval jeloltik a sejteket, és
jelent&sen kisebb mértékl volt abban az esetben is, ha az ErbB2-t a membrantdl

disztalisan kot6dd 2C4 antitesttel jeloltiik (4. dbra).
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4. dbra. A trastuzumab kotd epitdp maszkirozasa JIMT-1 sejteken.

Az dbran feltlintetett antitestek kotédését elsédleges vagy masodlagos
immunfluoreszcens mddszerrel mértilk meg dramlasi citometria segitségével. A
JIMT-1/SKBR-3 és JIMT-1/BT474 hanyadosokat az ErbB2 tortben szerepld két
sejten mérhet6 expresszids hanyadosaval normalizaltuk, igy a kapott hanyados az
antitest vagy Fab két sejthez vald relativ kot6dét fejezi ki.

Az eredmények alapjan nyilvanvald volt, hogy valamilyen faktor gatolja a
trastuzumab sejtekhez kot6dését. A tény, hogy az antitest molekulatomegének
harmaddval rendelkezé Fab és a membrantdl tdvolabb két6dé 2C4 antitest
kotédését az ismeretlen faktor nem vagy csekélyebb mértékben gatolta,
egyértelmlien a membrdnban jelen 1évd sztérikus gatld hatdsra utalt. Feltettik,
hogy ebben a gatlé hatasban a MUC-4 transzmembran mucin jatszik szerepet.
Igazoltuk, hogy a MUC4 mind mRNS, mind fehérje szinten magasabb szinten
expresszalodik a JIMT-1 sejteken, mint trastuzumab szenzitiv sejtvonalakon. Ezt
kovetéen a JIMT-1 sejteken immunfluoreszcensen megfestettilk a MUC4-et és az
ErbB2-t trastuzumabbal jel6ltiik. A MUC4 expresszid és a trastuzumab kotGdése
kozott hatdrozott negativ korreldciét talaltunk, ami arra utalt, hogy a MUC4
ténylegesen gatolja a trastuzumab ErbB2-hoz vald kotddését.

A MUC4 maszkirozasban betoltott szerepét RNS interferenciaval

bizonyitottuk be. Bar a JIMT-1 sejteknek csak kb. 15%-4t sikerdilt transzfektalni, a
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transzfektalt szubpopulaciéban a MUC4 ellenes siRNS-sel hatékonyan gatoltuk a
MUC4 expressziot. A MUC4 siRNS-sel kezelt JIMT-1 sejteket a transzfekciot
kovetéen két nappal fluoreszcens trastuzumabbal festettiink meg, és a magas
trastuzumab kotddést mutatd szubpopulacid mérete jelent6sen megnétt. A
novekmény nagysaga megfelelt a MUC4 ellenes siRNS-sel transzfektalt populacio
aranyanak (~15%). A transzfektalt mintat a trastuzumab festGdés alapjan aramlasi
citometrids szeparalassal két populdciora valasztottuk, és mindkét frakcidbol
huszezer sejtet izoldltunk. A két populdciéban megvizsgaltuk a MUC4
expresszidjat Western blottal, és a magas trastuzumab kotédéssel jellemezheté
szubpopuldcié jelent&sen alacsonyabb MUC4 expressziét mutatott.
Osszefoglaldsul  elmondhatd, hogy a kisérletek meggy6z6en
bizonyitottak, hogy a MUC4 JIMT-1 sejtekben maszkirozza az ErbB2 trastuzumab
kot epitdpjat. Eredményeink hozzajarultak a trastuzumab rezisztencia egy
valdszin(leg klinikai szempontbdl is relevans mechanizmusanak feltarasahoz.
4.16. A CD44 ligand hialuronsav szintén maszkirozza az ErbB2 trastuzumab
koto epitopjat

