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1. Bevezetés

A rosszindulati daganatok a haldlozasi lista €élén jarnak, ezen beliil is az
emldérak a ndk korében az egyik leggyakoribb rakfajta. A daganatok hatékony
kezelése még napjainkban is nagy problémat jelent a klinikumban. A kevés
mellékhatassal rendelkezd gyogyszerek kifejlesztésének lehetdsége az ¢l6lényekbdl
torténd anyagok izolalasa. Egy ilyen modon eldallitott anyag az elisidepsin,
amelynek teljesen egyedi hatasmechanizmusa van az eddig vizsgalt kemoterapias
szerekkel Gsszehasonlitva. FO célkitiizésiink az volt, hogy a gydgyszer hatasat
vizsgaljuk az ErbB fehérjek €s lipid tutajok eloszlasara és szerkezetére, valamint
kiilonboz6 ErbB receptorokat kifejezd sejtvonalak elisidepsin  érzékenyseget
hasonlitsuk dssze.

Az emldkarcinomak 20-30%-a fokozott ErbB2 expressziot mutat, ami rossz
prognoézissal tarsul. A trastuzumab (Herceptin) volt az els6 humanizalt ErbB2
ellenes monoklonalis antitest, amit az el6rehaladt Aallapotii emlddaganatok
kezelésére hasznaltak. Azonban a trastuzumab-rezisztencia egy éven beliil kialakult
¢s mivel ennek egyik lehetséges oka az ErbB2 trastuzumab kotd epitopjanak
hialuronsav altali maszkirozasa, vizsgalni kivantuk a hialuronsav molekula szerepét
az ErbB2 maszkirozdsaban human tumormintdkon.

A fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata eldsegiti a sejtek magasabb
szervezddési szintli komplexeinek, szerkezet-fiiggd funkcidinak és ezaltal a
jelatviteli folyamatok szabalyozasdnak megértését. Munkam soran én is gyakran
alkalmaztam a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) modszert,
amelyet metszeteken csak korlatozottan lehet hasznalni. Nemrég irtdk le a
proximitds ligacids vizsgélatot (PLA), melyet kivalo jel-zaj ardnya miatt nehéz
kisérleti koriilmények kozott is ajanlanak, azonban még nem elemezték a modszert
kvantitativ szempontbol. Ez 0sztonzott minket arra, hogy 0sszehasonlitast

végezziink a FRET ¢€s a PLA mérési modszerek kvantitativ teljesitményét illeten.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad

Az EGFR transzmembran receptor tirozinkindz csalddnak négy tagja ismert:
ErbB1 (EGFR/Herl), ErbB2 (Her2/Neu), ErbB3 (Her3) és ErbB4 (Her4). JelentOs
szerepet jatszanak szamos jelatviteli kaszkad beinditasaban és a daganatok
novekedésében. Mig az ErbBl ¢és az ErbB2 mezenchimalis szovetekben is
kifejezddik, addig az ErbB3 és az ErbB4 inkabb csak az epitelialis sejtekre
jellemz6. Mutaciojuk, sejtfelszini talzott kifejezédésiik, rakos transzformaciohoz
vezethet. A molekulacsalad egyes tagjainak viselkedése eltér egymastol, de
altalanossagban elmondhato, hogy stimulalatlan sejtekben is asszocialt allapotban

helyezkednek el, majd ligand hatdséara ezen klaszterek atrendezédnek.

2.2. Az ErbB receptorcsalad szignalizdcios folyamatai

Az ErbB csaldd tagjai kiilonféle jelatviteli utak aktivaldsaval valtozatos
sejtvalaszokat valtanak ki, gy mint proliferacio, talélés, adhézid, migracid és
differenciacio.
Az ErbB receptorok ligandjai lehetnek membranba integralt fehérjék, valamint
proteolitikus hasitast kdvetéen az extracellularis térben jelenlevd szolubilis
molekulak. A ligandokat csoportositani lehet a receptorokhoz val6 affinitasuk
alapjan.

Epidermadlis novekedési faktor (EGF): az ErbB1 (EGFR) receptor liganduma.

Nagy affinitdssal kotddik a sejtfelszini ErbB1 receptorokhoz. A receptor a

gy

sy

Heregulin (HRG, NRG-1): az ErbB3 és az ErbB4 liganduma. Tébb izoformaja

IS ismert, melyek szerkezetiiket tekintve nagyon hasonloak, de a kotddés affinitasa

eltérd. Kisérleteim soran a nagyobb affinitdsu HRG-B-t hasznaltam.
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2.3. Az ErbB fehérjék szerepe mellrakban, molekuladris daganatterdpia

A daganatos sejtek noOvekedését gyakran a fokozottan kifejezett
(,,overexpresszalt”) onkogének befolyasoljak, ezért még elérehaladott daganatos
betegség esetében is sikeres lehet olyan terapia alkalmazasa, amellyel a fokozottan
kifejez6d6 onkoproteint célozzak meg. Ha a beteg daganata ErbB2-pozitiv, akkor
betegségének rosszabb a prognozisa, mint az ErbB-negativ betegeké, tehat nagyobb
a valoszinlisége az attétképzOdésnek. A klinikumban jelenleg nincs olyan
monoterapia, ami onmagaban elég hatdsos lenne. A hagyomanyos tumorterapias
eljarasok mellett, amelyek aspecifikusak, egyre elterjedtebbek a molekularis alapu
kezelések. Az egyik legfontosabb célmolekula az ErbB2. Az ErbB2 gatldsa tobb
médon lehetséges, az egyik a tirozin kindz aktivitdsdnak gatlasa kindz
inhibitorokkal. Ezen kiviil a fehérjét kifejezd sejtek specifikus gatlasa ErbB2

ellenes monoklonalis antitestekkel is lehetséges.

Trastuzumab (Herceptin®): A trastuzumab a 4D5 jelli, ErtbB2 ellen egérben
termeltetett monoklonalis antitest humanizalt valtozata. ll-es és III-as klinikai
fazisban egyértelmiien bebizonyosodott daganatellenes hatasa mind monoterdpia
formdjaban, mind kemoterapiaval kombinalva.

Pertuzumab (Omnitarg®): A pertuzumabot a 2C4 jelii egér monoklonalis

antitest humanizalasaval allitottak el6. Mivel az ErbB2 II. extracellularis
doménjében a dimerizacioért felelds hurokhoz kotddik, ezért sztérikusan gatolja az
ErbB2 heterodimerizaciojat. FElénye, hogy nemcsak megallitja a sejtek
novekedését, hanem a tumor méretét is csokkenti, ellentétben a trastuzumabbal.

Az ErbB2 jelent0ségét tovabb fokozza, hogy nem csak az ErbB csalad
tagjaival, de mas molekulakkal is alkothat funkciondlis egységet. Tobbek kozott a
MUC-4, a CD44 ¢s a hialuronsav olyan molekuldk, amelyek kapcsolata az ErbB2-
vel mar dokumentalt, ugyanakkor ezek a molekuldk Onmagukban is Szerepet

jatszanak a tumorok fejlédésében.
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2.4. Trastuzumab hatdsmechanizmusa
A kedvezd klinikai eredmények miatt a trastuzumab széles korben alkalmazott
gyogyszer annak ellenére, hogy hatasmechanizmusa ma sem teljesen ismert.
» in vitro koriilmények kozott az antitest kozvetlen, daganatsejtekre kifejtett
hatdsat feltételezik: a trastuzumab olyan jelatviteli utakat indit el, amelyek
» in vivo alkalmazas esetén indirekt hatas valdsulhat meg: az emlétumor sejtek
ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) segitségével pusztulnak el.
Ennek soran a daganatsejt felszinéhez kotodott antitestet Fc-y receptorral
rendelkezd immunkompetens sejtek felismerik €s elpusztitjak.
Korabban a down-regulalo képesseget tartottak feleldsnek a daganatgatld hatasert,

de yjabb klinikai vizsgélatok alatdmasztjak az Fc rész medialta ADCC fontossagat.

