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1. Bevezetés

Az eml6tumor a nék leggyakoribb rosszindulati daganata, melynek eléforduldsa
az elmalt 50-80 évben kozel tizszeresére novekedett. Hazai viszonyokra vetitve az
emlérakos megbetegedések gyakorisdga ma Magyarorszagon 11%, vagyis minden 9.
nében kialakul emlSétumor. A tradiciondlis tumorterdpids eljardsok mellett a
molekuldris alapi kezelések egyre elterjedtebbek, melyek egyik példdja az ErbB2
célpontd, trastuzumabbal (Herceptin®) - az ErbB2 elleni, humanizalt, monoklonalis
antitesttel- végzett kezelés. A terdpia kifejlesztésének alapjaul szolgdlt, hogy a
ductalis eml6karcinémak 20-30%-ban az ErbB2 molekula amplifikaciot és fokozott
expressziot mutat. Az ErbB2 fokozott expresszidja Osszefligg a daganat magas
szOvettani gradusdval, a rdksejtek magas mitotikus aktivitdsdval és a daganat negativ
Osztrogén receptor statusdval. Ha a beteg daganata ErbB2 pozitiv, betegségének
rosszabb a progndzisa, mint az ErbB2 negativ betegeké: valdszintibbek az attétek és
rovidebb a relapszus-mentes tulélés. A trastuzumab kezelésre monoterapia vagy
kombindlt terdpia sordn a betegek jelent0s része pozitivan reagil, ugyanakkor a
terdpia sordn rezisztencia alakul ki a kezeléssel szemben. A rezisztencia oka és pontos
mechanizmusa nem ismert.

Munkénk sordn a trastuzumab rezisztencia mechanizmusat egy dj aspektusbol
kivantuk megkozeliteni, vizsgdlva az ErbB2 molekula ErbB fehérjecsaladon kiviili
molekuldris asszocidcidinak szerepét a trastuzumab hatdsmechanizmusdban és a
rezisztencia kialakuldsaban. Irodalmi adatok a CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti
kapcsolatra utalnak, melynek jelent0sége és funkcidja nem ismert, ugyanakkor a

molekuldris mechanizmusok értelmezése Uj terdpids lehetoséget nyithat meg.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad

Az epidermélis novekedési faktor receptorcsaldd tagjai nagyszdmdu ligandjuk
révén kiilonbozo jelatviteli utakat inditanak el, és szerepet jatszanak a szivfejloddésben,
a kozponti és a periférids idegrendszer fejlodésében, az epitélalis szovetek

fejlodésében, a szoveti megujulasban, a sebgydgyuldsban, az angiogenézisben A



receptorcsalad jelent0ségét noveli, hogy meghatdrozé szerepiiket azonositottdk a
tumoros sejtek kialakuldsaban és novekedésében .

Az ErbB tirozin kindz receptorcsalddnak jelenleg négy ismert tagja van, melyek az
epidermadlis novekedési faktor receptor (EGFR/ErbB1/HER1), az ErbB2 (Her2/Neu),
az ErbB3 (HER3) és az ErbB4 (HER4).

2. 2. Az ErbB receptor csalad jelatviteli modellje

Az ErbB receptorcsalad tagjai altal mediélt jelatviteli dtvonalak jellegét és az arra
adott sejtszintli valaszokat jol szemlélteti az igynevezett ,,csokornyakkendd” modell
A bemeneti szintet az ErbB receptorok és nagyszamu ligandjuk alkotja. melyeket a
receptorokhoz valé kapcsolédasuk alapjan csoportosithatunk. A ligandumok a
receptorok extracelluldris doménjéhez kotédve stimuldljadk azok homo-, illetve
heterodimerjeinek képzddését. A folyamat jeldtviteli szintjében a dimerizédlodott
receptorok tirozin oldalldncai foszrolildlédnak, {igy biztositva a citoplazmatikus
enzimek és az adapter fehérjék kotodését, melyek kiilonbozo jelatviteli kaszkadokat
stimuldlnak. Az ErbB receptorok jelatviteli rendszerét szemlélteté csokornyakkendd
modellben a kimenti szintet a sejtszintli valaszok alkotjdk, melynek révén az ErbB
receptorok hatdssal lehetnek a sejtek proliferaciés, migracids, differencidcios, és

apoptotikus folyamataira.

2. 3. Az ErbB receptorok dimerizaciojanak szerepe a jelatvitelben

A ligand k&todése az ErbB molekuldkhoz egy dimerizaciés kaszkadot indit el,
mely Osszetett szigndlaktivitdsokhoz és kiilonb6zd bioldgiai valaszokhoz vezet. A
képzddott dimerek az ErbB jeldtvitel esszencidlis elemei. A dimerizdcon beliil az
Osszetétel alapjan homo- €s heterodimereket, a képz6dés jelatviteli folyamatban val6
id6zitése alapjan pedig primer és szekunder dimereket kiilonitiink el. A dimerizacids
viszonyok egyik példdja az ErbB1 ligandkotését kovetd folyamatok, melynek sordn az
ErbB1 EGF kotés utdn a ligandkotésre képtelen ErbB2-vel egy nagy tirozin kindz
aktivitdsi primer heterodimert képez. A dimer tagjai egymadst foszforilaljak,
intracellularis szignalutakat inditanak el, majd szétvilnak, és az ErbB2 a tirozinkindz
hidnyos ErbB3-mal szekunder dimert képez. A szekunder dimerben az ErbB2

foszforildlja dnmagat és az ErbB3-at, djabb szignélutakat inditva el.



2. 4. ErBb2 szerepe mellrakban
Az ErbB receptorcsalddon beliil jelentds szerepet jatszik az ErbB2 molekula.
Génjének amplifikdcidjat szdmos daganatban kimutattdk ugyanakkor irodalmi adatok
azt mutatjdk, hogy legfontosabb szerepet a mellrdkok ndvekedésének
szabdlyozdsaban jatszik, hiszen ductdlis eml6karcindémak 20-30%-ban amplifikéciot
és fokozott expressziot mutat. Az ErbB2 fokozott expresszidja Osszefiigg a daganat
magas szovettani gradusaval, a riksejtek magas mitotikus aktivitdsdval, a pS3 gén
mutdcidjdval, a daganat negativ Osztrogén receptor statusdval. Ha a beteg daganata
ErbB2 pozitiv, betegségének rosszabb a progndzisa, mint az ErbB2 negativ betegeké:
valészinlibbek az attétek és rovidebb a relapszus mentes talélés. Az ErbB2-nek nincs
sajat ligandja ugyanakkor mas ErbB molekuldk elsddleges dimerizacids partnereként
funkcional.
Mivel az ErbB2 kozponti szerepet tolt be az ErbB receptorcsaldd jelétviteli
folyamataiban, felmeriilt, hogy a receptor gatlisa révén kedvez6 mddon

befolyasolhat6ak lehetnek a malignus folyamatok.