A JIMT-1 sejtek tovabbi karakterizaldsa és a JIMT-1 xenograftok vizsgdlata
soran kerult el6térbe, hogy a sejtvonal mind in vitro, mind in vivo nagyon magas
CD44 expressziét mutat, amely a hialuronsav legfontosabb cellularis receptora.
Ezenkivil a munkacsoport azt a jelentds megfigyelést tette, hogy a trastuzumab
rezisztencia csak ~5 hét alatt alakul ki in vivo. Ez felvetette annak a lehetGségét,
hogy az epitdp maszkirozasban a CD44 is részt vesz az in vivo lassan kiépulg,
hialuronsavat is tartalmazé kotGszovetes matrix altal. Ezért részletes vizsgalatnak
vetettiik ald a hialuronsav szintézis hatdsat a trastuzumab két6désére.

A hialuronsav  hatasanak felméréséhez a  szintézisét gatld
4-metilumbelliferont (4-MU) hasznaltuk. ElGszor igazoltuk, hogy a 4-MU kezelés

hatasosan csokkenti a hialuronsav szintézist in vivo. Majd a JIMT-1 xenograftokkal
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oltott immundeficiens egereket trastuzumabbal vagy trastuzumab és 4-MU
kombinacidjaval kezeltiik 8 héten keresztil. Az allatok feldldozasat kovetGen a
metszeteken az ErbB2 expresszids szintjét ErbB2-76.5 antitesttel torténd
festéssel, az in vivo kot6dott trastuzumab mennyiségét anti-human IgG-vel
torténd jeloléssel jellemeztiik. A mikroszkdpos képek megtekintése és kvantitativ
analizise egyarant arra utalt, hogy a 4-MU-val kezelt mintaban jelent&sen nétt a
trastuzumab relativ kot6dése.

Kisérleteink bizonyitottdk, hogy a hialuronsav in vivo maszkirozza az ErbB2
trastuzumab koté epitopjat. Ezdltal a maszkirozasnak, mint a trastuzumab
rezisztencia egyik lehetséges mechanizmusdanak, egy Ujabb manifesztacidjat irtuk
le.

4.17. A hialuronsav szintézis gatlasa noveli a trastuzumab hatasat in vivo

Az ErbB2 hialuronsav altali maszkirozasanak demonstraldsa mellett
fontosnak éreztiik a hialuronsav szintézis gatldsanak a tumorok ndévekedésére
kifejtett hatasanak vizsgalatat. Ezért JIMT-1 sejtekbél xenograftokat hoztunk létre
immundeficiens egerekben, és vizsgaltuk a trastuzumab, a 4-MU és kombindcidjuk
hatdsat a tumorok névekedésére. A hialuronsav szintézis gatldsa Gnmagdban nem
volt hatdssal a daganatok novekedésére, mig a trastuzumab a vdrakozasoknak
megfeleléen csokkentette a JIMT-1 xenograftok novekedését. A 4-MU a
trastuzumab hatdsat jelentés mértékben fokozta, és a kombinacids terapiaval
kezelt egerekben ~6 hétig alig volt észlelhetd névekmény a daganatok méretében.

Osszefoglalasképpen elmondhaté, hogy allatkisérletekkel bizonyitottuk,
hogy a hialuronsav altal medidlt ErbB2 maszkirozas in vivo is jelent6s, és a
hialuronsav matrix kiépllésének gatldsdval a trastuzumab hatékonysaga

jelentésen fokozhato.
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4.18.Az ErbB receptorok ligandjai altal indukalt CD44 shedding

Az ErbB fehérjék szamtalan szignalizaciés uUtvonal csomdpontjaban
helyezkednek el. Ezek egyike a CD44, amely a JIMT-1 sejtvonalon jelentés mérték
expressziét mutat. Ezért tlint érdekesnek meghatdrozni, hogy milyen
kommunikacio van a CD44 és az ErbB receptorok kozott ezen a sejten, és ennek
mi a biolégiai kovetkezménye.

