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Bevezetés

Bevezetés

A malignus daganatok kezelése még napjainkban is sokszor lekiizdhetetlen nehézségekbe
itkozik az egyre szélesedd diagnosztikus és terapids lehetdségek ellenére. 2008-ban 12.7
millid j tumoros esetet jelentettek vildgszerte, ami az eldrejelzések szerint ~68%-0s
novekedést mutatva 21 millié felé fog emelkedni 2030-ig. Tovabb4, a kdzponti idegrendszer
daganatai tumor mortalitds tekintetében - az elmult évtizedekben drdmai incidencia
novekedést mutatva (~300%) - jelenleg a méasodik helyen allnak a 35 év alatti populacidban.

Ezen elszomoritd adatok hatterében a daganatok terdpia rezisztenciaja €s akar a kezelés
kozben kialakuldé metasztatizalo képességiik okolhatd. Az elmult években a képalkotd ¢és
molekularis diagnosztikai eljarasokban (korai diagnozis), sebészeti technikaban és adjuvans
kemoterapidban (tumor specifikus terapia) elért atfogo fejlodés ellenére, a tumorok csokkent
kemo- ¢€s sugarérzékenysége, illetve elérehaladd metasztatizalo képessége gyakran hatraltatta
az attoro terapids eredményeket.

A terapids nehézségek athidaldsdra szadmos tanulmanyt folytattak a tumorigenezis

pontosabb megértése céljabol, amelyek felvetették a ndvekedési faktor receptorok - koztiik az
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potencidljanak felfedezését kdvetden, az ErbB 1. tipust tirozin kindz receptor csalad részletes
¢s mélyrehatd elemzésen esett at. Igazoltdk ligand kotddés altal stimuladlt homo- ¢és
heterodimer képzési képességiiket, amely a tirozin oldalldncaik transzfoszforilacigjan és
intracellularis szignalizaciés molekuladk aktivalédasan keresztiil nagymértékben befolyasolja a
sejtek ¢letét ¢és sorsat. Bizonyitdst nyert, hogy heterodimerizaciés tendencidjuk -
homodimerizécios képességiikon tul - kiterjeszti transzfoszforilacios dinamikéjukat, és sokkal
erdsebb mitogén transzmembran szignalizacidhoz vezet.

Napjainkra szamos tanulmany szolgaltatott bizonyitékot a tirozin kinaz receptorok é&s
egyes sejtadhézids molekulak kdlcsonhatdsanak terapia rezisztenciaban feltételezett szerepére.
Ismerve, hogy primeren invaziv daganatok tavoli metasztazisai uj lokalizaciojukban érdekes
moédon  jol elkiiloniilnek kornyezetiiktél - igy virtudlisan elvesztve eredeti infiltrativ
képességiiket - a jelenség hatterében egyedi, szerv- ¢és tumor specifikus sejtadhézios
molekulak, illetve extracellularis molekuldk kdlcsonhatasai feltételezhetdek, amely ismételten

felveti a "sejt adhézi6 altal kozvetitett terapia rezisztencia" elméletét.
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Az ErbB receptorok és integrinek molekularis kolcsonhatasai

A tumor szuppresszorok ¢és onkogének modosuldsai kritikus elsd 1épésként allnak a
malignus transzformécié hatterében. Ebben a tekintetben, az ErbB tirozin kindz receptor
csalad (ErbB1, ErbB2, ErbB3, ErbB4) jelatvitelét kiterjedten tanulmanyoztak. Igazoltak, hogy
egyes tumor sejtek tobbfajta ErbB fehérjét expresszalnak, amelyek homo- és heterodimereket
képeznek egymassal. Felismerésre keriilt, hogy a ligand kotddés altal indukalt dimerizacio a
receptorok transzaktivaciojahoz és szerteagazo szignalizacids utak aktivalodasahoz vezet.

Az ErbB molekuldk asszociacidos mintazata mellett a sejtek és az extracellularis matrix
(ECM) kozott fennallo kapcesolat is jelentds szereppel bir a tumorok kialakulasaban és a sejtek
tulélésében. A sejtadhézids molekulak kozott az integrinek képezik az egyik legdinamikusabb
csoportot, amelyektdl kiinduld jelatvitel révén a daganatsejtek képessé valnak elszakadni
kornyezetiiktdl, és biztositjak tulélésiiket idegen kdrnyezetben is. Az integrinek evolucidsan
Osi fehérjék, amelyek két alegységbdl (o/f) épiilnek fel és mas sejtadhézios/ECM
molekulakhoz vagy specifikus vér proteinekhez kapcsolodnak. Ezidaig 18 kiillonb6zo a és 8 S
lancot azonositottak, amelyek 24 kiilonb6z6 af heterodimert képezhetnek.

Az ErbB receptor csaldd harom f6 szignalizacios Gtvonala a Rass/MAPK, a PI-3K/Akt és a
PLC-y/PKC jelatviteli ut. Ezek koziil a PI-3K/Akt utvonal részt vesz a sejtndvekedés, az
invazio €s az anti-apoptotikus folyamatok szabalyozasaban; tovabba bizonyitast nyert, hogy a
PI-3K fehérje leszabalyozdsa az egyik leggyakoribb funkcio-vesztéssel jaré mutacid
glioblastomékban, amely a trastuzumab rezisztencia kialakuldsaban is szereppel birhat.

A sejtek ECM mentén torténd vandorldsa sordn az integrinek szamos,
strukturalis/szignalizacios  feladattal rendelkez0 receptorral alkotnak multimerikus
klasztereket. Az ezen un. fokalis adhézidos komplexekbdl kiindulod jelek a fokalis adhézios
kindz (FAK) foszforilaciojat eredményezik, illetve aktivaljadk a PI-3K/Akt-PKB jelatviteli
utvonalat, amely a sejtek tulélésében jatszik fontos szerepet. Az astrocytomakon végzett
legujabb kutatdsok pedig megerdsitették, hogy a FAK aktivéacioja korrelal és kolokalizaciot
mutat a sejtek ErbB1, illetve a5B1 integrin expresszidjaval, mely ujabb bizonyitékot szolgaltat

az ErbB fehérjék és az integrinek egyiittmiikodésére humén malignus astrocytomakban.
Az ErbB receptor kolcsonhatasok szerepe a tumorok kemo- és sugarrezisztenciajaban

Az ErbB csalad tagjai a tumoros transzformacidban résztvevd ndvekedési faktor
receptorok egyik legfontosabb képvisel6i, mivel amplifikaciojuk, fokozott expressziojuk,

illetve mutacidik gyakran a daganatok kialakuldsanak els6 1épcséfokaként jelentkeznek.
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Koros ErbB2 jelatvitel emlétumorokban

fokozott expresszidja bizonyitdst nyert mas malignus betegségek esetén is. Az ErbB2 fehérje
patogén funkcidjanak feltérképezését kdvetden napjainkra a trastuzumab (rekombinans,
humanizalt ErbB2 ellenes antitest) bevonult a metasztatizald6 emlétumorok kezelésén tul a
neoadjuvans protokollokba is. A molekularis kolcsonhatasokban és szignalizacios
folyamatokban bekdvetkezd szamos dokumentdlt valtozds (ErbB2 internalizacio,

kipl ~ .
T ¢s csokkent

leszabalyoz6das vagy mono-ubikvitinacio; PTEN aktivacio; fokozott p27
ciklin D1/ciklin-dependens kindz 2 aktivacio; MAPK/PI-3K inaktivacid) tdmasztotta ala a
trastuzumab in vitro anti-proliferativ hatdsmechanizmusat, mig eldremutatd kutatasok azt
bizonyitjak, hogy az in vivo inhibitoros hatas kifejezddésében az antitest-fliggd cellularis
citotoxicitds bir dontd jelentdséggel. Bar a trastuzumab klinikai alkalmazasa dramaian
javitotta a terapia kimenetelét ErbB2 pozitiv emldtumorban szenvedd betegekben, a siker még
nem teljes, mivel a kialakuld rezisztencia meglehetésen gyakorinak bizonyult; a kezdeti
hatasossdg 30-50%-0s, de 6-9 honap kezelést kovetden a kezdetben jol reagédld betegek
jelentds részében is relapszus jelentkezik. Szamos tovabbi mechanizmus szerepe meriilt fel a
trastuzumab rezisztencia hatterében, ugymint EGF-szerti ligandok autokrin termelddése, az
IGF-I receptor utvonal aktivaldodasa, és a trastuzumab epitopjanak MUC-4/szialomucin vagy
CD44/hialuronsav komplexek altal torténd elfedése. A viszonylag gyakori trastuzumab

rezisztencia hatterében all6 folyamatok tehdt rendkiviil szertedgazonak tlinnek és esetrdl

esetre is valtoznak, ami nagymértékben limitalja ezen 1j terapias lehetdség hatasfokat.
Koros ErbB1 jelatvitel astrocytomakban