2. 5. Trastuzumab hatismechanizmusa és a trastuzumab rezisztencia

Az elso, szolid tumorok kezelésére kifejlesztett humanizalt antitest az ErbB2
elleni trastuzumab, mely az egér eredetii 4D5 jelli antitest varidbilis régidjanak
antigénkotd szekvencigjat tartalmazza. A kedvezd klinikai eredmények ellenére a
trastuzumab hatdsmechanizmusa nem teljesen tisztazott. Il-es és Ill-as klinikai
fazisban egyértelmiien bebizonyosodott a trastuzumab daganatellenes hatdsa mind
monoterédpia formdjaban, mind kemoterdpidval kombindlva.
A kedvezdé klinikai eredmények ellenére j6 néhiany ErbB2 pozitiv mellrdk
elsddlegesen rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab-terdpidra, az esetek nagy
részében pedig koriilbeliil 1 éves trastuzumab-kezelés utdn ellendlléva vdlnak a

daganatok a kezelésre (szerzett vagy szekunder rezisztencia)

2. 6. A CD44 molekula szerkezete és funkcidja

A CD44 molekulat (limfocita homing receptor, PGP-1, Hermes antigén,
HUTCH-1) elséként, mint hialuronsav receptort irtdk le, standard formdja egy 80-90
kDa-os transzmembran glikoprotein. Az I tipusd transzmembran fehérjékhez tartozd

receptor szerkezetét tekintve harom egységre bonthato: extracellularis domén,



transzmembran domén és citoplazmatikus domén. A hialuronsav kotédése a CD44-
hez aktivdlja a receptort €s az asszocidlt molekuldkon (pl. Grb2, Vav2, ErbB2)
keresztiil valtozatos jelatviteli Utvonalakat indit be. Az aktivdlt kaszkadok koziil
legjelentdsebbek a Rho és a Rac-1, amelyek a citoszkeletdlis elemek aktivaldsin

keresztiil el@segitik a migracidt és a metasztazisképzést.

2. 7. A CD44 kapcsolata az ErbB2 és ErbB1 receptorokkal

A CD44 receptor kiilonboz6 kindzokkal is kapcsolatban all. Emlétumorban a
CD44 receptor szerepe in vivo nem teljesen tisztdzott, ugyanakkor elsddleges
ligandjanak, a hialuronsavnak akkumulicidja egyértelmiien a tumor kedvezdtlen
progndzisanak indikatora. A hialuronsav alapvetd szerepet tolt be az ErbB2-ErbB3
heterodimer aktivalasdban a szivbillentyiik fejlédése sordan. A CD44 receptor standard
le. A két receptor extracelluldris doménje diszulfid hidakkal kapcsolédik egymadssal a
ligandkotést megel6zden is. A hialuronsav a CD44-en keresztiil fokozza az ErbB2
receptor tirozin kindz aktivitdsat és fokozta a tumor ndvekedését. A tumoros sejtek
adenovirus 5 E1A génnel (mely géitolja az ErbB2 expressziot) vald transzfektildsa
csOkkentette a CD44 expressziot és a CD44 medidlta sejtadhéziét. A hialuronsav
nemcsak az ErbB2 aktivitdsat, hanem mas jelatviteli molekuldkkal valé kapcsolatit is
reguldlja vastagbél és eml6tumor sejtekben. Az endogén hialuronsav-CD44 komplex
kialakuldasanak megakadalyozasaval gatolhaté volt az ErbB2-t, CD44-t, ezrint, PI3K-t,
Hsp90-t és cdc37-t tartalmazd, lipid raft asszocidlt jelatviteli komplex kialakuldsa is.
A fentiek alapjdn megalapozottnak tiinik az ErbB2-CD44 kolcsonhatds szerepe

eml6tumorban, azonban a pontos mechanizmus még nem ismert.

2. 8. A CD44 sheddingjének mechanizmusa és biologiai jelentosége tumorban
Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a membranproteinek funkciondlis
szabdlyozdsanak egyik kulcsfontossidgu eleme extra illetve intracellularis doménjeik
proteolitikus hasitdsa. A CD44 molekula esetén a proteolitikus hasitds valamennyi
domént érinti és kiillonboz6 hatidsokat generdl. Az ektodomén (ligandkotd rész)
oldhat6 forméban torténd levaldsaért és az extracelluldris térbe jutdsaért (shedding)
tobbféle proteolitikus mechanizmus felelds. Az ektodomén hasitdsit membran-

asszocidlt matrix metalloprotedzok (MMPs) koziil els6sorban az MT1-MMP,
ADAMI10 és ADAM17 metalloprotedzok végzik.



A shedding sordn képzddott szolubilis CD44-nek szerepe van a tumorok
metasztazisképzésében, illetve a metasztazisképzddés és a daganatos progresszid
markereként is felhaszndlhat6. Patoldgids koriilmények kozott a hialuronidaz altal
létrehozott kis molekulasilyd hialuronsav fokozza a CD44 sheddingjét, ezéltal

eldsegiti a tumorok migricidjat, attétképzését, és ezaltal a daganatos progressziot .



3. Célkituzések

Munkéank sordn a CD44 molekula szerepét kivantuk vizsgdlni az ErbB2 célzott
trastuzumab terdpia sordn kialakulé rezisztencidban. A felvetett kérdéskort az alabbi

pontok vizsgalataval kivantuk megvélaszolni:

- Megfigyelhetd-e az ErbB2 esetén tapasztalhaté overexpresszidhoz hasonld
jelenség CD44 esetén emlétumorban?

- Van-e valodi funkciondlis kapcsolat a CD44 és ErbB2 molekuldk kozott
molekuldris szinten?

- Az esetleges CD44-ErbB2 kapcsolatnak lehet-e szerepe a trastuzumab
rezisztencidban, ha igen milyen mechanizmus révén?

- A CD44-nek lehet-e szerepe a trastuzumab hatdsmechanizmusban alapvetdnek
tartott trastuzumab indukélta ErbB2 internalizaciéban?

- A CD44 esetleges szerepe az altala medidlt jelatviteli folyamatok vagy az
extracellularis méatrixhoz val6 kapcsolata révén valésul meg?

- Hatéssal van-e a CD44 a trastuzumab rezisztens JIMT-1 emlétumor sejtek
prolifericidjara és a trastuzumab rezisztencidra?

- Milyen mechanizmussal valosul meg a CD44 aktivicidja €s befolyasolhat6-e
ez a folyamat a CD44-re kozvetleniil (hialuronsav oligoszacharid) illetve
kozvetetten (n6vekedési faktorok, ErbB elleni antitestek) haté kezelésekkel?

- A metasztazisképzésben alapvetd fontossdginak tartott sejtmotilitdsra hatdssal

van-e a CD44 molekula?