2.5. Trastuzumab rezisztencia

A kedvezd klinikai eredmények ellenére sajnos néhany ErbB2-pozitiv mellrak
elsédlegesen rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab terapiara, és az esetek
nagy részeében a rezisztencia egy €ven beliil kialakul azoknal a betegeknél is, akik
kezdetben valaszoltak a teripiara (szekunder vagy szerzett rezisztencia). A
rezisztencia kialakuldsaért az alabbi mechanizmusok egyarant felelések lehetnek
ennek:

» kiilonbdzo alternativ jelatviteli itvonalak aktivalodasa

Y

epitop maszkirozas (MUC-4, hialuronsav)
» a PTEN (foszfataz- és tenzinhomoldg gén) tumorszuppresszor csokkent
expresszioja
» elégtelen trastuzumab altal kivaltott ADCC reakcid
Munkdm sordn a rezisztencia mechanizmusok koziil részletesen az ErbB2

hialuronsav altali maszkirozéasaval foglalkoztam.
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2.6. A hialuronsav (HA) szerepe a tumor progresszioban és az ErbB2
maszkirozdasaban

A hialuronsav egy nagy térkitoltésti, anionos poliszacharid, nagy mennyiségben
megtalalhato a koto-, epitelidlis és idegszovetekben. Tumorokban megfigyelheto a
HA mennyiségének novekedése. A HA kozremilkodik a sejtndvekedésben ¢€s
motilitasban, de szintén fontos Szerepe van a proliferacioban, migracidban,
veéredényképzésben, multidrog resisztenciaban ¢és az epitelidlis-mezenchimalis
atmenetben. A HA tultermelédése az emldkarcindmakban meggyorsitja a tumor
novekedését a stroma sejtek toborzasa miatt, stimulalja a véredényképzodést, ami a
tumor kedvezotlen prognozisdnak indikatora. Az ErbB2 hialuronsav altal torténd
maszkirozdsa a trastuzumab kotddésének csokkenéséhez ¢€s rezisztencia

kialakulasahoz vezethet.

2.7. Az elisidepsin molekularis hatasmechanizmusa

Mivel sok természetes eredetli anyagnak van farmakologiai €s biologiai hatasa,
ezért ezek olyan 0j hatéanyagok felfedezésének forrdsai, amelyek alkalmazéasaval
kevesebb mellékhatis €és nagyobb tumor ellenes hatds érhetd el. Egy ilyen anti-
tumor anyag a Kahalalide F, amit el0szor egy puhatest{ib6] vontak ki. Mivel ennek
izolalasa nehézkesnek, ezért ennek egy rokonat szintézissel kezdték el eldallitani.
Ennek a hatéanyagnak a neve elisidepsin, kereskedelmi neve pedig Irvalec.

Az elisidepsin a daganatos megbetegedések széles spektrumaban bizonyult
hatasosnak. Egyedi hatdsmechanizmussal rendelkezik a National Cancer Institute
(NCI) ,,Compare” analizise alapjan. Hatassal van tobbfajta tumor tipusra (mell-,
vastagbél-, hasnyalmirigy-, tiid6-, prosztatarak) és mivel pre-kliniai vizsgalatokban
anti-tumor hatasa a nem Kkissejtes tiidérakban (NSCLC) jelent0s, ezért bevezették a
fazis 11 klinikai vizsgéalatokba még azel6tt, hogy részletes hatdsmechanizmusat

feltartak volna.
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Bar tamadéaspontjardl keveset tudtunk, megfigyelések szerint a vegyiilet a
lizoszomalis membran felszakadasat, sejtmag fragmentaciot €s nekrotikus sejthalalt
indukal, melyet intenziv sejtduzzadas kisér. Egy jabb cikk szerint az elisidepsin a
tumor-sejtek plazmamembranjara hat, ahol is a lipid kettdsréteg atrendezddését
valtja ki. FA2H-val (fatty acid 2-hydroxylase) torténé transzfekcio érzékenyebbé
tette a sejteket az elisidepsin irant. Az FA2H-nak szerepe van a lipid tutajok
stabilizaciojaban, tehat feltételezhetjiik, hogy az elisidepsin membranhoz kotddese
a lipid tutajokban torténik. Ezen kiviil indirekt bizonyitékok alapjan feltételezték,

hogy az ErbB proteinek szerepet jatszanak az elisidepsin hatasmechanizmusaban.

2.8. Molekularis asszocidciok szerepe és azok vizsgalata
lépése. Szamtalan molekularis ¢és immunologiai  vizsgalomodszer  all
rendelkezésiinkre a sejtfelszini fehérje kolcsonhatdsok vizsgdlatira, azonban
egyesek jelent6s hatrannyal is rendelkeznek. A leggyakrabban hasznalt modszerek
az alabbiak:

1. Kwvalitativ-szemikvantitativ eljarasok:

> hagyomanyos  molekularis  bioldégiai  modszerek  (,,co-capping”,
koprecipiticio, kémiai keresztkotés, Western-blot technika): értékes
informaciot szolgaltat a fehérjék elhelyezkedésérdl, azonban az alkalmazott
kivonasi ¢€s izolalasi eljarasok eleve megakadalyozzak, hogy a fehérjeket a
sajat kornyezetiikben vizsgaljuk, masrészt ezek a modszerek mesterséges
aggregatumok kialakulasat is okozhatjak.

>  élesztd két-hibrid (yeast two-hybrid, Y2H) és bimolekularis fluoreszcencia
komplementacios (BIFC) technikak: altalanosan hasznaljak
fehérjekomplexek ¢és interakciojuk kimutatdsara, hatranya hogy a

fragmentalodott transzkripcidés faktork vagy fluoroférok rekonstrualasa
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irreverzibilis. A fenti hatranyok ellenére a Y2H ¢és a hozza hasonld
eljarasokat nagy ateresztOképességli vizsgalatokban (high throughput
screening, HTS) is alkalmazzak, melyek a korai fazisi gyogyszerkutatas
meghataroz6 modszerévé valtak.

2. Kvantitativ modszerek:

> mikroszkopos kolokalizaciés mérések: a kolokalizdcié kimutatisa nem
bizonyit molekularis kdlcsonhatast, csak azt, hogy a két fehérje a mikroszkop
feloldasi szintje 4ltal meghatdrozott tavolsagon beliil helyezkedik el
egymastol.

> FRET modszer: a FRET egy fluoreszcens donor €s egy akceptor molekula
kozotti  dipol-dipol kolcsonhatds révén 1étrejové energiadtadds, amely
hatékony intra- ¢és intermolekularis, nanométer léptekli tavolsagok
vizsgdlatdban. Homo-FRET  véltozatanak  mérésével a  receptor
asszociatumok méretét is meg lehet hatarozni. Kivalé olyan szempontbol,
hogy €10 sejteken alkalmazhaté anélkiil, hogy a sejtek fizioldgids allapotaba
jelentésen beleavatkoznank.

> FCS modszer: kis térfogatban lejatszodd reakcidk egyensulyanak ¢s
tobb molekula egylittes mozgasanak vizsgalatara kifejlesztett technika. Ez a
modszer a sejtek molekuléris szintli kolcsonhatasainak szinte egyetlen vagy
legalabbis néhany molekulara lesziikithetd vizsgalatat teszi lehetdve.