Az ErbB receptor csalad felfedezése ota szamos tanulmany bizonyitotta az ErbB1 receptor
megvaltozott jelatvitelének szerepét a gliomagenezis hatterében. A majdnem kizarolag
temozolomid ¢és radioterdpia kombindldsan alapuld adjuvans kezelés mellett a legujabb
ajanlasok mar magukban foglaljak ErbB1 ellenes gyogyszerek alkalmazasat is. Az aV[p3
integrin szignalizacio gatlasa cilengitide-del (RGD mimetikus peptid) szintén klinikai fazisba
ért, azonban a pozitiv kimenetel inkdbb az endothelre és a vaszkularizéciora kifejtett hatasnak
volt tulajdonithaté. Tovabbd, preklinikai tanulmanyok jelenleg PI-3K szignalizacios
inhibitorok alkalmazasan és igy a PI-3K/Akt/mTOR/GSK-3f jelatviteli utvonal gatlasan
keresztiil a kemoterapia indukalt apoptosis érzékenyitését veszik célba. Az astrocytoma miatt

¢érintett betegek talélése azonban tovéabbra is elszomoritéan alacsony, és a relapszus altalaban
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egy éven beliil jelentkezik. A besugarzassal szemben kialakul6 rezisztencia hatterében szamos
folyamat szerepét mutattak ki, a jelenség szabalyozasa azonban még jelenleg sem pontosan
ismert. A hatékonyabb DNS javitd mechanizmusok mellett az ErbB proteinek szerepe is
felmeriilt az ionizdld sugarzasra adott sejtszintli valaszban, és igazoldst nyert az ErbBl
fokozott expresszioja és a megndvekedett sugarrezisztencia kapcsolata is.

Az ErbB-integrin kdcsOnhatast igazold eredmények alapjan az 0ijabb terapids stratégiak
egyre inkabb a sejtadhézid altal medialt terdpia rezisztenciara fokuszalnak, mivel a malignus
gliomék kezelésében a legnagyobb kihivas a lokalis tomegndvekedésen til a tumor nagyfoka
infiltralo képességébol adodik. Tobb kutatas bizonyitotta, hogy a PI-3K/Akt szignalizacionak
kulcsfontossagu szerepe van a megnovekedett hatékonysagu DNS javité mechanizmusokban,
az ErbB1 aktivacion keresztiil kifejlodd sugarrezisztencidban, illetve a B1 integrin modulalta
gliasejt adhézioban ¢és talélésben. A legjabb eredmények alapjan pedig a P1 integrin
inhibitorok a radioterapia potencialisan igéretes érzékenyitdjének bizonyultak in vitro.

Mindezek alapjan tehat az ErbB1-fl integrin interakcié fontos szerepet tolthet be a

megnovekedett sugarrezisztencidban, és Uj diagnosztikus és terapids célpontként szolgalhat.
Membran fehérjék multi-molekularis kélcsonhatasainak analizise

A molekularis atrendezddések nyomonkovetésére az egyik legjobb moddszer a
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérése, amely az 1-10 nm tartomanyban
nak vizsgalatara dramlasi citometriai és mikroszkdépos FRET eljarasokat fejlesztettek ki. Az
aramlasi citometriai technika (Flow Cytometric FRET, FCET) sejtek ezreinek FRET
eloszlasardl szolgaltat statisztikailag megbizhaté adatokat, mig a mikroszkopos FRET
mérések statisztikailag kevésbé pontosak, azonban alkalmasak a membran fehérjék
sejtfelszini heterogenitasanak és kolcsonhatasanak feltardsara akar egyetlen sejten beliil is.

Az onkogenezisben résztvevd molekuldris kolcsonhatdsok szerepe azonban sokkal
megbizhatobban elemezhetd kolesonds interakcioik vizsgalataval, ezért két kiillonbozo
tudasunkat. Tovabb4, az ErbB ¢és integrin molekuldk molekuléris kdlesonhatésa kiillonbozhet
az egyedi tumorokban in sifu, ami nagymértékben meghatarozhatja a terapia hatékonysagat és
a betegség kimenetelét. Az egyre fejlédé FRET technikdk mara mar elérték a molekularis
kolcsonhatasok szovettani metszetekben torténd mérésének potencialis lehetdségét, melyek
Osszevetése a klinikummal felveti a lehetdségét annak, hogy a betegeket prognosztikailag

eltérd csoportokba soroljuk és az eredmények alapjan optimalizalt terdpiat alkalmazhassunk.
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Célkitiazések

Az integrineknek az ErbB receptor vezérelt transzmembran jelatvitelben Kkifejtett
szerepérdl kozolt adatokra alapozva els6ként az ErbB2 ¢és a Bl integrin kolesonhatdsanak
vizsgalatat tliztiik ki célul, tekintetbe véve az interakcio esetleges funkciondlis jelentoségét
trastuzumab rezisztenciaban. Vizsgalatainkkal célunk volt, hogy:

» meghatarozzuk az ErbB2 és a Bl integrin kolcsonhatasanak mértékét ErbB2 pozitiv

tumor sejtvonalakon, és

» 0Osszehasonlitsuk az ErbB2 és B1 integrin molekulak expresszids mintazatat, valamint

.....

sejtvonalakon.

Mivel a molekulédris kolcsonhatdsokat nagymértékben befolyasolhatja a szomszédos
molekuldk hatdsa - kiilondsen a multi-molekularis komplexeket tartalmazé szignalizacios
membran doménekben (tutajokban) - a multi-molekularis kdlesdonhatasok vizsgalatara egy 1j
eljaras, a kétoldali FRET kifejlesztését tliztiik ki célul, hogy:

» meghatarozzuk harom tetszélegesen megvalasztott molekulabdl felallo két molekula-

par kdlcsonhatésat, és

» feltérképezziik az ErbB2 homoasszociacio €s az ErbB2 - 1 integrin heteroasszociaciod

crcr
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receptor jelatvitelt modulald hatasarol publikalt adatok alapjan az ErbBl - Bl integrin
kolcsonhatas vizsgalatat tliztiik ki célul klinikai mintdkon in situ és sejtes modell
rendszereken in vitro. Vizsgélatainkkal célunk volt:
» meghatarozni a 7-es kromoszoma ¢és erbBl gén tobblet okozta sugarrezisztencia
mértékét és molekularis hatterét U251 eredeti astrocytoma modell rendszereken,
» felmérni az ErbB1 overexpresszidjanak és integrinekkel fennalld kdlcsonhatasanak
hozzajarulasat a sugarrezisztenciahoz erbB1 transzfektalt astrocytoma vonalakon, és
» in situ kvantitalni az ErbB1 és integrin proteinek molekularis kdlcsonhatasait friss
fagyasztott intraoperativ astrocytoma metszeteken, valamint korreldltatni az

eredményeket a klinikai és az in vitro modell rendszerekben kapott adatokkal.
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Anyagok és méodszerek
Antitestek