4. Anyagok és modszerek

4.1 Sejtek tenyésztése

In vitro Osszehasonlitdé kisérleteinket JIMT-1 trastuzumab-rezisztens
emlétumor, MKN7 trastuzumab-rezisztens gyomortumor, SKBR-3 trastuzumab-
szenzitiv emlétumor, sejtvonalakon végeztiik. Az SKBR-3, sejtek az American Type
Culture Collection (Rockville, MD) gylijteményébdl szarmaznak, €s a lefras szerint
(10 % FCS-t, 2mM L-glutamint és 0,25% gentamicint tartalmazé6 DMEM médiumban
5 %-0s CO, atmoszférdban) néttek korai konfluens dllapotig. A JIMT-1 sejtvonal
Jorma Isola ajandéka (Laboratory of Cancer Biology, University of Tampere,
Finland). Aramlési citometrids mérésekhez a sejteket 0,05 % tripszin - 0,02 % EDTA
kezeléssel szuszpendaltuk. Mikroszképos mérésekhez a sejteket 12 mm atmérdji
fedSlemezre, ill. Lab-Tek ™ II 8-lyuki fedélemez alji kamriban (Nalge Nunc
International, Rochester, NY) novesztettiik 80%-os konfluencia eléréséig. A
stimulacids kisérletek elott 24 6ran at 0.1 % szérumtartalmi médiumban éheztettiik a

sejteket.

4. 2. Antitestek és vegyiiletek

Az ErbB2 sejtfelszini receptor jelolésére hdrom, nem atfedd extracelluldris
epitép elleni antitestet (trastuzumab, 2C4, 76.5) alkalmaztunk. A trastuzumab
(Herceptin, Roche, Budapest) a klinikumban terdpidsan alkalmazott antitest, amely az
egér 4D5 antitest humanizdlt véltozata. A 2C4 jelli monoklondlis antitest a Genentech
Inc ajandéka volt (South San Francisco, CA). A 76.5 antitestet sajit
laboratériumunkban izoldltuk a megfeleld hibridoma sejtvonal (ErbB2-76.5, Y.
Yarden, laboratériumabd6l, Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel) altal
termelt feliiliszobdl. A CD44 receptor valamennyi izoforméjéat felismer6 Hermes-3
antitest kisérleteink elsd szakdszdban Sirpa Jalkenen ajandéka volt (University of
Turku, Finland), késébb hibridoma feliiliiszobol (HB-9480, American Type Culture

collection, Rockville) protein-A affinitds kromatografidval tisztitottuk.

4. 3. Sejtfelszini antigének jelolése antitestekkel.
Az 4ramlési citometrids vizsgélatokhoz a sejteket tripszines kezelést kovetden

kétszer mostuk hideg PBS-ben (pH = 7,4), majd kb. 1 millié sejtet szuszpendéltunk



fel 50 pl PBS-ben. A sejteket ezt kovetden 30 percig, jégen, sotétben jeloltik a
megfeleld6 festékkel konjugdlt monoklondlis antitestek vagy azok Fab
fragmentumainak telitd koncentricidjaval. Az in situ fluoreszcens mikroszképos
mérésekhez a vizsgilandé sejteket 12 mm atmérdji feddlemezre ill. Lab-Tek ™ 8-
lyukd feddlemez alji kamrdban (Nalge Nunc International, Rochester, NY)

novesztettiilk 80%-os konfluencia eléréséig.

4. 4. SCID éger modell és xenograft tumor

Az in vivo Kisérleteinkben hasznalt C.B-17 immundeficiens (Severe Combined
ImmunoDeficiency = SCID), patogénmentes kornyezetben tenyésztett egértdrzs a Fox
Chase Cancer Center (Philadelphia, PA) laboratériumabdl szarmazott. Hét hetes
néstény SCID egerekbe subcutan 5x10° JIMT-1 sejtet oltottunk 150pul Hanks’s
pufferben és azonos térfogati Matrigelben szuszpenddlva (Basement Membrane
Matrigel, BD Biosciences, Bedford, MA). A tumor névekedését hetenként kovettiik
nyomon, melynek sordn a tolémérével mért hosszisagi, szélességi és magassagi
adatokbol szamolt térfogattal kvantitdltuk az eredményeket. A trastuzumab kezelést
intraperitonedlisan (i.p.) injektdlt 5 pg/g-os oldattal végeztiik hetenként. A kontrol
egereknél parhuzamosan 100 pl fiziologids séoldatot alkalmaztunk. Az
allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Bizottsigdnak a nemzetkdzi

normakkal harmonizal6 szabélyzata alapjan végeztiik.

4. 5. A sejtek stimulalasa hialuronsavval

Kisérleteinkhez két eltéré szdmu oligoszaharid egységbdl alld, bioldgiai
aktivitdssal biré hialuronsavat (HA) hasznaltunk annak érdekében, hogy az esetleges
molekulamérettdl fiiggd bioldgiai hatdsokat el tudjuk kiiloniteni. Az in vitro kisérletek
elott 24 oran at 0.1 % szérumtartalmd médiumban éheztettiik a sejteket. A
hialuronsavval torténd stimulaldst 37°C-on, 30 percen at végeztiikk CO, inkubatorban

100pg/ml koncentracidju hialuronsavval.

4.6. A hialuronsav kvantitativ vizsgalata in vitro és in vivo
A hialuronsav szintjének kiilonbdz6 kezelésekre bekodvetkez6 mennyiségi
valtozdsat in vitro, Lab-Tek ™ II 8-lyuku fedSlemez alji kamraban, valamint in vivo

xenograft metszeteken vizsgaltuk. A HA specidlis kimutatdsara kifejlesztett bHABC-t



alkalmaztuk, mely Prof. Markku Tammi ajandéka volt (University of Kuopio,

Department of Anatomy, Kuopio, Finland).

4.7 4-metilumbelliferon kezelés

In vivo vizsgdlni kivantuk, hogy a megvaltozott HA-szint hatdssal van-e a
trastuzumab  kezelés hatékonysdgira. Ennek érdekben alkalmaztuk a 4-
metilumbelliferont (4MU, Sigma, Budapest). Az eredetileg novények A4ltal
kivélasztott 4-MU a HA-szintetdz specifikus gatlészere. Kisérleteink soran a 4-MU-t
1% gumiardbikumban oldottuk fel és ordlisan alkalmaztuk 8 O&rankét 3mg/g
mennyiségben (4-MU g/egér-testtomeg). In vitro kisérletekben a 4-MU-t PBS-ben

oldottuk fel és ImM-os koncentracioban adtuk a sejtkultirdkhoz.

4.8 A sejtszam és receptorok sejtenkénti szamanak aramlasi citometrias
meghatarozasa

A sejtfelszini receptorok szaménak kvantitativ meghatarozasat FACSCalibur
aramlasi  citométerrel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), Qifikit
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) alkalmazdsaval végeztik a gyartd
utmutatdsainak megfeleléen. A sejtszuszpenziét 488nm-en, illetve 635-nm-en
gerjesztettiik, az emissziét 520nm-es és 661nm-es savszlird (FL1, FL4) segitségével
detektaltuk. A proliferacios assay alkalmazdsa sordn a sejtek szamat FacsArray
dramlasi citométer (Becton Dickinson) megfeleld opcidinak alkalmazasival

hatdroztuk meg.