A proximitas ligacios vizsalat (PLA) egy ujabb technika, melynek
teljesitoképességét kvantitativ szempontbol még nem vizsgaltak. A mddszer képes
protein interakciok vagy modifikdciok detektalasara és egyedisége abban
mutatkozik meg, hogy friss sejteken és fagyasztott metszeteken is alkalmazhato a
tobbi modszerrel ellentétben. A moddszer azon alapszik, hogy a két vizsgalt

molekulat olyan antitestekkel jelolik meg, melyekhez DNS oligonukleotidokat

-7-
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kotottek. Az oligonukleotidok Un. 6sszekdtd (,,connector”) oligonukleotidok
segitségével hibridizdlnak egymassal (ha molekularis kozelségben vannak
egymashoz), és egy cirkularis DNS molekula jon 1étre, amit RCA (,,rolling circle
amplification”) reakcidoval felerésitenek. A képzoédott amplifikadlt terméket
fluoreszcens oligonukleotid hibridizaciojaval teszik lathatova. Az in situ PLA
modszer 1épései:  blokkolds, PLA proba kotdédése, hibridizacio, ligacid,

amplifikacio, detektalas.

2.9. Lipid tutajok szerkezete, biologiai funkcioi

A plazmamembrant amfipatikus lipid molekuldk ketts rétege alkotja, melybe

fehérjemolekulak stillyednek bele. A mikrodomének strukturaja, lipid- és
fehérjeosszetétele eltér a kornyezetétdl. A legismertebb mikrodomének a lipid
tutajok (raftok), amelyeket tobbféleképpen lehet definidlni:
tobb  fizikokémiai tulajdonsaguk eltér a kornyez0 membranra jellemzd
paraméterektSl. gy siiriiségiik alacsonyabb, hideg nemionos detergensben
oldhatatlanok. Tovabba a lipid tutajok telitett lipidekben, koleszterinben,
szfingolipidekben és proteinekben gazdagok.
a lipid és fehérje komponensek fluoreszcens jelzését kovetden lehetséges a lipid
tutajok kozvetlen megfigyelése kiillonbozé mikroszkopos ¢€s spektroszkopos
technikakkal. Igy megallapitottak, hogy a membranban 1éteznek olyan, 20-200 nm
atmérdjli dinamikus strukturdk, melyek nagy valosziniiséggel megfelelnek az el6z6
pontban biokémiailag definialt lipid tutajoknak.

A tutajban taldlhaté membranfehérjék egy specialis osztdlyat alkotjak a
glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI-) horgonyzott fehérjék. Ezek a membran kiilsd
lipid rétegéhez kapcsolodnak. A GPI-horgonyzott fehérjék mobilitads szempontjabol
a lipidekhez hasonlitanak, ugyanis a membranba nem egy transzmembran fehérje

szegmens segitségével, hanem egy lipid molekula altal 4gyazodnak.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A kisérletekhez alkalmazott sejtvonalak és plazmidok

Kisérleteinket SKBR-3 (trastuzumab-szenzitiv emlétumor), CHO (kinai
horcsdg ovarium) és A431 (epidermoid karcindma) sejtvonalakon végeztiik. Az
ErbB2-vel stabilan transzfektalt CHO (CHO-ErbB2), valamint az ErbB2-vel és
ErbB3-mal transzfektalt CHO (CHO-ErbB2-3) sejtvonalakat az intézetben
allitottak elo korabban. Az A431-erbBl-eGFP, A431-erbB2-mYFP és az A431-
erbB3-citrine sejtvonalak stabilan expresszaljak az ErbB1-eGFP-t, az ErbB2-
mY FP-t és az ErbB3-citrine-t.

3.2. Eletképesség vizsgalatok

Az elisidepsin rovidtavh citotoxikus hatdsat mikrofluorimetrias PI felvétellel
vizsgaltuk. A sejteket nagy stirliségben, 96-lyukt sejttenyésztd edénybe tettiik ki €s
a teljes konfluencia eléréséig hagytuk Oket ndvekedni. Majd PI-t és kiilonbozd
fluoreszcencia intenzitast Victor3 Multilabel Counter plate olvasdval detektaltuk
37°C-on, 531 nm-es gerjesztési €s 632 nm-es emisszios hullamhosszon.

A drog hosszitava hatasat az ¢letképességre a sejtek mitokondridlis
dehidrogenaz akvititdsanak mérésével hataroztuk meg ELISA reader segitségével.
Egy vizben o0ldod6 tetrazolium-s6 (WST-1) a mitokondriumok aktivitasaval
aranyos mértékll szinvaltozast mutat. A reakcid csak az életképes sejtekben zajlik,
igy a mért abszorbancia az é16 sejtek mennyiségével korrelal. A sejteket (~7x10°
darab) 96-lyuku sejttenyésztd edénybe tettiik ki 24 oraval a kisérlet megkezdése
elétt. A kezelés elisidepsint kiilonb6zé koncentracidban tartalmazo oldatokkal
tortént. A WST-1 reagens abszorbancigjat 450 ¢és 620 nm-en mértiik, majd
kiszamitottuk a relativ sejtszamot €s az 1Cso-t (félhatdsos gétld koncentracid: az a

koncentracio, ahol a sejtek 50%-a elpusztult).
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3.3. Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések

A FRET tulajdonképpen egy sugarzdsmentes energiaatadas, ahol a gerjesztett
allapotban 1évd fluoreszcens molekula (donor), valamint egy megfeleld
spektroszkopiai paraméterekkel rendelkezd molekula (akceptor) kozott dipol-dipol
kolcsonhatas jon 1étre. Az energiadtadas legfontosabb feltételei:

e adonor és az akceptor kozotti tavolsag 2-10 nm

e a donor emissziOs €s az akceptor abszorpcios spektrumanak atfedése

e a donor ¢s az akceptor megfeleld relativ orientacidja
A FRET-et azért hasznaljak kiterjedten a biologidban, mert segitségével a donor €s
akceptor kozotti tavolsag mérhetd, ill. a donor-akceptor tavolsag megvaltozasa
becsiilhetd.

A FRET kisérletekhez a sejteket kétszer mostuk PBS-ben, majd kb. 1 millié
sejtet 50 ul PBS-ben szuszpendaltunk fel és ezt kovette egy 30 perces jelolés a
megfeleld festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel. Végiil a sejteket hideg
PBS-ben mostuk szintén kétszer és 1%-0s formaldehid-PBS eleggyel tortént a
fixalass. A FRET méréseket FacsArray aramlasi citométeren vegeztiik.
AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-tal jelolt antitesteket hasznaltunk donorként,
ill. akceptorként. A donor, FRET ¢és akceptor fluoreszcencia intenzitdsat rendre a
Yellow, FarRed és a Red csatornakban mértiik. A FRET hatékonysagot sejtenkénti
eljarasban értekeltiik ki a ReFlex szoftvert alkalmazva. A mérés soran detektaljuk a
mintak intenzitas-értékeit a donor (Yellow), FRET (FarRed) és az akceptor (Red)
csatornakban. Minden fluoreszcencia intenzitds értéket a jeloletlen sejtek
intenzitasaval hattér-korrigalunk.

A PLA mddszernél féleg a FRET intenzitdsok (Igret) kiszamitdsa volt fontos.
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3.4. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A fluoreszcensen jelolt sejtek vizsgalatira Zeiss LSM510 konfokalis 1ézer
pasztaz6 mikroszkopot hasznaltunk. A konfokalis képeket 0.5 um-es optikai
szeletekrol vettiik fel 1 Airy egységre beallitott pinhole mérettel, 63x (NA=1,4)
nagyitasii olajimmerzios objektivet hasznalva. A fluoreszcens festékeket és GFP

variansokat argon-ion l1ézer segitségével gerjesztettiik.