Az ErbB1 ellenes 528, a Bl integrin ellenes TS2, a B2-microglobulin ellenes 1368, a
HLA-A,B,C ellenes W6/32 és a CD44 ellenes Hermes3 monoklonalis antitesteket az 528,
TS2/16.2.1, L368, W6/32 és Hermes3 hibridéma sejtvonalak (ATCC) feliiluszojabol nyertik.
Az ErbB2 molekula ellen a 2C4, 7C2 (adomany a Genentech Inc.-tdl) és trastuzumab
(Hoffman-La Roche AG) monoklonélis antitesteket és Fab’ fragmentumaikat hasznaltuk. Az
ErbB3 ¢és ErbB4 molekuldkat a H3.90.6 (ErbB3 ellenes), valamint a 72.8 vagy 77.16 (ErbB4
ellenes) antitestekkel jeloltik (NeoMarkers, Lab Vision Corporation). Az integrin csalad
jeloléséhez az anti-CD29/B1 integrin, anti-CD61/B3 integrin, anti-CD104/B4 integrin, anti-
ITGBS/BS integrin, anti-CD49a/al integrin, anti-CD49b/a2 integrin, anti-CD49d/04 integrin,
anti-CD49f/a6 integrin, anti-CD51/aV integrin (Sigma, Dako-Cytomation, Research
Diagnostics Inc.) monoklonalis antitesteket hasznaltuk. A konjugélatlan els6dleges antitestek
masodlagos indirekt jeldléséhez Cy3- és Cy5-konjugalt kecske anti-egér antitesteket (GaMIg)
¢s Fab’ fragmentumaikat hasznaltuk (Jackson ImmunoResearch). Az antitestek jelolését Cy3
¢s Cy5 (Amersham Biosciences Europe), Alexa Fluor® 546, Alexa Fluor® 555, Alexa F luor®
647 és XFITC (Molecular Probes) fluoroforokkal a gyartd specifikacidi szerint végeztiik.
A festék - protein jelolési aranyt spektrofotometriaval hataroztuk meg, amely Fab’

fragmentumok esetén 1:1 volt, mig teljes IgG esetén a 2:1 - 3:1 tartoméanyba esett.
Sejtek jelolése antitestekkel

Aramlasi citometrias mérésekhez a sejteket tripszinizaltuk, 1x10° sejt / 50 pl PBS
(kiegészitve 0.1 % BSA-val) koncentracidban reszuszpendaltuk és telitési koncentracioban
(1020 pg/ml) Alexa546/647-antitestekkel jeldltik jégen (4°C) 30 percig. Jeldlés utan a
sejteket 3x mostuk PBS-ben ¢és fixaltuk 500 pl 1% formaldehid (PFA) tartalmi PBS-ben.
Mikroszkopos mérésekhez a kitapadt sejteket 3x mostuk PBS-ben, telitési koncentracioban
jeloltik X-FITC, Cy3, Alexa555 vagy Cy5 konjugalt antitestekkel (egyediill vagy
kombinacioban) jégen 30 percig, majd 3x mostuk PBS-ben és fixaltuk 500 ul 4% PFA
tartalmti PBS-ben 20 percig. A lipid raftokat 8 pg/ml Alexa488/Cy5-konjugalt kolera toxin B
alegységgel (CTX-B) jeloltiik jégen 30 percig (Sigma). Keresztkotéshez a CTX-B jeldlt lipid
raftokat vagy a masodlagosan jelolt Pl integrineket 37°C-on 30 percig inkubaltuk.

Keresztk6tés utan a mintakat 15 percre jégre helyeztiik a jelolési protokoll folytatasa elott.
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Sejtkulturak

Az MKN-7 (Immuno-Biological Laboratories Cell Bank) é¢s NCI-N87 (ATCC) gyomor
adenokarcinoma, valamint az SK-BR-3 (ATCC) ¢és JIMT-1 (Jorma Isola-t6l, University of
Tampere) emldtumor sejtvonalakat szubkonfluitasig novesztettiik.

Az U251 NCI anya sejtvonalat (National Cancer Institute - ezutan U251) egy IV. gradusu
astrocytomabol (glioblastoma multiforme) alapitottdk, amely kifejezett érzékenységet
mutatott az ionizal6 besugarzasra. MEM EBSS + 10% FCS + Nem Esszencialis Aminosav
tapoldat mellett 37°C-on, 5% CO2 atmoszféraban szubkonfluitasig ndvesztettiik. Kordbban a
kromoszoma tobbletet hordoz6é U251 anyavonal klonokat hoztunk létre kollaboracios

partneriink laboratoriuméaban (Barrow Neurological Inst. / St. Joseph's Hospital, Phoenix).
Sejtes modell rendszerek

7-es kromoszoéma transzferalt U251 NCI klonok

Kordbban mar igazoltdk, hogy a 7-es kromoszoma tobblet glioblastomaban a
sugarrezisztenciahoz tarsul, amelyet szintén alatimasztottak fiiggetlen megfigyelések az
ErbB1 fokozott expresszidja és a sugarrezisztencia kapcsolatar6l, valamint a tény, hogy az
erbB1 gén a 7-es kromoszomara lokalizal6dik.

Az U251 klénok egy novekvd 7-es kromoszomatdbbletet hordozo és ezzel parhuzamosan
fokozott sugarrezisztenciat mutatd csoportjat - c5, c9 €s ¢55 - hasznaltuk a 7-es kromoszdéma
tobblettel 6sszefliggésbe hozhaté molekularis mechanizmusok feltérképezésére. A 7p régioval
egylitt proximalis 7q tobbletet hordoz6 klénok fokozott sugarrezisztencidt mutattak, mig a
kisebb disztalis 7q tobbletet hordozok érzékenyebbek maradtak. A hasznalt kloénok
sugarérzékenységét (anyavonal, c5, ¢9 és ¢55) korabban agar kolonia formald teszt soran
(LDso értékek: 4, 4.7, 5 és 5.7 Gy) kollaboracids intézetiinkben hataroztdk meg (Barrow
Neurological Institute / St. Joseph's Hospital and Medical Center, Phoenix).

Az extra 7-es kromoszoma tobbletet hordozo klonokkal szemben az U251 Hyg+ klont
hasznaltuk kontrollként, amely nem hordozott kromoszoma tobbletet, de szintén expresszalta
a hph gént, amely 0.4 mg/ml koncentracioban a klonok szelekcios kivalasztodéasat szabalyzo
hygromycin B elleni rezisztenciaért volt felelds. Igy minden sejtvonalat azonos koriillmények
kozott noveszthettiink. A szubkonfluitas elérésekor a sejteket &ramlési citometrias mérésekhez
tripszinizalassal gytijtottiik be, mig mikroszkopos kisérletekhez 12 mm atmérdjii fedélemezre

vagy Lab-Tek II kamraba helyeztiik 6ket (Nalge Nunc).
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Stabilan erbB1 gén transzfektalt U251 klonok

A fokozott ErbB1 expresszid hatdsanak pontositasa és a 7p kromoszéman koédolt egyéb
klonokat hoztunk létre, amelyek kiilonb6z6 mértékben fejezték ki az ErbB1 receptort. Az
erbB1 gént a geneticin rezisztenciat is hordoz6 pCDNA3 plazmiddal - megtisztel6 adomany
Yosef Yarden-tdl, Weizmann Inst. of Science - elektroporacioval juttattuk a sejtekbe az
Amaxa (Cologne) nucleofector eszkodz segitségével (solution V és protocol T-20). Koradbban,
az expresszios vektor funkcionalitasat az ErbB1 fehérje C-termindlis végéhez fuzionalt GFP
jelzovel 1étrehozott eGFP-ErbB1 molekula CHO sejtekbe torténd transzfekcidjaval igazoltuk,
amelyek egyébként nem expresszalnak ErbB1 receptort.