4. 9 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A beoltott raksejtekbdl kindtt subcutan tumort érzéstelenitést kovetden
eltavolitottuk, majd Shandon Cryomatrix-szal (Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA) fedve -20 °C-on taroltuk. A mintdkat a megfeleld fluoroférral-
konjugalt antitestek telitési koncentracidjaval (10-20 pg/ml) jeloltiik 100ul 1% BSA-t

tartalmazé PBS-ben egy éjszakan at.

4. 10. Konfokalis mikroszképia

A mikroszképos mintdkat Zeiss LSM 510 konfokdlis lizemmodd, 1ézer-
pasztaizé mikroszképpal (Carl Zeiss AG, Gottingen, Germany) vizsgaltuk, Plan
Apocromat 63x/1.4 NA oil DIC objektiv alkalmazasdval 1 pm-es optikai szeletben.



Az Alexa-488-at 488 nm gerjesztettik és 505-530 nm-en detektaltuk. Cy3-t és az
AlexaFluor546-t zold He-Ne 1ézerrel 543nm-en gerjesztettiik, s az emissziot 560-615
nm-es savszurdvel detektdltuk. A Cy5 illetve AlexaFluor647-tel valé konjugici6
esetén voros He-Ne 1ézer 633 nm-es vonaldval végeztiik a gerjesztést, és az emissziot
650 nm-es feliilateresztd sziirén keresztiil detektdltuk. A gerjesztd és emittalt
fotonokat 360/488/543/633 négyszeres dikroikus sziirével valasztottuk el. Tobbes
jelolés eseten a csatorndk kozotti atvilagitas megel6zésére az egyes csatorndkat kiilon

kiilon vettiik fel 512x512 pixelméretben.

4. 11 Digitalis képanalizis

A konfokdlis képek elemzését Diplmage (Delft University of Technology,
Delft, The Netherlands) és Matlab (Mathworks Inc., Natick, MA) programkornyezetben
végeztilk. A sejtfelszini antigének kolokalizdcidjat a kettOsen jeldlt sejtek konfokaélis

képeibdl hataroztuk meg a Pearson-féle keresztkorrelacios koefficiens segitségével.

4. 12 Aramlasi citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)
mérések

Az aramlédsi citometrids FRET méréseket FACSVantage SE dramlasi
citométer DiVa opcidval kiegészitett (Becton Dickinson) valtozataval végeztiik,
amely hdarom lézerrel volt felszerelve, melyek emisszidja egyenként 488nm, 532nm,
633nm-en volt. A FRET hatdsfokot 1:1 donor-akceptor ardnyra normalizaltuk és az

atlagat 10 000 sejtet megjelenitd hisztogrammon dbrazoltuk.

4.13 CD44 RNS interferencia

A humédn CD44 elleni kis interferdl6 RNS-t (siRNS) a Dharmacon cég
(Chicago, IL) tervezte SMART technolégia felhasznéldsaval. Az eldkisérletek sordn a
tervezett 4 siRNS-bdl a kettdé volt hatékony. A JIMT-1 sejtek esetén alkalmazott
legmegfeleldbb elektropordcids metodikat, mely a V oldat és a T-20-as program volt,

GFP plazmiddal torténd transzfektalassal hataroztuk meg.

4. 14 A trastuzumab internalizaciojanak vizsgalata
A trastuzumab internalizdcidjanak vizsgdlata sordn az siRNS-sel transzfektdlt

illetve a kontroll sejteket 20 pg/ml AlexaFluor647-trastuzumabbal inkubaltuk



kiilonbozé ideig 37°C-on. Az internalizalédott trastuzumabbdl szdrmazd jelet

aramlasi citométerrel detektaltuk

4. 15 Western blot analizis és immunprecipitacio

A sejtlizitumot a sejtek PBS-sel torténd mosasat kovetdéen lizis puffer
felhasznélasdval készitettiik. A vizsgdland6 fehérjék molekuldris szintli kapcsolatdnak
elemzéséhez immunprecipiticiot alkalmaztunk, melynek sordn a sejtlizatumot 1 6ran
at 4 fokon a megfeleld antitestekkel inkubdltuk. Az immunoprecipitilt fehérjéket
Sepharose 4B Fast Flow Protein G gyongyok (Sigma) felhaszndldsdval, tovabbi 1 6rés
inkubdldssal kotottikk meg, majd SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel valasztottuk

szét molekulatomegiik alapjan és PVDF membranra blottoltuk majd detektaltunk.

4.16. CD44 in vivo standard ELISA

A kisérleteink soran alkalmazott sCD44std instant ELISA kit (Bender
MedSystems, Ausztria, Bécs) egy enzimatikus reakcion alapuld proba, mely alkalmas
az oldhat6 CD44 szintjének kvantitaiv meghatdrozdsira mind sejtkultirdk

feliilisz6jabol, mind szérumbdl.

4. 17. CD44 internalizacié vizsgalata konfokalis mikroszképpal

A CD44 internalizdcidjanak nyomon kovetését konfokalis mikroszkdpids
vizsgdlatokkal végeztilk. Feddlemez-alju kamrdba novesztett JIMT-1 sejteket
antitestekkel illetve novekedési faktorokkal kezeltiink, majd megfeleld fluoreszcensen
jelolt antitesttel jeloltiink. A fluoreszcens képeket 1um-es optikai szeletekrdl

készitettiikk 63x nagyitasi immerziés objektivvel (NA=1.4).



e z02

A sejtek migraciGjat in vitro Lab-Tek™ II 8-lyuki, fedélemez alji kamraban
vizsgéltuk karcoldsi proba (in vitro scratch assay) alkalmazdsdval. A préba egyszerii
modon teszi lehetdvé a sejtmigracié mérését. A sejtmigraciét Zeiss LSM 510
mikroszkdép transzmisszids csatorndjaban, 10x objektivvel, 0 és a 24 6rdndl készitett
felvételek alapjan kovettiik nyomon. A tdrgyasztal poziciéjat adott kontroll ponthoz
viszonyitva hatdroztuk meg. A migracié kvantifikdldsa a kalibrdlt képek

pixelszélessége alapjan ImageJ programmal tortént

4.19. Statisztika

Az adatokat atlagat + SEM dbréazoltuk. A mintdk kozotti statisztikai kiillonbséget
Student féle kétmintds t probdval vizsgéltuk, abban az esetben, ha a két minta szérdsa

megegyezett (F-proba). Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgaltuk

(P <0.05).