3.5. Fluoreszcencia anizotropia és generalizalt polarizdcio mérések

A feltripszinezett sejteket 10"/ml-es koncentracioban Hank’s pufferben jeloltiik
2 uM TMA-DPH vagy 2.5 uM Laurdan oldattal szobahémérsékleten, 20 percig. A
mintdkat 10%ml koncentraciora higitottuk és a méréseket Fluorolog-3
spectrofluoriméteren végeztik. TMA-DPH gerjesztése 352 nm-en tortént, az
emissziot pedig 430 nm-en meértiik. A lipid molekuldk a lipid kettdsrétegben
elsdsorban oldaliranyu és forgd mozgast végeznek; az anizotropia a TMA-DPH
festék rotacids mozgésat jellemzi, és a membranfluiditassal forditottan aranyos.
Tehat a kisebb r anizotropia értékek nagyobb membranfluiditast jelentenek.

A membran kiilonb6z6 fazistt doménjeinek megoszlasat Laurdan segitségével
vizsgaltuk, ugyanis ez egy olyan membranba ¢&kelddd fluoreszcens festék,
amelynek emisszios spektrumat a membran aktualis hidrataltsagi szintje
befolyasolja. A Laurdan indikatort 350 nm-en gerjesztettiik és emissziojat a kék
tartomanyban, 435 nm-en ¢€s spektrumdnak voros sz€élén, 500 nm-en detektaltuk. A
generalizalt polarizaci6 (GP) értéket a voros és kék spektralis részeinek aranya
hatarozza meg. Magas membran rendezettség alacsony lipid és Laurdan
hidratacidval jar, ami csokkenti a vizmolekuldk altal a Laurdan spektrumaban
l1étrehozott voros eltolodas mértékét. Tehat ebben az esetben a kék intenzitas értéke

nd a voroshoz képest, ami a GP ndvekedését eredményezi.
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3.6. Paciensek, humdn metszet mintak

ErbB2 overexpressziot mutatdé emlétumoros betegeket vontunk be a
vizsgéalatokba. A mintavétel a miitétek sordn eltdvolitott szervrészletbdl torténik,
még steril koriilmények kozott. Az immunhisztokémidhoz 4B5 nyul ErbB2-ellenes
monoklondlis antitestet hasznaltak. Az ErbB2 amplifikaciot FISH modszerrel
hataroztak meg. Csak azok a betegek keriiltek be a vizsgalatokba, akik erds
pozitivitast (2+ vagy 3+) mutattak mindkét teszt sordn. A klinikai adatok
Osszegyljtése a betegek utankovetése sordn torténik. 45 paciens mintdjat jeldltiik

meg. ~15 képet vettiink fel és analizaltunk mindegyik egyén mint4jarol.

3.7. Metszetek jelolése és azok vizsgdlata konfokdlis mikroszkoppal

A mintdkat fixaltuk, majd mostuk PBS-sel. Ezt kovetden egy kétlépéses
blokkolas kovetkezett, elészor BSA-t tartalmazd blokkolo pufferrel, majd a
mintakat inkubaltuk jeldletlen avidinnel és biotinnal a fluoreszcens avidin nem
specifikus jelol6désébol szarmazd hattér kikiiszobolése miatt. Mosas utan a
mintakat az elsddleges antitest-keverékek jelenlétében inkubaltuk egy éjen at,
amely a kovetkezOket tartalmazta: OP15 (az ErbB2 intracellularis epitopja elleni
antitest), AlexaFluor546-trastuzumab ¢és bHABC (hyaluronic acid binding
complex). A mintdk masodlagos jeloléséhez a kovetkezd antitesteket alkalmaztuk:
AlexaFluor488-streptavidin  ¢és  AlexaFluor647-GAMIG. Ezzel az antitest
keverékkel egy oran at inkubaltuk a mintdkat, majd ismét mostuk 6ket és 1%-0s
formaldehides-PBS eleggyel fixaltuk.

A felvételeket Olympus FV1000 konfokalis mikroszkdppal készitettiikk 60x
nagyitasi (NA=1,35) olajimmerzios objektivvel. AlexaFluor488, AlexaFluor546
and AlexaFluor647 fluoreszcens festékeket 488, 543 és 633 nm-es 1ézervonalak

segitségével gerjesztettiik.
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A képanalizis Matlab programkornyezetben, altalunk irt kiértékeld program
felhasznalasdval tortént. Minden képre kiszamoltuk az 4tlagos HABC
fluoreszcencia  intenzitdst  (hialuronsav  silirlis€ég) ¢€és a  pixelenkénti
trastuzumab/OP15 hanyados atlagat. A mintdkat harom csoportra osztottuk a HA
mennyiségének (alacsony, koOzepes ¢€s magas) fliggvényében, ¢és azok

trastuzumab/OP15 aranyat hasonlitottuk dssze.

3.8. Oligonukleotiddal jelolt antitestek (proximitds probak) készitése

Az elsédleges antitestekbol 200 pg-ot 4 mg/ml koncentracioban PBS-ben
jeloltink 2 6ran 4t feleslegben jelen 1évé SANH (succinimidyl 4-
hydrazinonicotinate acetone hydrazone) jelenlétében szobahdmérsékleten. Az
antitesteken jelen lév0 amino csoportokbol az SANH hatasara reaktiv
hidrazinopiridin ~ csoportok  keletkeznek, = amik  aldehid  modositott
oligonukleotidokkal konjugalhatdk. A reakciot az aldehid mddositott ,,priming” és
,hon-priming” oligonukleotidok 3,5x-es molaris feleslegének jelenlétében 3 6ran
elektroforézissel becsiiltilk meg €s az oligonukleotid-konjugalt elsédleges antitestek

kotédését immunfluoreszcens eljarassal vizsgaltuk.

3.9. Sejtek jelolése ,,in situ” PLA vizsgalatokhoz

A feltripszinezett sejteket 10°/ml-es koncentracidban mostuk hideg PBS-ben,
majd a mintakat 1%-0s formaldehides-PBS eleggyel fixaltuk 10 percen at. Mosast
kovetéen a sejteket 30 percig inkubaltuk blokkolé pufferben 37°C-on.
Centrifugalas utan a blokkolod puffert eltavolitottuk és a sejteket oligonukleotiddal
jelolt proximitas probakkal és fluoreszcens antitestekkel jeldltiik 10-20 pg/ml-es
koncentracioban 1-2 o6ran keresztil. A nem kotott proximitds probakat

eltavolitottuk, majd inkubaltuk 6ket 0sszekotd oligonukleotiddal 15 percig. Majd
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TBST-vel mostuk a mintakat és inkubaltuk 15 percig Duolink ,,Ligation” oldattal
37°C-on, ezt kovetden mosas kovetkezett €s inkubalds Duolink ,,Amplification”
oldattal 60 percig szintén 37°C-on. Mindezek utan ismét mostuk a mintakat és az
RCA reakciotermék vizualizaldsdhoz hozzdadtunk 25 nM CyS5-jelolt detektor
oligonucleotidot, amit detektald pufferben oldottunk. Végezetiil mostuk a sejteket

TBST-vel és 1% formaldehiddel fixaltuk.