A 0.4 mg/ml geneticin mellett szelektalodo erbB1 transzfektalt U251 sejteket egy DiVa
funkcioji FACSVantage SE aramlasi citométerrel (Becton Dickinson) alacsony, kozepes és
magas ErbBl expressziot mutatd klonokra valasztottuk szét. A kozepes expresszioj
populdcié a tovabbi ndvesztése soran két, az alacsony €s magas expresszioju klonokhoz
hasonl6 alpopulaciora valt szét. Tovabba, a szelekciés nyomas ellenére, a magas expresszioju
populacié fokozatosan az alacsony expresszid irdnydba sodrodott, ezért az 4ramlési
citometrids elvélasztast tobbszor is meg kellett ismételni. Végiilis egy alacsony ErbB1 (~150
ezer/sejt, U251 E1L) és egy magas ErbB1 (~1 millié/sejt, U251 E1H) expresszioju klont
kiilonitettiink el, amely szelekcidos nyomas mellett 3-4 passzazson keresztiil megbizhatoan

hasznalhato volt, mint stabil expresszids rendszer.
Friss fagyasztott metszetek

Az intraoperativ tumormintdkat a Nemzeti Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
engedélyével a DEOEC Idegsebészeti Klinika Agytumor €s Szovetbankjaban taroltuk -80 °C-
on. A miitéti beavatkozas eldtt minden beteg aldirt egy beleegyezd nyilatkozatot. A daganatok
korszovettani besoroldsa a napi rutin klinikopatholdgiai munka alapjan tortént. A
korszovettani klasszifikaciohoz haszndlt minta kozvetlen kornyezetébdl szarmazo mintakat
folyékony N,-ben hiitétt izopentanban (Sigma) gyorsfagyasztottuk. Tissue-Tek O.C.T.
(Sakura Finetek) elegyben tortént beagyazast kovetden -20 °C-on 15 um vastag metszeteket
vagtunk egy cryostat-microtome rendszer segitségével (Shandon Cryotome, AS-0620E,
Thermo Fisher Inc.). A szilannal eldkezelt targylemezekre helyezett metszeteket szaritottuk,
4% PFA-PBS oldatban 30 percig fixaltuk, 1% BSA-PBS oldatban 30 percig blokkoltuk ¢és 20
pg/ml Cy3 konjugalt anti-ErbB1 (528), illetve Cy5 konjugélt anti-f1 integrin (TS2) antitesttel

nedves kamraban, 4°C-on, egy ¢jszakan at jeloltiik, majd 3x mostuk és glicerollal fedtiik.
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A sugarérzékenység meghatarozdsa

A transzfektalt klonok sugarérzékenységét 0, 2, 4, 6 és 8 Gray “°Co v irradiaciot kovetéen
mind hagyomanyos proliferacios teszttel EZ4U hasznalatdval (a mitokondridlis aktivitas
kolorimetrikus indiké4tora, Biomedica), mind pedig kolonia formal6 teszttel hataroztuk meg. A
2 Gy besugarzasnak kitett mintakat egy oraval az irradiacio el6tt inditott 20 nM wortmannin
(Sigma-Aldrich) kezelésnek is alavetettiik. A besugarzdshoz minden klon esetén hat darab,
200 sejtbdl allo replikatumot inkubaltunk indikator-mentes DMEM médiumban egy sima
aljzata 96 lyuka lemezen. A sugarzéds szorddasanak minimalizasa érdekében a lemezeket
vizfiirddbe meritettiik, és a besugarzd dozist a folyadékréteg vastagsaganak megfeleld
abszorbanciara korrigaltuk. Hét nappal a besugérzas utan a metilénkékkel (0.2%/70% etanol)
festett kolonidkat egy Nikon Eclipse TS100 (Nikon Instruments) mikroszkdp alatt szamoltuk.
Alternativan, a klaszter kontur meghatdrozas €s koldnia szdmolés céljabol a koldnidkat egy
imaging citométerrel (CompuCyte Corp) 633 nm transzmisszids hulldmhosszon is vizsgaltuk.

A tulélé hanyadot a nem besugarzott sejtek betelepitd hatdsfokara normalizaltuk. A
tulélési gorbek illesztését és abrazolasat a Linearis Kvadratikus Modell szerint a Sigmaplot

v10.0 (Systat Software) szoftverrel végeztiik el.
A sejtek aktivalasa EGF-fel, heregulinnal és trastuzumabbal

A fedélemezen vagy szuszpenzidban levd sejteket 50 ng/mL EGF, 50 ng/mL B1-heregulin
(HRG, R&D Systems) vagy 50 pg/mL trastuzumab (Herceptin®) kezelésnek vetettiik ala 30

percig, CO; inkubatorban, szérum-mentes médiumban, majd PBS-ben mostuk éket.
Western blot analizis

A PI-3K/Akt-PKB tulélési utvonal aktivitasdnak meghatarozasa céljabol Western blot
analiziseket végeztiink Akt és p-Akt proteineken. Mivel a jelatviteli utvonalak aktivacidja
nagymértékben fligg a kezdeti egyenstlytol, ezért mind szérum-taplalt és ¢heztetett sejteket is
vizsgaltunk. Az éheztetést szérum-mentes médiumban (SFM) egy éjszakan at végeztik, majd
a sejteket 50 ng/ml EGF-fel kezeltiik 30 percig 37°C-on. A PBS-ben mosott sejt-pelleteket 5x
SDS-sample pufferben szolubilizaltuk, szonikaltuk, 16.000x g mellett 5 percig centrifugaltuk
¢s a feliiliszokat ECL-vizualizélt, peroxiddz-alapi immunoblottolds el6tt standard SDS-
PAGE-re (7% gél) helyeztik. Az Akt ¢és pAkt fehérjéket specifikus antitestekkel
(Upstate/Millipore) jeloltiik, kontrollként a B-actin (AC40, Sigma-Aldrich) szolgalt. Az

Akt/pAkt specifikus sdvokat kvantitaltuk, a hattérre korrigaltuk és B-actinra normalizaltuk.
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A sejtfelszini receptor expresszio meghatarozasa aramlasi citometriaval

A receptor expresszio kvantitalasat DiVa funkcioji FACSVantage SE aramlési citométer
(Becton Dickinson) FL-6 csatornajan keresztiil (gerjesztés: 633 nm, detektalds: 650 nm long
pass filter) linearis modban végeztiikk. A begytijtott 20.000 esemény hisztogramjanak hattér
korrigalt atlagat QIFIKIT (DakoCytomation) hasznalatdval konvertaltuk antigén szamra. A
jeloletlen 528 vagy TS2 elsddleges antitesteket AlexaFluor-647 konjugalt kecske anti-egér
(H+L) masodlagos antitestekkel detektaltuk (Molecular Probes).

Aramlasi citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer mérések (FCET)

végeztiink 488, 532 és 633 nm lézerekkel felszerelt DiVa funkcioja FACSVantage SE vagy
532 és 635 nm lézerekkel felszerelt FACSArray bioanalyzer (Becton Dickinson) dramlasi
citométereken. A FACSVantage SE berendezéssel végzett kisérletek soran a FRET hatasfokot
sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcioval szamitottuk.

Az €106 sejteket eldre és oldalra szorasi csatorndkban vald eloszlasuk alapjan kiilonitettiik el
az elhalt sejtektdl €s a tormeléktdl. Az autofluoreszcenciat az FLL1 csatornaban (gerjesztés:
488 nm) 530/30 nm band pass filteren keresztiil mértiikk. A donor intenzitdsokat (gerjesztés:
532 nm) az FL4 csatorndban 585/42 nm band pass filteren, mig az akceptor és szenzitizalt
akceptor intenzitdsokat (gerjesztés: 633 nm) az FL6 és FL5 csatorndkban 650 nm long pass
filteren keresztiil detektaltuk. A donor (Alexa546) és akceptor (Alexa647) molekuldk
gerjesztését az 532 és 633 nm lézerekkel végeztiik.