5. Eredmények és megbeszélésiik

5.1 A CD44 fokozottan expresszalodik trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteken
és asszocial az ErBb2-vel

Munkank sordn a CD44 potencidlis szerepét kivantuk vizsgdlni a trastuzumab
rezisztencidban. A CD44 hialuronsav receptort elséként mint limfocita ,,homing”
molekulat irtdk le, napjainkra viszont nyilvanvalovd valt, hogy feladata joval
sokrétlibb, tobbek kozott szerepet jatszik a tumorok progresszidjdban is. Irodalmi
adatok a CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti kapesolatot tdmasztjdk ald. A leirt ErbB2-
CD44 kapcsolat alapjan felmeriil annak lehet6sége, hogy a CD44 hialuronsav-kotése
révén aktivalt folyamatok szerepet jatszhatnak a trastuzumab rezisztencidban is.
Els6ként a CD44 expresszidjat vizsgaltuk, mivel ErbB2 esetén a molekula fokozott
kifejez6dése szervesen kapcsolédik a tumor kedvezétlen prognézisahoz. Aramlasi
citometrids mérési adataink azt mutattdk, hogy a trastuzumab rezisztens JIMT-1
sejtvonalon kozel 35-szor magasabb a sejtfelszini CD44 molekuldk széma (2,3+0,3
millié/sejt), mint a trastuzumab szenzitiv SKBR-3 sejteken (650005000 /sejt).
A CD44 altalunk mért fokozott expresszidja nem csupan fent emlitett ErbB2 és CD44
kozotti kapesolat miatt érdekes, hanem felveti annak lehetdséget, hogy a JIMT-1
sejtvonal kozvetleniil a stem/progenitor sejtekbdl fejlodott ki, mivel az irodalomban a
CD44 overexpresszidt az emlétumor Ossejtek egyik markereként irtdk le. A vizsgalt
molekuldkra jelolt konfokalis mikroszkoppal készitett felvételek analizise sordn a
keresztkorralacios koefficiens értéke CD44 és ErbB2 kozott 0,612-nek adodott JIMT-
1, és 0,602-nek SKBR-3 sejteken, ami a vizsgilt molekuldk kozotti jelentOs
kolokaliz4cidra utalt a mikroszkép ~200nm-es felbontdsi tartomédnyéban.
CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti normalizédlt mérési eredményeink 16+3%-os FRET
értéket adtak JIMT-1, és 10£3%-0s SKBR-3 sejtek esetén. Ezek az értékek a CD44 és
ErbB2 kozotti molekuldris szintli asszocidciora utalnak. A biofizikai médszerekkel
mért eredményeinket masik nézépontbdl, klasszikus molekuldris bioldgiai mddszerrel
is megvizsgéltuk. Western-blottal végzett kisérleteink azt igazoltdk, hogy a CD44
elleni antitest ko-immunoprecipitdlta az ErbB2 molekulét és a nagy molekulatomegii
HA fokozta az ErbB2 tirozin foszforildcigjat, ugyanakkor nem volt kimutathaté

ErbB1 foszforilacio.



Osszefoglalva CD44 expressziés és CD44-ErbB2 kapcsolatot elemzd
kisérleteinket elmondhatd, hogy az dramlasi citometrids, konfokalis mikroszkopids és
a western blottal végzett kisérletek egybehangzéan a CD44-ErbB2 kozotti
funkciondlis kapcsolatot tdmasztottak ald, mely alapul szolgdlhat a CD44-hialuronsav

kolcsonhatés trastuzumab rezisztencidban betoltott szerepéhez.

4.2 A CD44 expresszios szintje korrelal a trastuzumab internalizaciéjaval JIMT-
1 xenograftokban.

In vitro kisérleteink a CD44 és ErbB2 kozotti szoros kapcsolatot mutattdk ki
mindkét vizsgalt sejtvonalon, a CD44 fokozott expresszidja viszont csak a
trastuzumab rezisztens sejtekben volt megfigyelhet6. Ez az eredmény még inkabb
indokoltta tette az eredeti kérdésfeltevést: a CD44 esetleges szerepének vizsgalatat a
trastuzumab rezisztencidban. Vizsgalatainkban 7 hetes ndstény SCID egereket
haszndltunk. A trastuzumab kezelést intraperitonedlisan (i.p.) injektdlt 5 pg/g-os
oldattal végeztiik hetenként, a kontroll egereknél 100 pl fiziologids sdoldatot
alkalmaztunk. A kezelést 9 héten 4t végeztiik, majd mindkét csoportban fizioldgids
sooldattal folytattuk tovdbbi 6 hétig, majd az egereket CO,-ban tdlaltattuk. A kindtt
xenograftokb6l 20um-es gyorsfagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket
haromszorosan jeloltiink CD44, ErbB2 és trastuzumab ellenes fluoreszcensen jelolt
antitestekkel. A kotédott trastuzumab az ErbB2 és a CD44 receptorok egymdashoz
viszonyitott ardnyat két-dimenzids hisztogramon (dot plot) jelenitettiik meg, amelynek
készitése sordn csak a membran-pixelek intenzitisat hasznaltuk fel. A konfokalis képek
elemzése sordn a CD44 receptor expresszids szintjét kiillon hatdroztuk meg a dot
plotok alapjdin magas és alacsony trastuzumab-ErbB2 ardnnyal rendelkezd
pixelekben. A dolgozatban Osszegzett kisérletekben kialakult xenograftok vizsgalata
soran azt az érdekes eredmény kaptuk, hogy az ErbB2 expresszidja nem mutat szoros
korreldciét a kotdédott trastuzumab szintjével azokban az egerekben, ahol a
trastuzumab kezelést mir 6 hete felfiiggesztettiik. Tehat a trastuzumab kezelés
felfiiggesztése utdn hat héttel voltak olyan teriiletek a xenografton, amelyeken a
trastuzumab nagyobb mértékli kotédése volt megfigyelhetd. A megfigyelt jelenség
felveti azt a kérdés, hogy tobb héttel a trastuzumab kezelés befejezését kovetden mi
okozhatja a trastuzumab egyes xenograft-régidkon megfigyelt jelentds intenzitdsit. A
kérdés értelmezése kapcsan vizsgéltuk a CD44 expresszios szintjét. Eredményeink azt

mutattdk, hogy a trastuzumab/ErbB2 ariny negativ korrelaciét mutatott a CD44



expresszids szintjével, azaz azokon a teriileteken, ahol magasabb volt a CD44
expresszid, alacsonyabb FErbB2 expressziot taldltunk. Ugyanakkor a kontroll
egerekben a CD44 és a trastuzumab/ErbB2 kozott pozitiv  korreldcié  volt
megfigyelhetd. A trastuzumab kotddésében megfigyelt heterogenitds hétterében a
trastuzumab lokdlis kotddésben illetve internalizdciéjdban vald eltérés dllhat. A
xenograftok elemzésével mindkét lehetOséget megvizsgiltuk. A  folytonos
trastuzumab kezelést kvetden szoros Osszefiiggést talaltunk az ErbB2 expresszidja és
a kotédott trastuzumab szintje kozott, ezen eredmény alapjan trastuzumab szintjében
tapasztalt heterogenitas hétterében nem éllhat a kotddésbeli kiillonbség.