A sejteket tiz monoszacharid egységbdl allé hialuronsav fragmentummal
(HA10), EGF-fel vagy heregulinnal kezeltik 60 percen keresztiil, majd ELISA
segitségével meghataroztuk a CD44 intramembrdn proteolizise révén a
fellluszéba kerilt CD44 ektodomén koncentracidjat. Mindkét novekedési faktor a
HA10-hez hasonlé mértékli CD44 sheddinget valtott ki. A CD44 proteolizise
mellett internalizacidjat is kovettik konfokalis mikroszkdpia segitségével. HA10-
zel, EGF-fel és heregulinnal kezelt JIMT-1 sejteket a CD44 intracelluldris (anti-
CD44cyto) és extracelluldris (Hermes-3) doménje elleni antitesttel kett&sen
festettlink. A mikroszkdpos képek alapjan mindharom anyag jelentés mértékd
CD44 internalizaciét valtott ki, amit a CD44-pozitiv intracelluldris vezikulumok
megjelenése bizonyitott. Mivel a hialuronsav altal kivaltott CD44 shedding és
intramembran proteolizis a sejtek motilitdsat fokozza, meg kivantuk vizsgalni,
hogy az ErbB receptorokat stimulalé novekedési faktorok is kivaltanak-e ilyen
hatast. In vitro karcolasos vizsgélat (,scratch assay”) segitségével bizonyitottuk,
hogy mindkét novekedési faktor a HA10-hez hasonlé mértékli migracio
fokozédast véltott ki.

A CD44-ErbB kommunikaciérdl eddig bemutatott eredmények meggy&zéen
bizonyitjak, hogy az ErbB receptorcsaldd és a hialuronsav legfontosabb celluldris
receptora kozott egylttmikodés valdsul meg. Mivel a CD44 intracelluldris

fragmentjének keletkezése a motilitds fokozdéddsahoz vezet, ez egy kiilon utat
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biztosit az ErbB fehérjéket aktivaldé novekedési faktoroknak a metasztazis
fokozdsara.
4.19.ErbB1 és ErbB2 ellenes antitestek hatasa a CD44 proteolizisére és az
altala indukalt migracidra

Az el6z6 fejezetben leirt ErbB-CD44 egyilttm(ikodés felveti azt a
lehet6séget, hogy a CD44 intramembran proteolizisét és a motilitas
kovetkezményes fokozddasat befolydsolni lehet ErbB protein ellenes
monoklonadlis antitestekkel. A kisérletekben harom ErbB ellenes antitest hatasat
vizsgdltuk: a trastuzumabét, a pertuzumabét és a cetuximabét. ElGsz6r az EGF és
heregulin 3ltal kivaltott effektusokra kifejtett hatasukat vizsgaltuk meg. ELISA
kisérletek azt mutattak, hogy a pertuzumab szignifikdnsan gatolta a heregulin és
az EGF altal kivaltott CD44 sheddinget, intramembran proteolizist és
internalizaciét (p<0,05). A cetuximab esetében csak az EGF altal kivaltott
valaszokra kifejtett hatasokat vizsgaltuk, és eredményeink szerint az antitest
teljesen blokkolta az EGF hatasat mindharom paraméterre (p<0,05). A
trastuzumab nemcsak a heregulin altal kivaltott hatdsokat, de a hialuronsav
oligoszacharid altal okozott CD44 sheddinget, internalizaciét és intramembran
proteolizist is gatolta (p<0,05).