A FACSArray bioanalyzer-rel végzett mérések esetén a donor intenzitdsokat (gerjesztés:
532 nm) a Yellow csatorndban egy 585/42 nm band pass filteren, mig az akceptor és
szenzitizalt akceptor intenzitasokat (gerjesztés: 633 nm és 532 nm) a Red ¢és Far-Red
csatorndkban egy 661/16 nm band pass és egy 685 nm long pass filteren keresztiil mértiik. A
listdzdsi moddban mentett adatokat FCS 3.0 {4l formatumban taroltuk. Az
autofluoreszcenciara korrigalt, sejtenkénti FRET hatasfok szamitasat a REFLEX szoftverrel
végeztiik. A kozolt FRET hatasfokok 20.000 sejt alapjan szamitott, megkozelitdleg normal

eloszlasu, unimodalis FRET hisztogramok atlagét és az atlag standard hibajat mutatjak.
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Konfokalis mikroszkopia

A sejtek vizualizalasara egy Plan-Apochromat 63x/1.40 NA olaj immerzids objektivvel és
egy UV/488/543/633 sugar elosztoval felszerelt Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkopot (CLSM, Carl Zeiss AG) hasznaltunk. Az X-FITC, Cy3 ¢és Cy5 fluoroforokat
488, 543 és 633 nm-en (Ar-ion, He-Ne 1ézerek) gerjesztettiik és 505-535 nm, 560-605 nm
band pass és 650 nm long pass filtereken keresztiil detektaltuk. Horizontalis, 1-3 pm vastag,
4x atlagolt optikai metszeteket vettiink fel (512x512 pixel, 12 bit) a sejtmembran alsé vagy
fels6 sik rétegérdl 2.51 ps pixel tartdzkodasi idével és 3x nagyitassal, "frame" mddban (100
nm/pixel, 2x tGlmintavételezés). Az abFRET mérések elétt meghataroztuk az indulasi CyS5
fluoreszcencia kevesebb, mint 20%-ra csokkentéséhez sziikséges optimalis elhalvanyitasi id6t.
Az ErbB1 ¢és B1 integrin expresszio friss fagyasztott metszeteken torténé méréséhez a képeket
"tile" modban vettiik fel, amely a nagy felbontas és konfokalitds megtartdsa mellett lehetéve
tette nagy szoveti teriiletek vizsgalatat. A csatornak kozti atvilagitas kikiiszobolése érdekében
a képeket "multi-track" moddban vételeztiik. A detektalasi csatorndk Osszehangoltsagat

FocalCheck fluoreszcens mintakkal (Molecular Probes) rendszeresen ellendriztiik.
Kereszt-korrelacio szamitdsa

Két kiilonboz6 fluoreszeens jelolés kolokalizacidjanak szdmitasara a Pearson’s formulat
hasznaltuk. Az alacsony intenzitasi pixeleket kizartuk az analizisbdl. A kereszt-korrelacios
koefficiens (C) értéke +1 és -1 kozott valtozhat; az 1, 0 és -1 kozeli értékek rendre magas €s
alacsony szintli kolokalizacidt, illetve antikorrelaciot jeleznek. A C értékeket Zeiss LSM v3.2

vagy LabView-ban irt (National Instruments) egyedi készitésii szoftverrel szamitottuk.
Donor fotoelhalvanyitdasos modszer (dbFRET)

Az 1989-ben Jovin és Arndt-Jovin altal kifejlesztett dbFRET moddszer sordn az energia
transzfer hatadsfokat a donor molekula akceptor jelenlétében, illetve hidnyaban valtozo
fotoelhalvanyodasi kinetikaja alapjan szamitjuk. Ezt a kinetikat a donor kvantumhatéasfokaval
inverz fliggdséget mutatd idéallandoval (1) jellemezhet;jiik.

A dbFRET kisérletekben a mintdk fotoelhalvanyitasat a 488 nm hulldmhossziu Ar-ion
lézer nagy teljesitményli (20-40%) hasznalataval, 40-50 felvétel idésorozatként torténd
készitésével végeztiik. A képeken sziikség esetén median vagy low pass sziirét hasznaltunk
(3x3 kernel, LSM v3.2 szoftver), és kiiszob-kapuzast kovetden a dbFRET szoftverrel

illesztettiik, ami végiilis a pixelenkénti idéallandokat tartalmazo képeket eredményezett.
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Akceptor fotoelhalvanyitasos modszer (abFRET)

Kitapadt sejtek és szovetek esetén a FRET méréséhez a mikroszkopra kifejlesztett
technikdk koziil az abFRET moddszer egy gyors ¢és egyszerli eljards, amely az akceptor
fluorofor (Cy5) fotoelhalvanyitdsa sordn bekdvetkezd irreverzibilis karositasan alapszik és
"de-quench" révén a donor fluoreszcencia (Alexa555) feler6sodéséhez vezet. A pixelenkénti
FRET hatasfok (E) ezt kovetden a donor fluoreszcencia akceptor fotoelhalvanyitas eldtti és
utani  értékének valtozasabol szamithatd, az eltolodasra, a hattérre, a donor foto-
elhalvanyodasra és az akceptor fluoreszcencia donor csatornaba torténd atvilagitasara torténd
korrekcio utan. Az inkomplett akceptor fotoelhalvanyodasra nem korrigaltunk, mivel a 80%-
nal kevesebb akceptor fluoreszcencia csokkenést mutatdo mintakat kizartuk az analizisbol.

A mérési protokollt egy LSM 510 CLSM (Carl Zeiss AG) berendezésre adaptaltuk. A
kitapadt sejteket 3x mostuk, megfeleld donor és/vagy akceptor konjugalt antitestekkel jégen
30 percig jeloltiik, majd ismét 3x mostuk PBS-ben ¢és fixaltuk 500 pul 4% PFA tartalma PBS-
ben 20 percig. A fed6lemezeket eldtisztitott targylemezekre helyeztiik és glicerinnel fedtiik. A
felvételeket a fentebb leirtak szerint vételeztiik. A kép szekvencidk elemzéséhez és az atlagos
FRET hatasfok szamitasahoz egyedileg készitett SCIL Image C algoritmust (TNO, Institute of
Applied Physics) vagy szintén egyedileg irt Image] plugint (AccPbFRET) hasznaltunk. A

kimeneti eredményeket standard citometrias adat formatumban (ICS 1.0) taroltuk.
Statisztikai analizis

Az adatok tarolasat és analizisét a SigmaStat v3.5.0.54 (Systat) szoftverrel végeztiik. A II.
¢s IV. gradust astrocytoma csoportokat Student’s t-teszttel vagy normalitds hianya esetén
(Kolmogorov-Smirnov Lilliefors’ korrekcid) Mann-Whitney rangdsszeg teszttel elemeztiik.
Ketténél tobb, normal eloszlast mutatd csoport dsszehasonlitasa esetén ANOVA analizist €s
post-hoc Tukey’s tesztet alkalmaztunk. Az ErbBl1, B1 integrin expresszié és ErbB1-f1
integrin heteroasszocidcio tulélésre ¢és relapszus-mentes iddre kifejtett prediktiv erejét
tobbszoros 1épcsdzetes eldérehaladd linedris regresszioval, mig a tumor gradusara vonatkozo
predikcidt binaris logisztikus regresszioval becsiiltik meg. A II. és IV. gradusu, illetve a
csoportok ErbB1, Bl integrin expresszid és ErbB1—fB1 integrin heteroasszociacié atlaga alatti
¢és feletti alcsoportokra vald osztasdval képzett tumorcsoportok teljes €és relapszus-mentes
tulélését Kaplan-Meier analizissel elemeztiik. A csak részleges reszekcion atesett, valamint a
tanulmany kezdete utan besorolt betegeket a talélési idejiiknél cenzoraltuk az analizisbdl. A

statisztikai Osszehasonlitast log-rank teszttel és post-hoc Holm-Sidak modszerrel végeztiik.
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Eredmények
Az ErbB és B1 integrin molekulak kolcsonhatasa emlé és gyomor tumor sejtvonalakon
Az alacsonyabb ErbB2 expresszio magasabb [1 integrin szintekkel tarsul