3.10. PLA mérések és kiértékelésiik

FACSCalibur aramlasi citométert hasznéaltunk a proximitds probaval és a
fluoroforral jelolt antitesttel jelolt sejtek analizisére. A késziilék két 1ézerrel van
felszerelve. Az oligonukleotid Cy5 jelét hasznaltuk a PLA detektalaséara, amit 635
nm-en gerjesztettiink és az FL4 csatornaban mértiink 661/16 nm sdvsziirét
hasznélva. Az AlexaFluor488 festekkel jelolt antitest fluoreszcencigjat 488 nm-en
gerjesztettik ¢és az FL1 csatorndban detektaltuk 530/30 nm  savsziird
alkalmazasaval. Mintanként 20.000 sejtet vettiink fel és elemeztink a ReFlex

szoftver segitségével.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Az elisidepsin hatismechanizmusdanak vizsgalata

4.1.1. Az ErbBl-3 expresszio nem befolyasolja a CHO és az A431 sejtek
elisidepsin iranti érzékenységét

Korabbi irodalmi adatok arra utaltak, hogy az ErbB fehérjék kézponti szerepet
jatszanak az elisidepsin iranti érzékenység meghatarozasdban. Mivel az idézett
irodalmi forrasokban az ErbB expresszio €s az elisidepsin €rzékenyseg kozti
korrelacio viszonylag gyenge volt, célul tiiztik ki, hogy ellendrizziik a két
paraméter kozotti 0sszefliggést. Ezért két stabilan transzfektalt sejtvonalat hoztunk
létre, az ErbB2 fehérjét expresszalo CHO-ErbB2-t és mind az ErbB2-t, mind
ErbB3-at expresszal6 CHO-ErbB2-3 sejtvonalat.

Hogy felfedjiik az elisidepsin hossztavu hatasat az eredeti CHO sejtvonal €s az
ebbdl szarmaztatott, fentebb emlitett sejtvonalak életképességére, kiillonbozo
tovabb hagytuk néni még 3 napig. A sejtszammal aranyos normalizalt abszorbancia
értékeket az elisidepsin koncentracié fliggvényében abrazoltuk, és a mérési
pontokbol kiszamitottuk az 1Cs, értékeket. A harom sejtvonal kozott nem talaltunk
kiilonbséget az elisidepsin €rzékenység szempontjabol (1Cs-CHO: 10,0+£0,7uM;
|C50-CHO-ErbB2: 10,5+0,9uM; IC5o-CHO-ErbB2-3: 10,3+0,8uM).

Az elisidepsin rovidtava hatasanak vizsgalatdhoz és a drog-indukalta
sejthalalozés 1dofiiggésének felfedéséhez a vizsgalt harom sejtvonalat kiilonbdzo
elisidepsin  koncentraciokkal kezeltiik, és a PI felvételt mikrofluorimetria
segitségével kovettiikk 1 oran at. A drog altal kivaltott membran permeabilizacio
meértéke €s kinetikaja 6sszehasonlithatod volt mindhdrom sejtvonal esetében, mivel a
fluoreszcencia intenzitds nem mutatott jelentds kiillonbséget a variancia analizis

soran (p>0.1). Tehat sem az ErbB2, sem az ErbB3 fehérjék expresszidja nem
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befolyasolja a CHO sejtek elisidepsin irdnti érzékenységét akar a rovidtavy, akér a
hosszutava hatds szempontjabol.

Hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy az ErbB fehérjék hatasanak hianya nem
valami CHO-ra specifikus jelenség, vizsgalni kezdtik a rovid- és hosszatava
hatdsokat A431 sejteken és ennek kiilonb6z6 ErbB proteinekkel (ErbB1-eGFP,
ErbB2-mYFP, ErbB3-citrine) transzfektalt szarmazékain (AderbB1, AderbB2 és
AderbB3 sejtek). Hasonléan a CHO sejtekhez, az ErbB proteinek (ErbB1-3)
jelenléte az A431 sejtekben nem valtoztatta meg sem a hossztavu, sem a rovidtava
hatasokat, ugyanis ezek vizsgalatakor nem talaltunk szignifikans eltérést a négy
sejtvonal kozott (ICs-A431: 8,2+0,8uM; 1Cs-AderbBl: 9,4+0,5uM;  1Cs-
AderbB2:  9,9+1,0uM; 1Cs-AderbB3:  9,940,9uM). Kovetkeztetésképpen
elmondhatjuk, hogy az elisidepsin altal indukalt citotoxikus hatas egy gyors
folyamat ¢és az ErbB1, ErbB2 ¢s ErbB3 proteinek kifejezddése nem befolyasolja a
sejtek drog iranti érzékenységét.

Korabbi beszdmolokban leirtdk, hogy az ErbB3 vagy az ErbB1-3 fehérjék
kulcsfontossagii faktorok a Kahalalide F és az elisidepsin iranti érzékenység
meghatarozasdban. Sajat kisérleteinkben a CHO ¢és az A431 sejtvonalak
elisidepsin-érzékenysége nem korrelalt az ErbB proteinek expresszids szintjével,
ezért megkérddjelezhetd, hogy van-e dontd szerepe az ErbB receptoroknak az
elisidepsin iranti szenzitivitdas meghatarozasaban. Kiilonosen az a felismerés, hogy
sem az ErbB2, sem az ErbB2 és ErbB3 kifejezddése vad tipusa CHO sejtekben
nem valtoztatta meg az érzékenység mértékét, egyértelmiive tette, hogy az ErbB2

¢s ErbB3 fehérjék nem vesznek részt a mechanizmusban.
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Egy fehérje direkt vagy indirekt kdzremitkddését egy drog hatdsdban gyakran
az adott fehérje megvaltozott asszociacios allapotaval tudjuk jellemezni. Mivel az
elobb emlitett kisérleti eredmények azt mutattak, hogy az ErbB3 konforméacidja

valosziniileg modosult elisidepsin kezelés hatasara, ezért vizsgélni kivantuk, hogy

.....

''''''

.....

Mind az ErbB2, mind az ErbB3 nagyméretii asszocidtumokat képez, melyek
tobb tiz proteint is tartalmaznak aktivalatlan sejtek esetében. Feltételezésiink szerint
a nagy fehérje klaszterek az elisidepsin altal indukalt membran modosulasok
eredményeképpen szakadnak szét, és ez eredményezheti az ErbB2 ¢és ErbB3
homoasszociacio csokkenését. Ezen feltételezést alatamasztja azt, hogy a
membran-kozvetitett kolcsonhatasok alapvetd szerepet jatszanak a nagy protein
aggregatumot kialakulasdban. Feltételezziik, hogy az ErbB2 és ErbB3 molekuldk
heteroklaszterei sokkal kisebb méretiiek, mint ezen molekulak homoasszociatuma,

ezért az elisidepsin lipid membranra gyakorolt hatdsai nem befolyéasoljak dket.

4.1.3. Az elisidepsin megvaltoztatta az ErbB3 és a lipid tutaj fehérjek (GPI-
horgonyzott GFP) eloszldsat

A FRET mérések szenzitivek a fehérjék egymas kozotti kdlcsonhatasanak
kimutatasaban, de a molekuladk eloszlasardl és azok klaszterbe rendezodésérdl
mikrométeres skaldn nem adnak felvildgositast. Ezért ahhoz, hogy a drog hatasat
vizsgaljuk a fentebb emlitett dimenziokban, kontroll és elisidepsin-kezelt CHO-
ErbB2-3 sejteket jeloltiink fluoreszcens ErbB2 és ErbB3 ecllenes antitestekkel. A
konfokalis mikroszkdppal felvett képek meggy6zéen mutatjak, hogy az elisidepsin
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nem modositotta az ErbB2 elrendezddését, mig az ErbB3 eloszlasat szignifikansan
megvaltoztatta. Ez abban nyilvanult meg, hogy a fehérje a plazmamembranbdl az
intracellularis térbe transzlokalddott, ahol részben diffuz eloszlast eloszlast
mutatott. Az elisidepsin szelektiv hatdsanak megerdsitésére ErbB1-3 fehérjék
fluoreszcens proteinnel fuzionalt valtozataval transzfektalt A431 sejteket is
megvizsgaltunk. Mig az elisidepsin (10 uM) nem volt hatassal az ErbB1 és ErbB2
tipikus membran lokalizacidjara, addig az ErbB3 intracellularisan felhalmozddott a
kezelés hatasara, ami gyakran mutatott intracellularis vezikuldkra jellemz6
eloszlast.