A tapasztalt eltéré trastuzumab intenzitds hatterében all6 masik alternativa a
kiilonb6zd  trastuzumab internalizdcié volt. A  trastuzumab internalizici6
fluoreszcencia intenzitdson alapulé kvantifikdldsara nem volt lehetdségiink az
alacsony jel-zaj ardny miatt, ezért alternativ lehetdségként a CD44 és ErbB2
expresszid kozotti esetleges Osszefiiggést vizsgaltuk. Vizsgdlataink sordn harom
eltéréen kezelt egér xenograftot elemeztik a CD44 és az ErbB2 expressziot:
trastuzumab kezelés el6tt, trastuzumab kezelés alatt és 6 héttel a trastuzumab kezelés
befejezését kovetden. Osszegezve mérési eredményeinket feltételezziik, hogy a JIMT-
1 xenograftok CD44 expresszidra nézve heterogének, megkiilonboztethetiink CD44-et
magasas (CD44,0.s) €s alacsonyan (CD44g1acs0ny) €xpresszdld teriileteket. A
CD44 4045 sejtekben a trastuzumab kotott ErbB2 nagyobb mértékben internalizdlodik
a trastuzumab kezelés sordn, ez okozhatja CD44 és ErbB2 ko6zotti negativ korrelaciot
ezekben a mintdkban. A trastuzumab kezelést kovetéen a sejtek képesek ujra
szintetizalni / recirkuldlni az ErbB2-t, ugyanakkor ezekhez a receptorokhoz mér nem
kotédik trastuzumab, ezért a trastuzumab/ErbB2 ardny alacsonyabb, mint a
CD441acsony sejteken. Ezen a mérési eredmények igazoljak, hogy az ErbB2 nagyobb
mértékben internalizalodik illetve down-reguldlédik azokban a sejtekben, ahol a

CD44 expresszidja magas.

4. 3. A CD44 expresszidgjanak RNS interferenciaval valo blokkolasa gatolja a
trastuzumab internalizacidjat.

A CD44 expresszidnak a trastuzumab internalizdciéban betoltott szerepét egy
masik megkdzelitésben in vitro, CD44 elleni kis interferdlé RNS alkalmazdsdval is
vizsgaltuk. Aramldsi citometridval mértik a trastuzumab internaliziciéjat a CD44

siRNS-sel transzfektalt JIMT-1 sejteken. Kisérleti eredményeink azt mutattdk, hogy



CD44siRNS kezelés hatasara a kontrol sejtekhez viszonyitva megkozelitdleg 50%-kal
csokkent a trastuzumab internaliz4ci6.

A jelenséget tobbféleképpen értelmezhetjiik. Lehetséges, hogy a CD44 expresszid
siRNS-sel valé gitldsa hatdssal volt az endocitétikus rendszerre és ennek révén
fejtette ki a trastuzumab-internelizaciot gatlé hatdsit. Ugyanakkor az az alternativa
sem elvethetd, hogy a fokozott CD44 expresszid trastuzumab internalizdcidra illetve
ErbB2-re kifejtett stimuldlé hatdsa jelent6sen csokkent a CD44 expresszidjanak
gatlasaval. Annak a megfigyelésnek, hogy a CD44 szerepet jatszhat az ErbB2
internalizéciéjaban és down-reguldcidjdban, terdpids vonatkozdsa is lehet, hiszen az
ErbB2-t célz6 radioaktiv immunotoxinok vagy kemoterapeutikumok hatdsanak
értelmezésénél a CD44 ErbB2 internalizacidt modositd hatasat is figyelembe kell

venni.

44 A 4-metilumbelliferon (4-MU) fokozza a trastuzumab tumornoévekedést
gatlé hatasat JIMT-1 xenograftokban

Mivel a tumor xenograftok immunhisztokémiai vizsgdlata arra utalt, hogy a
CD44 befolyésolja a trastuzumab internalizicidjat, vizsgdlni kivantuk, hogy a CD44-
hialuronsav dtvonalnak lehet-e hatdsa a trastuzumab terdpids hatékonysagara in vivo.
A JIMT-1 sejtekkel beoltott SCID egereket 4-MU-nal (a hialuronsav szintetaz
gatlészere), trastuzumabbal, illetve ezek kombindcidjaval valo kezelését kozvetleniil a
tumorsejtek injektalasat kovetden elkezdtiik. A kezelések sordn kozel 60 napig
nyomon kovettiik a xenograftok méretbeli véaltozdsait, mérési eredményeink azt
mutatjdk, hogy a 4-MU kezelés trastuzumabbal kombindlva Iényegesen
hatékonyabban gdtolta a tumor ndvekedését, mint a trastuzumab monoterdpia.
Ugyanakkor érdekes médon a 4-MU kezelésnek Onmagdban nem volt
tumornovekedést gatlo hatdsa annak ellenére, hogy alkalmazdsa kozel 40%-kal
csOkkentette a hialuronsav mennyiségét JIMT-1 tumorszdvetben.
Irodalmi adatok a sejt-hialuronsav interakciét alapvetd fontossdginak irtdk le a rdkos
sejtek tdlélésében és metasztizisdban. Erdekes médon JIMT-1 sejteknél nem volt
kimutathaté ez a hatds, mivel a 4-MU alkalmazdsa 6nmagiban ugyan csokkentette a
hialuronsav szintjét a sejtek koriil, de a tumor ndvekedését nem gitolta meg.
Ugyanakkor a jelenség hatterében az is dllhat, hogy a 4-MU Aéltal kifejtett hatds nem
volt elegend6 a tumor-gatlas kialakuldsahoz, de elegend6 lehet a receptor epitépjanak

szabadd4 tételéhez. A trastuzumab kezelt sejteken megfigyelheté emelkedett CD44



szint a molekula csokkent sheddingjének lehet az eredménye, amit a trastuzumab
kezelés vélthat ki (. késébb). A 4-MU kezelés nem csupan a CD44-re és a
hialuronsavra volt hatdssal, hanem down-reguldlta az ErbB2-t, hasonléan a
trastuzumabhoz. Ez az eredmény aldtdmasztja kordbbi megfigyeléseinket, amelyek a
JIMT-1 sejteken megfigyelhetd emelkedett CD44 expresszids szint és a fokozott
ErbB2 internalizdci6 kozotti osszefiiggést irtak le. Osszegzésként elmondhatd, hogy a
4-MU nem csupan fokozta a trastuzumab tumor-novekedést gitld hatdsat, hanem
fokozta az ErbB2 trastuzumab medialta internalizaci6jat is. Kisérleti eredményeink és
korédbbi irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy a 4-MU az ErbB2 trastuzumab-

kotd epitdpjanak szabadda tétele (unmasking) fejti ki hatasat.

ez 2

Mivel kimutattuk, hogy a trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejtvonalon a CD44
fokozott mértékben expresszalodik, és fokozza az ErbB2 trastuzumab-medialta
internalizacidjat, felmeriilt a kérdés, hogy a CD44 expresszidjanak gatlasa hatdssal
van-e a trastuzumab hatdsdra in vitro. Irodalmi adatok mar el6z6leg bemutattik, hogy
a JIMT-1 sejtek rezisztensek a trastuzumab kezelésre in vitro. Kisérleti eredményeink
azt mutattdk, hogy a JIMT-1 sejtek proliferdciéja gétolhaté volt a CD44
expresszidjanak siRNS medidlta gatldsaval (10. dbra), ugyanakkor a trastuzumab és a
CD44siRNS hatasa kozott nem volt kolcsonhatéas, mivel a trastuzumab nem fokozta a
CD44siRNS hatédsat. Ezt a CD44siRNS €s a trastuzumab kozotti antagonizmus is
okozhatja, hiszen a CD44siRNS gatolja a trastuzumab internalizaci¢jat. Szintén nem
téveszthetd szem eldl az a tény, hogy in vivo és in vitro a sejtfelszini CD44-hez
kot6do hialuronsav matrix jelentds eltérést mutat komplexitasaban, igy az in vivo és in
vitro eredmények nem Osszevethetdek. Az SKBR-3 sejtek alapvetden szenzitivek a
trastuzumab kezelésre és alacsony CD44 expresszios szintjiik révén a CD44
expresszidjdnak siRNS-sel valé csokkentése nem volt 1ényeges hatdssal ezen sejtek

prolifericidjara (10. dbra).