Elészor az ErbBl-4 proteinek, valamint a Bl-, B3- és a6 integrinek expresszidjat
hataroztuk meg trastuzumab rezisztens (JIMT-1, MKN-7) és érzékeny (SK-BR-3, N87)
sejtvonalakon aramlasi citometriaval. A trastuzumab rezisztens vonalak alacsonyabb ErbB2
(112.000 és 500.000/sejt) és magasabb B1 integrin (2.460.000 és 566.000/sejt) expresszios
szintet mutattak (rendre JIMT-1 és MKN-7). A trastuzumab rezisztens JIMT-1 vonal extrém
magas szinten expresszalta a Bl integrint (2.460.000/sejt), mig a trastuzumab érzékeny
ellenparja, az SK-BR-3 mutatta a legalacsonyabb expressziot (81.000/sejt). A tobbi ErbB és

integrin molekula expresszids mintazataban nem mutatkozott karakterisztikus eltérés.
Az ErbB2, p1 integrin és lipid raftok kolokalizacioja és az alkalmazott kezelések hatasai

Az ErbB2 ¢és PB1 integrin molekulak jelentds kolokalizacigjat mutattuk ki minden
sejtvonalon (0.61+0.08 - 0.76+0.02), ami fliggetlen volt a trastuzumab rezisztenciatol.
Tovéabba, mind az ErbB2 és B1 integrin a lipid raftokban lokalizalodott. A korabban mar
dokumentélt, nem atfedd transferrin-ErbB2 receptor part véalasztottuk negativ kontrollként,
amely 0.13+0.02 C értéket adott. Két nem-kompetald ErbB2 ellenes monoklonalis antitesttel
(Cy5-2C4, Cy3-trastuzumab) jeldlt mintak szolgaltak pozitiv kontrollként (C érték 0.75+0.06).

A trastuzumab, EGF ¢és heregulin kezelések egyike sem befolyasolta szignifikansan az
ErbB2-B1 integrin kolokaliz4cidt; a trastuzumabbal kezelt emld tumor sejtek azonban

szignifikansan alacsonyabb B1 integrin-lipid raft és ErbB2-lipid raft kolokalizacidt mutattak.

Az ErbB2, p1 integrin vagy lipid raftok keresztkétése felbontja a masik két molekukaval

fennallo kélesonos kolokalizaciot fiiggetleniil a citoszkeletalis rogzitettségtol

A lipid raftok CTX-B indukélta keresztkotése szignifikdnsan csokkentette
kolokalizacidjukat mind ErbB2-vel, mind B1 integrinnel az 0sszes sejtvonalon (C értékek:
0.60-0.75, 0.10-0.20 és 0.15-0.30 ErbB2-B1 integrin, B1 integrin-lipid raft és ErbB2-lipid raft
parok esetén).

A PBI integrin keresztkdtése minden vizsgalt partnerével csokkentette a kolokalizacios

értekeket (C értékek: 0.10-0.20 mind a Bl integrin-ErbB2, mind a Bl integrin-lipid raft
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parokra) az Osszes sejtvonalon, ami a Pl integrin ErbB2-vel és lipid raftokkal alkotott
komplexébdl torténd felszabaduldsara utal. A cytochalasin D kezelés soran nem valtoztak
szignifikansan a kolokalizacios értékek, amely arra utal, hogy az aktin citoszkeleton nem

befolyasolja az ErbB2, a B1 integrin és a lipid raftok interakcioit.
Az ErbB2 - p1 integrin kolcsonhatas fiiggetlen a f1 integrin expresszios szintjétol

A kolokalizacids kisérletek megerdsitették, hogy az ErbB2 és a Bl integrin ugyanazon
membran doménekre lokalizalodik, a molekularis kdlcsonhatasaik vizsgalatara azonban FRET
mérések sziikségesek. Az ErbB2 és Bl integrin vizsgalata minden esetben a magasabb
expressziot mutato partner akceptorként valé megvalasztasaval tortént. A JIMT-1 (9.7+1.8%)
¢s N87 (7.1+1.3%) sejteken az ErbB2 ¢és 1 integrin szorosabb interakciojat mutattuk ki, mig
SK-BR-3 (3.3£2.0%) és MKN-7 (5.84+2.2%) sejteken az asszociaci6 foka alacsonyabb volt.

A trastuzumab érzékeny SK-BR-3 (16.1£1.2%) és N87 (11.5+0.1%) vonalakon az ErbB2
hatasfokot mutattak. Az ErbB1 homo- ¢és ErbB1-ErbB2 heteroasszociacio az érzékeny, mig az
ErbB1-B1 integrin heteroasszocidcid mind az érzékeny ¢€s rezisztens emlétumor vonalon is
erdsnek bizonyult. Az EGF indukélta fokozott ErbB1 heteroasszociacion til a trastuzumab és

HRG kezelésre egyik sejtvonalon sem detektaltunk szignifikéns valtozast a FRET értékekben.

Az ErbB2 és B integrin kozotti molekularis interakcio nem befolyasolja a trastuzumab

medialt ErbB?2 tirozin foszforilaciot

Ismerve az integrineknek az ErbB vezérelt jelatviteli folyamatokra kifejtett potencialis
modulator szerepét, lehetségesnek tlint, hogy a trastuzumab rezisztens sejtvonalak magasabb
B1 integrin expresszidja nagyobb mértékben befolyasolja a trastuzumab medialt ErbB2 tirozin
foszforilaciot. Vizsgalataink soran szérum ¢éheztetett SK-BR-3 és JIMT-1 sejtek trastuzumab
stimulacidra adott reakcidjat mértiik a B1 integrinek kezelést megel6z6 keresztkotésével vagy
anélkiil. A korabbi eredményekkel parhuzamban az ErbB2 tirozin foszforilaci6 alacsonyabb
volt a nem-stimulalt JIMT-1 vonalon, mint az SK-BR-3 sejtekben.

A trastuzumab az ErbB2 tirozin foszforilacidjat indukalta mind trastuzumab érzékeny és
rezisztens sejteken, mig a Bl integrin keresztkdtése nem befolydsolta azt a tovabbiakban a
nagyfokt Bl integrin expresszidot mutatd trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejtvonalon sem.
Mindezek arra utalnak, hogy a JIMT-1 sejtek magas sejtfelszini Bl integrin expresszidja

ellenére a trastuzumab indukalta elsd szignalizacios 1épések e tekintetben nem érintettek.
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.....

az ujonnan kifejlesztett kétoldali FRET modszer alkalmazasa
A p1 integrin tobblet inverzen korrelal az ErbB2 szinttel trastuzumab rezisztens vonalakon

El6szor megismételtiik dramlasi citometrids méréseinket az ErbB1, ErbB2 ¢és B1 integrin
kifejez6dés vonatkozasaban kiterjesztve azt a CD44 ¢és MHC-I expresszio iranyaban. A
trastuzumab rezisztens sejtek alacsonyabb ErbB2 ¢és magasabb 1 integrin (lasd korabban),
illetve CD44 (1.1-2.3 millid/sejt a rezisztens és 100-200 ezer/sejt az érzékeny vonalakon)
expressziot mutattak. Az ErbBl ¢és MHC-I molekuldk expresszidja nem mutatott

karakterisztikus kiilonbséget a vizsgalt trastuzumab rezisztens és érzékeny vonalak kozott.
Az ErbB2 interakciok a p1 integrinnel alkotott heteroasszocidciok iranyaba tolodnak el

Miutén eltérést detektaltunk az ErbB2, B1 integrin és CD44 expresszidkban, a molekularis
asszociaciok mérését tiiztiik ki célul FCET mddszerrel. Az ErbB2 homoasszociacié mértéke
korreldlt az expresszios szintjével, amely az ErbB2-t magasan expresszald trastuzumab
érzékeny vonalak fokozott ErbB2 homoasszocidcios tendenciajara utalt. A heteroasszociaciok
vizsgalata a magasabb expresszidt mutatod partner akceptorként valé megvalasztasaval tortént.
A rezisztens JIMT-1 vonalon jelentds foku ErbB2-B1 integrin heteroasszociaciot detektaltunk
(13.1£1.1%), mig az MKN-7 és N87 sejtek kdzepes foka (9.1£1.2% és 7.1+1.3%), az SKBR-
ErbB2-vel és B1 integrinnel magasnak adodott a JIMT-1 vonalon (19.9+£1.5% és 10.5+1.0%),
de alacsonynak a hasonldan rezisztens MKN-7 sejteken (4.2+0.7% ¢és 3.7+0.5%).