Mivel valésziniileg a lipid tutajoknak is szerepe van az elisidepsin
hatdsmechanizmusaban, megvizsgaltuk az elisidepsin hatasat tobb lipid tutajban
talalhato fehérje eloszlasara. Ismert, hogy a GPI-horgony a lipid tutajokba
lokalizalja a fehérjéket, ezért eldszor GPI horgonyzott eGFP-fel tranziensen
transzfektalt A431 sejteken vizsgaltuk az elisidepsin hatasat. Kezeletlen sejtekben a
GPIl-eGFP jelent volt mind a plazmamembranban, mind az intracellularis
vezikulumokban, de elisidepsin hatasdra szinte teljes egészében intracellularis
vezikulumban halmozodott fel.

Feltételezziik, hogy a hatéanyag 4ltal kivaltott membranhatdsok (amelyek
magukba foglaljak a lipid tutajokat is) vezetnek a lipid tutaj asszocialt membran-

proteinek specifikus atrendezddéséhez.

4.1.4. Az elisidepsin a plazmamenbran rendezettségében okoz valtozast

Az a megfigyelés, hogy az elisidepsin hatdssal van az ErbB fehérjék
kolcsonhatéséra, ellentmondéasban van azzal, hogy az ErbB proteinek expresszidja
nem befolyasolja a drog iranti érzékenységiiket. Megkiséreltik ezt az
ellentmondast feloldani azzal, hogy feltételeztiik, hogy az elisidepsin altal az ErbB

fehérjék  eloszlasdban  indukélt valtozdsok egy korabban jelentkezd
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membranatrendezddés kovetkezményei. Ennek ellendrzésére kétféle fluoreszcens
probat hasznaltunk. A TMA-DPH fluoreszcencia anizotropidja (r) a membran
mikroviszkozitdsanak érzékeny indikéatora, mivel pozitiv téltése miatt nem tud
atmenni a sejtmembranon. A431 sejtek kezelése 10 uM elisidepsinnel egy

majdnem azonnali csokkenést idézett el6 a TMA-DPH fluoreszcencia

crer

crer

kovetéen 1 percen belil megnovekedett, majd fokozatosan csokkent, ami a
plazmamembran rendezettségének ndvekedésére ¢és a viz penetracidjanak
csokkenésére utal.

Az r csokkenésének ¢és a GP novekedésének kombinacidja arra utal, hogy
olyan membran domének indukalddtak, melyekben kicsi a molekulak hidrataltsagi
szintje, de viszonylag nagy a mobilitdsa. Ez a rendezett folyékony doménekre
jellemzd, amelyek a lipid tutajok megfeleldi. Feltételezziik, hogy a membran
szerkezetében bealld ezen jelentds valtozasokat koveti a membran permeabilizacio
¢s a sejt pusztulasa.

Ahhoz hogy bebizonyitsuk, hogy az elisidepsin 4ltal megfigyelt
membranvaltozasok nem csak az A431 sejtek esetében jelentkeznek, kisérleteinket
SKBR-3 sejtvonalon is megismételtiik. Az SKBR-3 sejteken indukalt valtozasok
tendencidja nagy hasonlosagot mutatott az A431 sejteknél tapasztaltakhoz.

A lipid kettdsréteg rendezettségében ¢és fluiditidsaban tapasztalt gyors
valtozasok alatamasztjak, hogy a drog elsédleges tamadaspontja a plazmamembran

¢s az ErbB- és GPI-horgonyzott proteinek eloszlasa ¢és asszociacidja a

sejtmembranon kivaltott strukturalis valtozasoknak a kovetkezménye.
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4.2. Trastuzumab kotodés gatlasa hialuronsav dltal emberi emlétumor
mintdkban

4.2.1. A paciensekben a trastuzumab kétodését a magas hialuronsav kepzodés
meggdtolja

Kifejlesztettiink egy moddszert a trastuzumab kotddésének kvantitativ
meghatdrozasra, amit a human emlddaganatos mintak ErbB2 expresszidjara
normaltunk. A metszeteket haromszorosan jeloltik: a HA expressziot HABC
jeloléssel mértiik, az ErbB2 kvantitativ meghatarozasahoz egy olyan monoklonalis
antitestet hasznaltunk, ami az ErbB2 intracellularis epitopjat ismeri fel (mAb
OP15), mig a harmadik fluoreszcens antitest a trastuzumab volt. Azonositottuk a
sejtmembrant és a trastuzumab intenzitdsat normaltuk az ErbB2 expresszids
szintjére. A fluoreszcencia intenzitasokat csak a membran pixelek altal alkotott
maszkhoz tartozo teriileten hataroztuk meg.
A normalizalt trastuzumab kotodés jelentds negativ korreldciot mutatott a HA
mennyiségével. A korrelacids koefficiens -0,52 volt. Ez az érték szignifikdnsan
eltér nullatol, és egy kozepesen erds kapcsolatra utal a két valtozo kozott. A
korrelacios koefficiens négyzete 0,27, ami arra utal, hogy kozelitéleg a normalizalt
trastuzumab kotddés variancidjanak negyedéért a HA stirliségének valtozdsa a
felelds. A mintdkat harom csoportra osztottuk (alacsony, kdzepes és magas HA
stiriség). A variancia analizis alapjan (p<0,001) a trastuzumab kotodése kétszer
magasabb volt az alacsony HA mennyiségnél, mint a magasnal. Ezek az adatok
egyértelmiien bizonyitjak, hogy a sejtek koriili HA meggatolja a trastuzumab

kotodését az ErbB2 receptorhoz.
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4.2.2. Nem a FRET okozza a trastuzumab kétodés és a hialuronsav stiriisége
kozotti negativ korreldciot

Szamos faktor generalhatja a negativ korrelaciét a két fluoreszcens proba
kotodése kozott. Az A488-kapcsolt HABC A546-trastuzumab altali FRET-indukalt
kioltasa vagy az A546-trastuzumab kioltasa A647 jelolt OP15 altal is vezethet a
HABC fluoreszcencia intenzitas csokkenéséhez vagy a trastuzumab/OP15
intenzitas arany csokkenéséhez. Ha a fenti faktorok hatissal lennének a negativ
korrelaciora, akkor a trastuzumab és OP15 antitestek fluoreszcens festékeinek
felcserélése a korrelacid megvaltozasahoz vezetne. Ezért kivalasztottunk egy-egy
mintdt az alacsony, kozepes ¢€s magas HA mutatd csoportokbdol €s
Osszehasonlitottuk azok trastuzumab/ErbB2 ardnyait, amikor megjeloltiik Oket
A546-trastuzumab és A647-OP15 antitestekkel (“normal” jel6lés), valamint A546-
OP15 és A647-trastuzumab antitestekkel (“forditott” jelolés). Nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget a trastuzumab/ErbB2 aranyok tendenciajaban a kétféle
jelolés soran. Tovabba, megmértiik az A546-trastuzumab és A647-OP15 antitestek
kozotti FRET-et aramlasi citométerrel SKBR-3 eml6 tumor sejteken. A FRET
szinte teljes hianyat figyeltik meg a két epitop kozott (az egyik az ErbB2
intracellularis, a masik az extracellularis része), tehat a FRET jelenségnek nincs

hatasa a normalizalt trastuzumab kotodésre.