4.6. A hialuronsav oligoszacharid, az EGF és a heregulin fokozzak a CD44
sheddingjét és internalizaciéjat

Kisérleti eredményeink a CD44 fokozott expresszidjat és a trastuzumab
indukélta ErbB2 internalizaciéban betoltott stimuldld szerepét igazoltak. A megfigyelt

hatdsokon tul a CD44 hatdsmechanizmusardl is tobb informaciét kivantunk kapni. Ezt



a célt szolgaltdk a CD44 shedding szerepét elemzd kisérleteink, melyek azokra az
irodalmi adatokra tdmaszkodtak, hogy a CD44 funkciondlis szabdlyozdsanak egyik
kulcsfontossagi eleme extra- illetve intracellularis doménjeinek proteolitikus hasitdsa
(sheddingje). Mivel a CD44-r6l és az ErbB fehérjékrdl egyarant leirtdk, hogy
szerepiik alapvetd a metasztatikus folyamatokban, meg kivantuk vizsgélni, hogy a két
molekula 4altal medidlt jelatviteli folyamatok kolcsonhatnak-e CD44 esetén a
molekula miikodése szempontjdbol meghatirozé endocitétikus €s  hasitési
folyamatokban. Kisérleteink sordan meg kivantuk vizsgdlni, hogy a hialuronsav
fragment, az EGF (az ErbB1 ligandja) és a heregulin (az ErbB3 ligandja) a hatdssal
van-e a CD44-re az éltalunk modellként hasznélt trastuzumab rezisztens JIMT-1
sejteken. Eredményeink azt mutattdk, hogy mindhirom altalunk vizsgalt vegyiilet
(hialuronsav, EGF, heregulin) stimulalta a CD44 sheddingjét és endocit6zisit. Nem
csupin novekedési hormonok és hialuronsav, hanem ErbB fehérjék elleni antitestek
hatdsat is vizsgdltuk. Ezen kisérleteink sordn cetuximab (EGF elleni antitest),
pertuzumab (ErbB2 elleni antitest) hatdsat kovettiik nyomon. Vizsgilni kivantuk,
hogy ezek az ErbBl1-t illetve ErbB2-t blokkolé antitestek hatdssal vannak-e az
altalunk kordbban tapasztalt EGF és heregulin éltal fokozott CD44 hasitdsra. Az el6z0
kisérlethez hasonlé médon végzett és ELISA-val detektélt eredményeink azt mutattak,
hogy az ErbB2 elleni antitest (pertuzumab) szignifikdnsan gétolta a CD44 EGF és
heregulin 4ltal fokozott sheddingjét és internalizdcidjat. A cetuximab (ErbB1 elleni
antitest) gatolta az EGF hatdsat, ami azzal értelmezhetd, hogy a cetuximab blokkolja
az EGF kotédését a receptordhoz (ErbB1). Ezek az eredmények megerdsitették az
el6zd kisérletben a ligandokkal valé stimuldldst kovetden tapasztalt hatdst. A
hialuronsav oligoszacharid altal kivaltott CD44 hasitds indukcidjat viszont nem
mérsékelte a cetuximabbal valo kezelés. Azt a megfigyelést, hogy a pertuzumab mind
a heregulin, mind az EGF éltal kivaltott hatast gatolta, Osszefiiggésbe lehet hozni
azzal az ismert jelenséggel, hogy az ErbB fehérjék egymadssal valé heterodimerizéci6
révén fejtik ki hatdsukat. Az az eredmény, hogy a pertuzumab nagyobb mértékben
gétolta a heregulin indukcids hatasat, mint az EGF-ét, jol korreldl azzal az irodalmi
adattal, hogy az ErbB2 elsddleges heterodimeriziciés partnere az ErbB3, ami
viszonylag magas szinten expresszdlodik JIMT-1 sejteken, és mivel tirozinkindz
aktivitdssal nem rendelkezik, hatdsdnak kifejlddéséhez obligat médon asszocidlnia

kell az ErbB2-vel. Osszegezve a pertuzumabnak illetve a cetuximabnak nem volt



onmagaban hatdsa a CD44 hasitdsara, csupan a kordabban mért EGF, heregulin és

hialuronsav indukcidra voltak hatassal eltér6 modon.

4.7. Trastuzumab hatasa a CD44 sheddingjére in vitro és in vivo

Kisérleteink igazoltdk az ErbB2 és CD44 kapcsolatiat JIMT-1 sejteken, illetve
sajat és irodalmi adatok az ErbB fehérjék szerepét a CD44 hasitdsdban, ezért meg
kivantuk vizsgélni, hogy a trastuzumab hatassal van-e a CD44 sheddingjére. Mérési
eredményeink azt mutattdk, hogy a trastuzumab egyarant gatolta a CD44 heregulin és
hialuronsav oligoszacharid 4ltal indukélta sheddingjét, a CD44 endocitézisét illetve a
sejtmembranon beliili hasitdsdt. Mivel a trastuzumab ErbB2 elleni antitest, ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy ErbB2 része lehet a CD44 medialta
jelatviteli komplexnek és befolydssal lehet a CD44 hasitdsdra is. A trastuzumab
hialuronsav oligoszacharid 4ltal kivéltott indukcidéra gyakorolt gatldsa szintén
értelmezhetd az ErbB2-re kifejtett gatldsdval, amennyiben elfogadjuk az ErbB2
irodalomban leirt aktivalé hatdsat. In vitro eredményeinket in vivo is megvizsgaltuk
JIMT-xenograftbdl vett mintdkon. Eredményeink azt mutattdk, hogy a trastuzumab
szignifikdnsan (p<0.05) csokkentette a vér CD44 koncentricidjit. Feltételezhetd,
hogy a CD44 sheddingjének trastuzumab indukélta gatldsa kapcsolatban éllhat az
antitest metasztazist gatlo hatdsaval. Nagy tumorok esetén vett vérmintaknal is
megvizsgaltuk a CD44 koncentraciot, ahol 7-9 hetes kontrol egerekbdl és 13-14 hetes
trastuzumabbal kezelt egerekbdl vettink mintit. Erdekes médon azt tapasztaltuk,
hogy nagy tumorméretnél a trastuzumab nem volt jelentds hatdssal a CD44
koncentrici6jara. A jelenség hatterében allhat az a kordbbi megfigyelésiink, hogy 10

hetes kezelést kovetOen trastuzumab rezisztencia alakul ki.