Kétoldali FRET modell rendszer (tsFRET)

A tsFRET mddszer gyakorlati bizonyitasara egy CLSM-re kifejlesztett tripla jelolést
modell rendszert terveztiink, amelyben az els6é fluorofor (XFITC) egy donor fest¢k (D1), a
masodik (Cy3 vagy Alexa555) akceptorként funkcional (A1) az elséhoz képest és donorként
(D2) a harmadik fluoroforhoz képest (CyS5), amely akceptorként (A2) viselkedik e tekintetben.

A fenti rendszerben az energia transzfer hatasfok szekvencidlisan mérheté az abFRET
modszer (D2=A1 ¢és A2 kozott) és az ezt koveté dbFRET modszer (D1 és A1=D2 kozott)
alkalmazaséval. Az eljaras hasznélhatésagédnak demonstraldsara az ErbB2 molekula harom
nem-kompetdlod antitesttel torténd jeldlését hasznaltuk - XFITC-7C2 (D1), Cy3 vagy
Alexa555-konjugalt 2C4 (A1=D2) ¢és Cy5-4D5 (A2). A pixelenkénti dbFRET ¢és abFRET
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hatasfokok 2D matrixat és az azonos pixelek értékeibol képzett kontar térképet 5-10% FRET
tartomanyokban szamitottuk és abrazoltuk. A két FRET hatasfok kapcsolatat a meghatarozott
dbFRET tartomanyokra atlagolt abFRET értékek illesztésével nyert trendvonal bevezetésével
jellemeztiik. A modell rendszerlinkben a kontar térkép és trendvonal (meredekség = 0.003)
alapjan a FRET értékek nem mutattak korrelaciot, amely megegyezett a varakozasokkal,

mivel ez esetben mind a dbFRET ¢és abFRET értékek intramolekularis tavolsagokat jeleztek.
A tsFRET modszer alkalmazdsa: az ErbB2 homoasszocidcio felbomlik 1 integrin hatdsdra

Az SK-BR-3 ¢és N87 vonalakon meghataroztuk az ErbB2-B1 integrin heteroasszociacid
(dbFRET) hatéasat az ErbB2 homoasszociaciora (abFRET). A JIMT-1 és az MKN-7 vonalakat
nem vizsgaltuk e tekintetben, mert az ErbB2 homoasszociacié mértéke alacsony volt ezen
sejteken FCET és abFRET mérésekkel is. N87 sejtek esetén a kontur térképen két kiilonbozo
csucs abrazolodott a 13% (abFRET) — 20% (dbFRET) és 7% (abFRET) — 30% (dbFRET)
helyeken, valamint a trendvonal meredeksége (m) -0.042 volt, amely az asszociaciok anti-
a kontur térkép csak egyetlen csucsot mutatott a 12% (abFRET) — 26% (dbFRET) helyen.

Az ErbB2—f1 integrin és Bl integrin—-CD44 heteroasszociaciok analizise soran kdzepes
foku pozitiv korrelaciot detektaltunk az MKN-7 sejtek kontar térképe alapjan (két diszkrét
cstucs a 10% (abFRET) — 22% (dbFRET) és 20% (abFRET) — 32% (dbFRET) helyeken, m =
0.077). Ezzel szemben, a JIMT-1 sejtek kontar térképén csak egyetlen csucs mutatkozott a
12% (abFRET) — 21% (dbFRET) pozicidban és m = -0.002 volt, ami nem jelzett kapcsolatot
az asszociaciok kozott. Az ErbB1-ErbB2 heteroasszociacié és ErbB2 homoasszociacio,
illetve az ErbB1, B1 integrin és MHC-I interakcidinak vizsgalata soran sem a kontur térképek,
sem a trendvonalak nem utaltak egyértelmii 0sszefiiggésre az asszociaciok kozott.

Az aramlasi citometrids és mikroszkopos adatok dsszehasonlitdsa soran az FCET értékek
szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint a kapcsoléddé mikroszkopos FRET értékek. A
mikroszképos FRET modszer esetleges tlbecslésének kizarasara Osszehasonlitottuk az
ErbB2-B1 integrin heteroasszociaciora kapott dbFRET értékeket tripszinizalt, citocentrifugalt
SK-BR-3 és MKN-7 sejteken (1.1%+0.3%, 3.8+0.5%) ¢és kitapadt, nem tripszinizalt sejteken
(26.3+1.3%, 15.242.4%). Az eredmények alatamasztottdk, hogy a FRET hatasfok
csokkenését FCET mérések soran nem maga a modszer, hanem a tripszinizalds okozza.
Tovabba, a "z" tengely mentén felvett optikai metszetek sorozatan végzett méréseink alapjan
bebizonyosodott, hogy a Bl integrin és a CD44 molekula inhomogénen oszlik el a

sejtfelszinen és fokozottan expresszalodik, illetve asszocialodik a sejt kitapadasanak sikjaban.
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Az ErbB1 és B1 integrin molekularis interakcioi megbizhat6an jelzik a klinikai

kimenetelt és korrelalnak az astrocytomak Akt-medialt in vitro sugarrezisztenciajaval
A magasabb ErbB1 és p1 integrin expresszio korrelal a fokozott sugarérzékenységgel

Elsoként feltérképeztiik a Hyg+, c5, ¢9 és ¢55 klonok aV, al, a2, a4, a6, B1, B3, p4 és B5
integrin expressziojat. A ndvekvo extra chr7 tobblettel és sugarrezisztenciaval (LD50: 4.0, 4.7,
5.0 és 5.7 Gy) parhuzamosan, a klonok nemcsak fokozott ErbB1 expressziot (65, 77, 83, 270

ezer), hanem szintén fokozott f1 integrin expressziot mutattak (360, 400, 420 és 540 ezer).
A fokozott ErbB1 expresszio 6nmagaban is magasabb f1 integrin szinteket indukal

Kezdetben mind az E1L ¢és E1H klon fokozott ErbB1 (230 és 940 ezer) ¢s parhuzamosan
fokozott B1 integrin (360 ¢és 380 ezer) expressziot mutatott az U251 anyavonallal szemben
(ErbB1: 70 ezer, Bl integrin: 240 ezer). Valtozatlan ErbB1 és B1 integrin expresszié mellett
azonban, az E1H/H klén aranya fokozatosan 5%-ra csdkkent a passzalasok soran. Erdekes
modon, az E1H/H klon B1 integrin expresszidja nem mutatott tovabbi novekedést az E1L

klénnal szemben az ErbB1 expresszid extrém foku novekedése ellenére.

Az ErbB1 és B1 integrin tobblet hozzajarul a sejtek besugdrzads utani tuléléséhez, mig a

tovabbi ErbB1 névekedés a kolonia formalo képességet segiti

A transzfektalt klonok besugarzas utani talélé hanyada a fokozodé ErbB1 és B1 integrin
expresszioval parhuzamosan ndvekedett, azonban az E1H klon tovabbi ErbB1 tobblete nem
okozott tovabbi novekedést a talélési rataban. Mind az a és B paraméter kiilonbozott az
anyavonal és a klonok kozott, de a klonok egymas kézott nem mutattak kiilonbséget (a: 0.33,
0.10, 0.10; B: 0.09, 0.06, 0.06 az U251, E1L, E1H vonalakon). Mindazonaltal, az E1H klén

extrém ErbB1 tobblete fokozta a kolonia formalo képességét az E1L vonallal szemben is.