Mivel a trastuzumabot széleskdrlien alkalmazzdk ErbB2-t fokozottan
expresszald emlétumorok kezelésére, ezért érdekesnek tlint annak megvizsgalasa,
hogy az antitest milyen hatdst fejt ki a CD44 sheddingre in vivo. Kisméret(
tumorok (térfogat ~400 mm’) osszehasonlitdsa esetén a szérum CD44
koncentrdcid szignifikdnsan alacsonyabb volt a trastuzumabbal kezelt allatokban
(p<0,05), tehat a trastuzumab hatdsosan gatolja a CD44 sheddinget in vivo is.
Nagyméret( tumorok (térfogat ~850 mm?®) esetében nem volt szignifikans eltérés
a kontroll és a kezelt csoportok értékei kozott (p>0,05). Ennek az lehet a

magyarazata, hogy a trastuzumab nem képes a nagyobb méret(i daganatokba
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kell6 mértékben penetralni vagy a daganatok nagy mérete, vagy az addigra
kiépuls kotészovetes, hialuronsavas matrix miatt.

A teradpias hatds megitélése szempontjabdl fontos volt az ErbB ellenes
antitestek motilitasra kifejtett hatasanak analizise. In vitro karcoldsos vizsgalattal
bizonyitottuk, hogy a hialuronsav oligoszacharid és a heregulin altal kivaltott
motogén hatdst a trastuzumab szignifikdnsan gatolta (p<0,05). Az EGF altal
kivaltott motilitas fokozddas szenzitiv volt cetuximabra, és a pertuzumab mind az
EGF, mind a heregulin dltal indukalt motogén valaszt blokkolta (p<0,05). Az
antitestek motilitas vizsgdlatokkal feltdrt inhibiciés profilja megegyezett a CD44
sheddingre, internalizacidra és proteolizisre kifejtett hatasspektrumukkal.

Az ebben a fejezetben ismertetett eredmények meggy&z6en aldtamasztjak,
hogy az ErbB fehérjék fontos reguldld szerepet téltenek be a CD44 altal medialt
folyamatokban. Ez egyrészt fokozza az ErbB receptorokat és a CD44-et egylittesen
kifejez6 daganatsejtek malignitasat, ugyanakkor terdpids beavatkozasi
lehetGséget is kinal.

4.20.Az ErbB1 expresszié RNS interferenciaval térténd gatlasa apoptozist
valt ki és csokkenti az EGF indukalta hatasokat

Az ErbB1-et fokozottan expresszalé és téle fliggé daganatok terapiajaban a
tirozin kinaz inhibitorok és monoklonalis antitestek mellett széba jon a fehérje
expresszié gatlasa. A 2000-es évek elején igéretes U] eljarasként keriilt a
koéztudatba az RNS interferencia, amelyr6l bebizonyosodott, hogy eukaridta
sejtekben is specifikusan és nagy hatékonysaggal képes gének expresszidjat
gatolni. A jelen fejezetben ismertetendS vizsgdlatokkal uttér6 mddon
bizonyitottuk, hogy az ErbB1 expresszid RNS interferencidval torténd gatlasanak
az ErbB1-et fokozottan kifejez6 daganatokra bioldgiai hatdsa van.

Harom kiilénb6z6 siRNS-t terveztiink ErbB1 ellen (ErbB1-1, ErbB1-2 és

ErbB1-3 siRNS), és egyet GFP ellen (GFP-2 siRNS), amit altaldban negativ
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kontrollként hasznaltunk. A431 sejtekben mindharom ErbB1 ellenes siRNS
hatasosnak bizonyult az ErbB1 expresszid gatlasara, amit Western blottal és
aramlasi citométerrel is igazoltunk. Az EGF indukalta valaszok RNS interferencia
altali gatlasanak demonstralasara kontroll és ErbB1 ellenes siRNS-sel transzfektalt
A431 sejteket stimuldltunk 0.1 ng/ml EGF-fel 5 percig 37°C-on, majd a sejteket
fixalast és permeabilizalast kdvetéen ErbB1 és foszfotirozin ellenes antitestekkel
festettiik. Mikroszképos és aramldsi citometrias eredményeink szerint az EGF
indukalta tirozin foszforilaciot csak az ErbB1 expressziot erdsen gatld ErbB1-1 és
ErbB1-3 siRNS-ek gatoltak szignifikdnsan. Az ErbB1 expresszié RNS interferencidval
torténd gatldsa csokkentette az A431 sejtek szérum és 0,1 ng/ml EGF altal
kivaltott proliferaciojat. A hatds mindhdrom ErbB1l ellenes siRNS esetében
szignifikans volt. Az ErbB1 ellenes siRNS a transzfektalddott sejtekben apoptozist
véltott ki, amit a szub-G1 csics megjelenése bizonyitott a DNS hisztogramon.
A431 sejteken az EGF 1 ng/ml-es koncentracidban a proliferaciot gatolja. Az ErbB1
ellenes siRNS-sel torténd transzfekcid ezt a hatast is blokkolta.