4.23. A trastuzumab kotéodés és a hialuronsav striség kozotti negativ
korrelacio tipikusan jelen van egyedi mintak esetében is

A fentebb emlitett megfigyelést, miszerint az alacsony trastuzumab kotddés a
magas HA tartalomnak koszOonhetd, egyedi mintdk alapjan is bizonyitottuk.
Vizsgaltuk a korrelaciot a kétdimenzios hisztogrammok ellendrzésével, ahol a
normalizalt trastuzumab kotddést abrazoltuk a HA siiriség fliggvényében. A

negativ korrelaci6 a mintak ~2/3-anal megfigyelheté volt. A hatds nagysaga
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szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint paciensenként, a korrelacios koefficiens is
alacsonyabbnak mutatkozott (r = -0.3) és csak ~1.5-szeres kiilonbség volt a
normalizalt trastuzumab kotédésben az alacsony és a magas HA siiriségeknél
(szemben a betegenként szamolt adatoknal kapott ~2.5-szeres kiilonbséggel). Ezen
adatok mégis megerdsitik, hogy a sejtkoriili HA megakadalyozza a trastuzumab

ErbB2-hoz torténd kotodését.

4.3. A PLA modszer kvantitativ jellegének vizsgalata

4.3.1. Kezdeti észrevételek a FRET és a PLA kézotti korrelacio hianyarol

Mivel szovetekben a FRET mérések kivitelezése nehézségekbe iitkozik, a PLA
modszer értékes alternativat kinal ilyen esetekben. A moddszer kidolgozoi annak
kvantitativ jellege mellett érveltek. Ezért célul tiiztiik ki a FRET és PLA mddszerek
Osszehasonlitasat. Az elso ilyen rendszer az ErbB1 receptor homodimerizaciojanak
EGF indukalta novekedése volt. Mig az ErbB1 homoklaszterek novekedése a
varakozassal 0sszhangban szignifikdns volt EGF kezelés utan aramlasi citometris

FRET mérések alapjan, addig a PLA esetében nem tapasztaltunk valtozast a

''''''

crer

soran vizsgaltuk. A sejteket megjeloltiik olyan donor- és akceptor-konjugalt ErbB2
ellenes antitestekkel, amelyek az ErbB2 kiilonb6zd epitdpjai ellen termeltettek, és
céljabol a sejteket az ErbB2 ugyanazon epitopja elleni, donor-konjugalt és
akceptor-konjugalt anti-ErbB2 antitestek keverékével jeloltiik meg. A fenti inter- és
intramolekularis tdvolsagok PLA-val torténd mérése céljabol ugyanzon epitopokat
jeloltiikk meg oligonukleotiddal jelolt PLA probakkal. A FRET és PLA kozott nem
tapasztaltunk korrelaciot. Fel kellett tételezniink, hogy a PLA moddszer ebben a

tekintetben jelentdsen elmarad a FRET mogott.

-22 -



Varadi Timea Ph.D. értekezés tézisei

4.3.2. A FRET és a PLA kiilonbozo fiiggése a fehérje expresszios szinttol az

A két modszer szisztematikus 0sszehasonlitasat a homoasszociacio expresszios
szinttél valo fiiggésének elemzésével kezdtiik. Osszehasonlitottuk a FRET és a
PLA mértékének fliggését a fluorofor-kapcsolt €s az oligonukleotid-konjugalt
antitestek mennyiségétdél. SKBR-3 sejteket jeloltiink trastuzumab-,priming” ¢€s
trastuzumab-,,non-priming” antitestek keverékével. Ugyanazon sejteket ErbB2
ellenes fluoreszcens antitesttel is jeloltik a fehérje expresszi6 mértékének
mérésehez. A PLA jel telitésbe futott. A tény, hogy a PLA szignal telitddése a
fluoreszcencia intenzitas eloszlas kozépso részén van (vagyis koriilbelill az atlag
fluoreszcencia intenzitasnal), utal arra, hogy a telitési effektus a PLA kisérleteknél
a tumor sejteknél gyakran megfigyelhetd magas expresszios szinteknél
bekovetkezik.

A PLA jel telitési effektusanak kisérletes igazolasa utan ugyanazon biologiai
rendszeren ellendriztiik, hogy a FRET jel mutat-¢ hasonl6 tendenciat. Mivel a
FRET intenzitas fiigg mind a fluorofér-jeldlt antitestek mennyiségétdl (lg), mind
azok kozelségétdl (E), igy analog a PLA jellel, amelynél szintén varhato, hogy a
fehérjék proximitasatdl és mennyiségétdl egyarant fligg. A PLA jellel ellentétben
sem a FRET intenzitas, sem a FRET hatasfok nem mutatott telitési effektust. A
tény, hogy a FRET intenzitas és a PLA jel kiilonbozOképpen fiiggott a vizsgalt
proteinek expressziods szintjétdl, azt sugallja, hogy ez a két moddszer jelentdsen

kiilonb6z0 informaciot szolgaltat a fehérje asszociacidokrol.

433. A FRET és a PLA kiilonbozo fiiggése az expresszios szinttol
intramolekularis mérések esetében
Mivel az intramolekuléris tavolsagok fliggetlenek az expresszids szinttdl, egy

molekula két epitopjanak proximitasa megbizhatod referenciaként hasznalhatd a
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PLA ¢és a FRET mérések Osszehasonlitdsara. Ezért megvizsgaltuk két ErbB2
ellenes antitest (pertuzumab és trastuzumab) epitopja kozotti kozelséget a két
modszerrel. Hasonléan a fentebb leirt intermolekularis mérésekhez, az
intramolekularis PLA is telitddést mutatott. A PLA eredményekkel ellentétben, a
FRET intenzitas erds linearis korrelaciét mutatott az expresszios szinttel, mig a
FRET hatasfok allandé volt minden kifejez6dési szinten. Elmondhatjuk, hogy
PLA-nal a szaturdcio jelensége mind intra-, mind intermolekularis meérések
esetében 1s megnyilvanul, mig FRET esetében telitddési effektust nem

tapasztaltunk.

4.3.4. Az antitestek stirtisége nagyban befolydasolja a FRET és PLA méréseket

Az eldz6 pontokban ismertetett kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a PLA
esetében tapasztalt szaturacio az oligonukelotiddal jelolt proximitasi probak
denzitastol fliggben alakul ki. Ezért egy olyan kisérleti elrendezést terveztiik,
amiben a proximitasi probak sejtfelszini mennyiségét ellendrzott modon be tudjuk
allitani. Egy olyan mintasorozatot allitottuk el6, amelyben a mintdkat harom
antitest (trastuzumab-,,priming”, AlexaFluor488-trastuzumab, pertuzumab-,,non-
pertuzumab-,,non-priming” antitestet adtunk, de a trastuzumab-,priming” és
AlexaFluor488-trastuzumab antitestek aranyat mintanként valtoztattuk 100%-r6l
10%-ra. A sejthez kotodott trastuzumab-,,priming” antitest mennyiségeét az
AlexaFluor488-trastuzumab fluoreszcencia intenzitasbol szamitottuk ki. Ezt
kovetden elvégeztiik az ezzel analdg kisérletet FRET esetében is. Itt is készitettiink
egy olyan mintasorozatot, amelyben a donorral jelolt trastuzumab mennyisége
allando6 volt, de az akceptorral jelolt pertuzumab egy részét leszoritottuk jeloletlen
pertuzumab hozzdadasaval. A jeloletlen €s akceptorral jelolt pertuzumab aranyat

mintardl mintara valtoztattuk. A FRET hatasfok az elméletileg megjoésolt szigoru
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linearis Osszefliggést mutatta, mig a PLA esetében a mar korabban emlitett telitési
effektust tapasztaltuk. Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy a szaturacio

jelensége csak a PLA mérések esetében mutatkozott.