A fokozott 1 integrin expresszio donto jelentdségii a novekvo Akt-fiiggo sugarrezisztenciaban,

ami a PI-3K gatlasaval visszafordithato

Western blot vizsgalataink sordan a pAkt szint mind E1L és E1H klon esetén szignifikans,
85%-0s novekedést mutatott. EGF kezelésre a pAkt/Akt ardny szintén ndvekedett mindkét
klon esetén (1.6+0.2, 1.8+0.2) az anyavonallal szemben (1.1£0.1). A PI-3K wortmannin
gatlasaval az E1L megndvekedett sugarrezisztenciaja visszafordithatd volt; PI-3K inhibitor

jelenlétében tortént besugarzas mellett a kolonia novekedés 85%-rol 30%-ra esett vissza.
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FCET mérések: az egyensuly az ErbB1-f1 integrin heteroasszocidacio iranyaba tolodik el

alapjan, ugymint az U251 anyavonal, E1L, EIH/L és E1H/H hasonl6 értékei alapjan (13+1%,
10+0.1%, 10+0.2%, 7+£0.5% és 5+£1%, 7+0.5%, 7+0.5%, 10+£1%) antikorrelaciot detektaltunk.
A FRET hatésfokot a donor-akceptor jelolés megforditasaval az ellenkezé (B1 integrin-ErbB1)

iranyban is megmértiik és hasonld tendenciat tapasztaltunk (2%, 3%, 4%, 18%).
tsFRET mérések: a pl integrin maga mellé toborozza az ErbB1-t annak homoklasztereibol

Mind az E1H/L és E1H/H esetén antikorrelaciot detektaltunk az ErbB1 homoasszociacid
¢s az ErbB1-B1 integrin heteroasszociacio kozott. Szintén figyelemremélto a kontur térképek
¢s trendvonal meredekség valtozasa (m: -0.3373, 0.090 az E1H/L, E1H/H klénokban) alapjan

mutatkozd erdsebb hetero- és gyengébb homoasszociaciés tendencia az E1H/H klon esetén.
Az ErbB1 és Bl integrin expresszio és interakcio fokozodik 1V. gradusu astrocytomaban

Tiz I1. gradusu (18 - 59 éves, atlag 37.8 év, 5 férfi és 5 no) €s tiz [V. gradusu (42 - 73 éves,
atlag 61.4 év, 3 férfi és 7 nd) astrocytoma beteget vontunk be a tanulmanyba. Mind ErbBl1,
mind Bl integrin tekintetében magasabb hattér korrigalt atlagos fluoreszcencia intenzitast
mértiink IV. gradust tumor metszeteken, mint II. gradustakon. Osszességében, IV. gradust
tumorokon in situ végzett abFRET magasabb ErbB1-B1 integrin heteroasszocidciot igazolt,

mint II. gradusuakon. A két csoport elvalasat binaris logisztikus regresszidval bizonyitottuk.
Az ErbB1-f1 integrin asszocidacio 6nmagaban is a terdpia-kimenetel potencidalis prediktora

Az ErbB1-B1 integrin asszociaci6 II. és IV. gradusu tumorok kozotti szignifikans eltérése
mellett (p<0.001), a gradus becslése szempontjabol is meghatarozé faktornak bizonyult
1épcsdzetes bindris logisztikus regresszid soran (OR=8716). Tobbszords 1€pcsdzetes linearis
regresszid soran a FRET hatasfok a relapszus prediktoraként keriilt el6térbe mind II. és IV.
gradust tumorok kozott, mind pedig csak a IV. gradusu csoportban (p=0.094, 0.085). A IL. és
IV. gradusu, illetve az ErbB1, B1 integrin expresszid és ErbB1—f1 integrin asszociacié atlaga
alatti és feletti csoportokra vald osztassal képzett alcsoportok Kaplan-Meier analizise sordn a
teljes és progresszio-mentes tilélés is ugyanolyan jol elvalt a korszdvettani besoroléds és az
ErbB1-B1 integrin asszocidcié mértéke alapjan (p<0.001), mig az ErbB1 és B1 integrin szintek
alapjan kisebb, de még mindig szignifikdns kiilonbségek adddtak (p=0.014, p=0.004).
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Kutatasunk az ErbB receptorok és integrinek molekuléris interakcioinak vizsgalatara
iranyult, hogy felfedjiik kdlcsonhatdsaik potencialis szerepét az emlétumorok trastuzumab
rezisztenciajanak ¢és az astrocytomdk sugarrezisztencidjanak hatterében. A szomszédos
membran fehérjék kolesonds interakcioinak vizsgalatara egy uj modszert - kétoldali FRET -
fejlesztettiink ki, amely alkalmas harom tetszélegesen megvalasztott molekula altal képzett
fennalld és esetenként kiilonb6zé molekuléris kdlesonhatasok pontos feltérképezése céljabol
pedig in situ friss fagyasztott metszetekre adaptaltuk az abFRET modszert.
vitro dinamikusan modulélja az ErbB2-B1 integrin heteroasszocidcio, azonban a trastuzumab
rezisztencia irdnyaban egyértelmli  Osszefliggés nem alapozhaté tanulméanyunkra.
Mindazonaltal feltételezhetd, hogy a fokozott Bl integrin expresszid befolydssal van az
emlétumor sejtek jelatvitelére és mintegy alternativ utat biztosit a MAPK ¢és PI-3K/Akt
utvonalak aktivalodasa, illetve a metasztatizalo képesség potencialis kifejlodése szdmara.

Miutan eldzetes vizsgalataink bizonyitottak az ErbB2 receptor és a B1 integrin molekula
dinamikus kdlcsOnhatésat és astrocytoma sejtvonalakon végzett sziirdvizsgalataink a mar jol
ismert emelkedett ErbB1 expresszio mellett a Bl integrin fokozott kifejezodését igazoltak,
célul thztiik ki az ErbB1-B1 integrin interakcid vizsgalatat a gliomagenezis hatterében.

Két sejtes modell rendszert allitottunk fel, amelyek az alacsony €és magas gradusu
astrocytomékhoz hasonlé ErbB1 ¢és 1 integrin expressziés mintdzattal rendelkeztek.
Igazoltuk, hogy a fokozott ErbB1 expresszidé a 1 integrin expresszid novekedésével és a
sugarérzékenység csokkenésével tarsult. Ezzel parhuzamosan az ErbB1 homoasszociacio
csOkkenését az ErbB1-B1 integrin heteroasszociacié fokozodasa kovette. A sugarrezisztenciat
magyarazhatta az ezzel egyiitt fokozodo bazalis Akt foszforilacié és PI-3K/Akt szignalizacio.
EGF kezelés hatdsara a PI-3K utvonalon bekovetkezé augmentaciéo a PI-3K gatlasaval
visszafordithat6 volt, amely egytttal a fokozott sugarrezisztencia elvesztésével is egyiitt jart.
Friss fagyasztott II. és IV. gradusu astrocytoma mintdkon szintén erds ErbBI1-f1 integrin
interakciot mutattunk ki, amely a t0lélés és a relapszus hatékony prediktoranak bizonyult.

Az ErbB1-B1 integrin heteroasszociacid in situ vizsgéalatiban az abFRET modszer
diagnosztikus jelentéségli mddszernek bizonyult a sejtfunkcids valtozasok viszonylataban, és
felveti a lehetdségét hasonld tanulméanyok elvégzésének, amely hozzédjarulhat a betegek

prognosztikai csoportositasahoz és egyedi terapias megkozelitések alkalmazasahoz.
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