A fenti kisérletekkel bizonyitottuk, hogy RNS interferencidval az ErbB1l
expresszid és az EGF indukdlta valaszok hatékonyan gatolhatdk. Az ErbB1-t6l
flggd, azt fokozott mértékben expresszald sejtekben az ErbB1 kifejez6dés RNS
interferenciaval torténd gatlasa apoptozist okoz. Ez, az in vivo transzfekcid
technikai problémdinak megolddsa utan, elvileg lehet6séget ad ilyen jellegi

tumorok kezelésére.
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5. Kovetkeztetések, hasznosithatésag

Az ErbB receptorok klaszterizacidjaval kapcsolatos eredményeink Uj

megvildgitdsba helyezik az EGF receptorcsaldd tagjainak  aktivacids

mechanizmusait, és tébb olyan mddszertani fejlesztést is magukba foglalnak,

amelyek az e téren folytatott kutatasok soran hasznosithatoak.

Kifejlesztettlink tobb dramlasi citometrids és konfokalis mikroszkdpids
modszert, melyek membranfehérjék homo- és heteroklaszterizaciéjanak
kvantitativ jellemzését teszik lehet6vé.

Leirtuk a receptor asszociacié dimernél magasabb hierarchikus szintjeit.
Ennek tobb mddszerrel tortént megerdsitése bizonyitja a haromszintd
receptor klaszterizaciéo modell létjogosultsagat.

Bebizonyitottuk, hogy az ErbB2 a lipid tutajokban helyezkedik el, és a
tutajok lipid kornyezete gatolja az ErbB2 homoasszociaciojat.

Az ErbB1 ligand indukalta internalizacidjat az ErbB2 gatolja, mig az ErbB3-
nak nincs erre jelentds hatasa.

A fehérje asszocidciok magasabb szintjeinek bioldgiai szerepe arra utal,
hogy a receptorok aktivacidja ezek strukturdlis megbolygatasaval is
elérhetd és a jov6ben akar daganatok terdpidjaban is kihaszndalhato.

A dolgozatban leirt masik jelent&s kisérletsorozatban az ErbB receptorok és

lipid tutajok terdpias célpontként valé felhasznalhatdsagaval kapcsolatban tettlink

fontos megallapitasokat.

Leirtuk, hogy a MUC4 transzmembran mucin és a pericelluldrisan
elhelyezkedd hialuronsav fokozott expresszidja gatolja a trastuzumab
kot6dését ErbB2-t fokozottan kifejez6 emlétumor sejtekhez az
antitestkotd epitdép maszkirozasa altal.

A maszkirozas a trastuzumab rezisztencia kialakuldasanak egy altalunk

leirt Uj mechanizmusa. Ezen eredményeinknek nyilvdnvaléan fontos
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klinikai kovetkezményei vannak, hiszen ramutatnak arra, hogy az ErbB2
maszkirozasa trastuzumab rezisztencidhoz vezet, és az ezért felel6s
molekuldk termelésének gatlasa szinergikusan novelheti a trastuzumab
terapias hatékonysagat.

A hialuronsav receptor CD44 funkciondlis molekularis komplexet képez
az ErbB receptorokkal, és mind ligandumjaik, mint a hozzajuk két6d6
antitestek az egész komplex mikodését befolyasoljak.