4.3.5. A PLA telitédeési jelenségét az RCA reakcio idotartama nem befolydsolja
szignifikansan

A PLA mérések soran konzekvensen megjelend telitési effektusnak szamtalan
oka lehet. Az egyik lehetséges pont, ahol ez a nem-linearis effektus bekovetkezik
az amplifikaciés RCA reakcio. Ezért megvizsgaltuk, hogy a szaturaciés effektus
soran. Ezért Osszehasonlitottuk a PLA jel expresszids szinttdl valo fliggéseét harom
kiilonb6z6 inkubacios id6t (30, 90 és 150 perc) alkalmazva. A PLA jel novekedett
az inkubacios idovel, de a novekedés nem volt linearis. Bar a szaturacio foka
folyamatosan novekedett az inkubdcios idével, mar a legrovidebb inkubacids
1doénél is nyilvanvald volt. Tehat Ggy tlinik, hogy a szubsztrat fogydsa a PLA
amplifikacios folyamata soran nem az egyetlen oka a telitési jelenségnek.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy bar a PLA elénydsen alkalmazhato protein
interakciok, poszt-transzlacids modositasok detektalasara szoveti mintdkon,
tisztabban kell lenniink a moédszer korlataival. A PLA rendkiviil jo jel/hattér
aranyat ugyanaz az amplifikicids reakcid okozza, mint ami valdsziniileg felelds a
nem-linearis telitési effektus megjelenéséért. Bar a modszer kidolgozoi szerint a
PLA, hasonléan a FRET-hez, ,,molekularis vonalzoként™ hasznalhatd a proximitasi
proba méretének varidlasaval, a modszer nem bizonyult eléggé kvantitativnak.
Kovetkeztetésiink szerint a PLA csak egy szemi-kvantitativ modszer a protein

asszociaciok mérésére.
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5. Osszefoglalas

5.1. Az elisidepsin hatiasmechanizmusdnak vizsgalata

Mivel az elisidepsin hatdsmechanizmusa nagyrészt ismeretlen volt, ezért
vizsgalni kezdtik a drog éaltal kivaltott hatdsokat az ErbB receptorokra és a
plazmamembranra. A CHO ¢és A431 sejteken ¢és azok szarmazékain végzett
rovidtava és hosszutavu ¢€letképesség vizsgalatok azt bizonyitottak, hogy sem az
ErbB2, sem az ErbB3 fehérjék expresszioja nem befolyasolja a sejtek elisidepsin
iranti érzékenységét, ugyanis a kiilonb6z6 ErbB expresszios szinttel rendelkezd
sejtvonalak Osszehasonlitdsakor nem talaltunk szignifikans eltérést az 1Csy €rtékek
kozott. Aramlasi citometrids FRET méréseink azt mutattdk, hogy az ErbB2 és
kezelés soran, de a heteroasszociacidkra nem volt hatdsa. A konfokalis
mikroszkoppal felvett képek meggy6zOen mutattdk, hogy az elisidepsin nem
modositotta az ErbB1 és ErbB2 elrendezodését, de szelektiven indukalta a GPI-
horgonyzott és az ErbB3 proteinek plazmamembranbol intracellularis
vezikulumokba torténé atrendez6dését. A TMA-DPH fluoreszcencia anizotropia és
a Laurdan generalizalt polarizadciojaban okozott valtozasok a drog altal a
plazmamembran rendezettségében ¢és fluiditdsdban okozott valtozasokra utalnak.
Az elisidepsin ezen hatasait nagyon gyorsan kifejti. Valoszinilileg a hatdanyag
elsddleges tamadaspontja a lipid kettdsréteg €s a tobbi feltart valtozas az elsddleges

hatas kovetkezménye.

5.2. Trastuzumab kotodés gatlasa hialuronsav dltal emberi emlotumor
mintakban

Az ErbB2 fehérje az emlétumor kezelésben egy fontos terapias célpont. A
trastuzumab (ErbB2 ellenes antitest) kombinacidja kemoterapiaval egy hatékony

kezelési mod, de a rezisztencia kialakuldsdnak problémaja még mindig nagy
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kihivast jelent. Az egyik lehetséges ok a hialuronsav mennyiségének novekedése
lehet, ezért munkank soran az ErbB2 expressziot mutaté emlétumor szovetekben
vizsgaltuk a trastuzumab kotddés és a helyt HA mennyiség kozotti korrelacidt. Az
antikorrelacid bizonyitasat kvantitativ kép analizissel értiik el, ugy hogy a
fluoreszcencia intenzitasokat csak a sejtmembranban értékeltiik. Azt talaltuk, hogy
a normalizalt trastuzumab kotddés negativ korrelaciot mutat a sejt korili HA
striiséggel. A HA okozta trastuzumab kotodés gatlasanak mechanizmusa
ismeretlen annak ellenére, hogy kézenfekvd feltételezések vannak. Valoszinlinek
tartjuk, hogy a stiri HA befedi vagy maszkirozza az ErbB2 trastuzumab koto
epitopjat. Az allat modellekben kapott korabbi eredmények, miszerint a HA
mennyiségének csokkentésének jo hatasa volt a daganatok kezelésében arra utal,
hogy a HA egy fontos faktor, ami a tumorokban a hatéanyag hozzaférését limitalja
a kotdhelyéhez. Habar a HA nem az egyetlen faktor, amely a trastuzumab

rezisztencidhoz vezethet, eredményeinknek mégis fontos klinikai jelentdsége van.

5.3. A PLA modszer kvantitativ jellegének vizsgdlata

A fehérje kolcsonhatdsok kimutatisara nemrég kifejlesztett eljardas a PLA,
amely nehéz kisérleti korilmeények kozott (pl. szoveti metszeteken) is
alkalmazhato. Bar a modszer kivalo jel/hattér aranyahoz nem fér kétség, még nem
elemezték részletesen, hogy mennyire tekinthetd kvantitativnak. A modszer a
hosszadalmas jelolési protokoll ellenére vonzonak bizonyult a molekularis
biologiai vagy szovetfestési eljarasokban jartas laborok szamara. Azonban kezdeti
eredményeink arra utaltak, hogy a PLA eredmények nem mindig korrelalnak a
FRET kisérletek eredményeivel, pl. PLA-val nem sikeriilt sem nekiink, sem
masoknak EGF hatasdra az ErbB1 receptor homoasszocidcio novekedését
Kimutatni. Ezért szisztematikusan elemeztiik, hogy a PLA jel mennyire korrelal a

protein asszociacio mértékével. Demonstraltuk, hogy a PLA jel mind intra-, mind
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intermolekularis proximitasi vizsgalatok esetén telitési effektust mutat, tehat a
protein asszociaciok egy bizonyos mértéke felett a jel nem nd tovabb. Az
oligonukleotiddal jelolt proximitdsi probak denzitasat jeldletlen antitesttel
csokkentettiik, €s ebben a rendszerben is azt tapasztaltuk, hogy a PLA jel telitésbe
fut a proximitasi prébak nagy denzitdsa esetén. Ezen mérésekkel parhuzamosan
mindig elvégeztilkk az analdég FRET kisérletet is, ahol is a FRET jel mindig
linearisan korrelalt a protein asszocidcioval, ill. a fluoroforral jelolt antitestek
denzitasaval. Bar a PLA esetében tapasztalhato telitési effektus okat nem tudjuk,
valosziniinek tartjuk, hogy a jelolési protokoll amplifikacids 1épése soran torténnek
azok a nem-linearis hatasok, amelyek a telités megjelenéséhez vezetnek. Ezért

kovetkeztetésiink szerint a PLA szemikvantitativ eljarasnak tekinthetd.
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