4.8. ErbB-ellenes antitestek hatasa az EGF, a hialuronsav oligoszacharid és a
heregulin altal kivaltott sejtmozgasra

Mivel irodalmi adatok a CD44 sheddinget alapvetd fontossdgunak irjdk le a
sejtek motilitdsaban, meg kivantuk vizsgilni, hogy az &ltalunk tapasztalt hatdsok,
amelyek befolyéasoltdk a CD44 sheddingjét, hatdssal vannak-e a sejt-motilitasra is. A
sejtmigraci6 értékelésére az ugynevezett karcoldsi probat (in vitro scratch assay)
alkalmaztuk, amely médszer egyszerti médon teszi lehetdvé a sejtmigracié mérését.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a hialuronsav oligoszacharid, az EGF

valamint a heregulin fokozta a sejtek migracigjat a kezeletlen mintdhoz viszonyitva



(p<0.05, 15. 4abra), mely eredmény korreldl kordbbi megfigyeléseinkkel. Az
antitestekkel végzett kezelések eredményei jol korreldltak a CD44 shedding
mértékével, hiszen a pertuzumab gitolta mind az EGF, mind a heregulin
motilitdsfokozé hatdsat, a cetuximab csak az EGF hatdsat blokkolta, a trastuzumab
viszont gitolta a hialuronsav és a heregulin hatdsat is. Az 4ltalunk megfigyelt
sejtmotilitdsra kifejtett hatds azért is figyelemreméltd, mivel a tumoros betegek
talélését alapvetden befolydsolja a metasztazisok képzdédése, amely a rakos sejtek
motilitasi képességén alapul. Az ErbB ellenes antitestek ezen hatdsdnak potencidlis

klinikai vonatkozdsa tovabbi vizsgalatokat igényel.

4.9. A hialuronsav oligoszacharid hatasa a trastuzumab internalizacidjara
Kisérleti eredményeink az igazoltdk, hogy az ErbB receptoroknak hatdsa van a
CD44 hasitasdra és internalizdcidjdra, ezért meg kivantuk vizsgdlni, hogy a masik,
vagyis a CD44 irdnydbdl tapasztalunk-e hatdst az ErbB fehérjék mikodésére,
konkrétan a trastuzumab kotott ErbB internalizdcidjara (roviden trastuzumab
internalizacié). Ezt oly médon vizsgéltuk, hogy JIMT-1 sejteket a CD44 els6dleges
ligandjaval, hialuronsavval kezeltiilk, majd mértiikk a trastuzumab internaliziciot.
Eredményeink az mutatjdk, hogy a trastuzumab internalizicidja szignifikdnsan
fokozédott (p<0.05) a hialuronsavval kezelt mintdkban a kontroll sejtekhez
viszonyitva (16. dbra). Ez az eredmény megerdsiti azt a feltevésiinket, amely

feltételezi a CD44 és az ErbB2 molekuldk kapcsolatat JIMT-1 sejteken.

4.10. Végso konklazié

Vizsgalati eredményeink aldtdmasztjdk a CD44 szerepét az ErbB2
trastuzumab  indukélta  internalizdcidjdban  és  antitest-k6td  epitopjanak
,maszkoldsiaban”. Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy az ErbB2, a CD44 ¢és
az ErbB1 fehérjék funkciondlis egységet alkotnak a sejtmembranban és hatdssal
lehetnek egymds hasitdsi, endocitétikus és jeldtviteli folyamataira. A komplexnek
meghatarozé szerepe lehet a sejtek motilitdsaban is. Megfigyeléseink segithetik az
ErbB2 és ErbB1 célzott terdpidk tervezését, amelyekben a terdpia kivalasztasanal nem
csupidn a célmolekuldk, hanem a CD44 expresszidjit is figyelembe kell venni. A
szolubilis CD44 vizsgalata sordn kapott eredményeink felvetik a szolubilis CD44
szint, mint metasztizis prediktor 4gens figyelembevételének és alkalmazdsianak

lehetdségét.



6. Osszefoglalas és gyakorlati jelent6ség

Munkédnk sordn célul tiiztiik ki a CD44 molekula szerepének vizsgilatat az

ErbB2 célzott tumorterdpia sordn kialakul6 trastuzumab rezisztencidban. Mérési

eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a CD44 molekula fokozottan expresszalddik
JIMT-1 trastuzumab rezisztens emlétumor sejtek felszinén és asszocidl az
ErbB2-vel.

A CD44 fokozott expressziéjat és az FErbB2 trastuzumab indukélta
internalizaci6jat figyeltiik meg JIMT-t xenograftokon SCID egerekkel végzett
kisérleteinkben, mely pozitiv korrelaciot mutatott a sejtek CD44
expresszidjaval

A CD44 expresszié RNS interferencidval vald gitldsa jelentdsen csokkentette
a trastuzumab internaliz4ciét in vitro.

A altalunk alkalmazott 4-metilumbelliferon - mint a hialuronsav-szintetiz
gatloszere - alkalmazdsiaval fokozhaté volt a trastuzumab tumornovekedést
gitld hatdsa SCID egerekben, melyet valdsziniileg a hialuronsav szintézis
gatlasa miatt csokkent ErbB2 maszkolds és a fokozott trastuzumab kotodés
okozott.

A CD44 alapvetd szerepét mutattuk ki JIMT-1 sejtek életképességének
fenntartdsaban, ill. proliferacidjdban, mely a trastuzumab citosztatikus hatdsét
nem fokozta.

A CD44 shedding vizsgdlata soran a kisérleti eredményeink az EGF, a
heregulin valamint a hialuronsav oligoszacharid CD44 sheddinget indukal6
hatdsat mutattak ki, amely ErbB elleni antitestekkel gatolhato volt.

A tumorok metasztazisképzését meghatirozé motilitdsi vizsgdlataink
megerdsitették a CD44 shedding mérési eredményeinket az alkalmazott ErbB

ellenes antitestekek motilitast gatlé hatdsaval kapcsolatban.

Kisérleti eredményeink az ErbB2 overexpresszid és a trastuzumab rezisztencia

kérdéskorében az ErbB2 és a CD44 eddig nem ismert kapcsolatdt mutattdk ki. Az

ErbB2 trastuzumab kotd epitdpjdnak maszkirozdsidban a hialuronsav is részt vesz,

ezért a hialuronsav szintézis gatldsa jelentés mértékben fokozza a trastuzumab



citosztatikus hatdsat. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az ErbB2-CD44
komplexhez az ErbBl molekula is kapcsolédik és klasztert alkotva funkciondlis
egységet alkotnak a sejtmebranban. A klasztert alkoté molekuldk hatdssal vannak
egymds hasitdsdra és endocitétikus folyamataira, és egyiittesen befolydsolhatjdk a
sejtek motilitdsat. Kisérleteink alapjan az oldhat6 CD44 molekula vizsgilata egy a

metasztazis kockazatdt megjosold mérési modszer alapjat képezheti.
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