Megallapitottuk, hogy az ErbB1 expresszid RNS interferencia segitségével
tortén6 gatldsa apoptoézishoz vezet a receptort fokozottan kifejezd
sejtekben.

Bebizonyitottuk, hogy az elisidepsin hatdsat a sejtek ErbB expresszidja
nem befolydsolja, és hogy a gydgyszer a lipid tutajokon keresztiil,
folyékony rendezett domének indukaldsa révén fejti ki citotoxikus

hatdsat.
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7. Koszénetnyilvanitas

Egy nagydoktori disszertacié hosszu évtizedek munkajanak gylmolcse,
hiszen nemcsak azt a mintegy egy évtizedet kell tekintetbe venni, amely alatt a
benne targyalt cikkek publikacidra keriiltek, hanem az azt megel6z6 hosszu évek
tanulmanyait és kutatd munkajat is. Ezért, talan kicsit formabontdan, el&szor
csalddomnak szeretnék kdszonetet mondani, hogy a munkdjaba elmerilé kutatét
tdmogattak. Szileim példamutatd kitartdsa, szerénysége és odaaddsa, mellyel a
csalad, a gyermek és a munka felé fordultak, tal nem értékelheté hatteret és
lendiiletet adott nekem, és példakant all még ma is elSttem. Edesapam sajnos
nem élhette meg ezt a napot, ezért Neki szeretném kilon kifejezni haldmat,
amiért csendesen a hattérbSl mindig utat mutatott nekem. Edesanyam
kifogyhatatlan szeretete és féltése olyan utravaldval latott el, amit friss apaként
értek meg csak igazan. Feleségem és kislanyom édesanyja, Agi, nemcsak a meleg
csaladi fészek megteremtésével, de kdzlemények tarsszerzGjeként is segit6 kezet
nyujtott. Kislanyunk, Anna, még talan nem sokat ért az el6z6 oldalakon leirtakbdl
(bar ebben nem vagyok mindig biztos), tengerkék szemének igézé tekintete és
ragaszkodd szeretete mindig meggy6z arrdl, hogy a kihivasokkal szembe kell
nézni.

A karcagi Gabor Aron Gimnazium tanarai ravezettek a felfedezés
szeretetére és az igényes munka tiszteletére. A Debreceni Egyetem Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézetében szamtalan mentorom volt a hosszu évek soran. Kozilik
Matko Janosnak és Matyus Laszldnak a TDK-s évek alatt nydjtott témavezetésért
és palyafutdsomat meghatdrozé Utmutatasaikért tartozom koszonettel. A PhD-s
évek ota dolgozom szorosabban Szo6llGsi Janossal, aki segitett az 6nallé kutatd
munka rejtelmeinek elsajatitdsaban, és akivel azdta is megszamldlhatatlanul sok
k6z6s munkank volt. Damjanovich Sandort azért illeti kdszonet, mert az Intézet

igazgatdjaként, ill. az MTA kutatécsoport vezet6jeként tamogatta 0©nallo
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elképzeléseim megvaldsitasat és megteremtette azt a hatteret, amely
meghatdrozo volt szamtalan, a dolgozatban emlitett 6tlet kidolgozasahoz.
Természetesen koszoném a cikkekben tarsszerz6ként megjelend, tovabba

név szerint meg nem emlitett munkatarsaimnak is a tdmogatdst és a kooperaciot.
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8. Tamogaté palyazatok

A nagydoktori értekezés elkészitését, ill. a benne targyalt kisérletek,
projektek kivitelezését a kovetkez§ szervezetek tamogattak: OTKA (F49025,
K72677, K103906, NK101337), Nemzeti Innovaciés Hivatal (Baross Gabor
Program: REG_EA_09-1-2009-0010), Nemzeti Fejlesztési Ugynokség (TAMOP
4.2.1./B-09/1/KONV-2010-0007; TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0025).
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