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Roviditések jegyzéke

Roviditések jegyzéke

BCF: fotoelhalvanyitasi korrekcios faktor (bleaching correction factor)

EGF: epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor (epidermal growth factor receptor)

FRAP: fotoelhalvanyitast kovetd fluoreszcencia visszatérés (fluorescence recovery after
photobleaching)

FRET: fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (fluorescence resonance energy transfer)
FSAB: FRET-szenzitizalt akceptor fotoelhalvanyitas (FRET-sensitized acceptor bleaching)
HRG: heregulin

PES: szenzitivitas fotokémiai megndvelése (photochemical enhancement of sensitivity)



Bevezetés

1. Bevezetés

Napjainkban a kardiovaszkularis megbetegedések mellett a rosszindulata daganatok
vezetik a haldlozasi statisztikdkat a fejlett orszagokban. Ezek koziil az emlérak a masodik
leggyakoribb a tiidérak utan, a ndk korében azonban a legelterjedtebb rakfajta. A malignus
transzformécioban ¢€s progresszioban az ErbB receptorcsalad (masnéven epidermalis
novekedési faktor receptorcsalad) tagjai kiemelt fontossdgu szerepet jatszanak. Az
emlédaganatokban az ErbB2 kiilondsen jelentés mind diagnosztikus, mind terapias
szempontbol, hiszen az emldkarcindmak 20-30%-aban fokozott sejtfelszini kifejezodése
(overexpresszid) figyelheté meg. Altalaban az ilyen, tn. ErbB2-pozitiv emléraknak sokkal
rosszabb a progndzisa, gyakrabban ad attétet és kisebb a tulélés esélye is, mint az ErbB2-t
nem overexpresszald emlétumoroknak. Ugyanakkor az ErbB2 tobb, 0j tipust, szelektiv
daganatellenes szer tdmadaspontja, melyek enyhe mellékhatdsokkal rendelkeznek, ¢s
jelentdsen javitjdk az ErbB2-pozitiv daganatok prognézisat.

Az ErbB receptor csaladnak 4 tagja van (ErbB1, ErbB2, ErbB3 és ErbB4), amelyeknek
fiziologids expresszios szintje alacsony normal sejtekben, de fontos szerepiik van a sejt
novekedésének és fejlodésének szabalyozasaban. Az ErbB2 szervezetiink sok epidermalis
sejtjiében megtalalhato, az emld tejtermelésért és elvezetésért felelds strukturajanak sejtjei is
ilyen eredettiek.

Az ErbB fehérjék a receptor tirozinkinaz csaladba tartoznak. Ligandkotés, onkogenikus
mutacid hatdsara vagy extrém magas expresszid esetén az intracelluldris tirozinkinaz
doménjik aktivalodik, és szamtalan masodlagos jelatviteli rendszert aktival. Az ErbB
fehérjék, 1ill. kindz doménjik aktivalodasdnak kulcslépése receptorok homo- és
de ligand (pl. EGF, heregulin) kotddés hataséara jelentds atrendezddésen mennek keresztiil.
Bar a ligand indukalt ErbB receptor dimerizacidé fenomenologiai szinten évtizedek 6ta ismert,
a folyamat pontos részleteit maig homadly fedi. Vita 6vezi a konstitutiv, azaz ligand-fiiggetlen
receptor asszociaciok létezését és jelentOségét, tovabba a receptor klaszterek pontos

sztoichiometrijat.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptorcsalad

Az epidermalis novekedési faktor receptor csaladnak négy tagja ismert: ErbB1 (EGFR,
HER1), ErbB2 (HER2/Neu), ErbB3 (HER3) ¢és ErbB4 (HER4), melyek tobbnyire az
epitelidlis sejtrétegben fejezOdnek ki, igy példaul a bor epidermdlis sejtjeiben és
mirigysejtekben. Fontos szerepet jatszanak a korai embriondlis fejlddésben, azon beliil is a
szivfejlédésben, hianyuk még magzati allapotban halalhoz vezet, mivel az ErbB2 és az ErbB4
a szivizomban, az ErbB3 pedig a szivbillentylik izomsejtjeiben expresszalodik, igy
nélkiilozhetetlenek az egészséges sziv kifejlodéséhez (1). Hasonloan Iétsziikségesek a
kozponti és a periférids idegrendszer kialakulasahoz (2), az emld mirigyek megfeleld
miikodéséhez (1). Mutacidjuk, sejtfelszini tulzott kifejez6désiik rakos transzformacidohoz
vezethet (3).

Az epidermalis novekedési faktort kozel 50 éve, 1962-ben Cohen fedezte fel és izolalta
eldszor egerek nyalmirigyébdl (2). Nevét azért kapta, mert képes stimulalni epidermalis sejtek
proliferaciojat. Az EGF receptorat 1978-ban hoztdk elészor Osszefliggésbe rakos
transzformacioval (4), majd 1980-ban kideriilt, hogy az EGFR egy ligand-fiiggd tirozinkinaz
(5). Az ErbB receptor csalad elnevezése egy virus nevébdl szarmazik, ugyanis néhany évvel
késdbb azonositottak egy v-erbB onkogént az avian erythroblastosis virusbol, ami valojaban a
human EGFR csonkitott forméja (6). Ezt kovetéen megtaldltdk az analdgjat az emberi
genomban is. 1984-ben felfedeztek egy neu-nak elnevezett onkogént karcinogénnel kezelt
patkanyokban kifejlodott neuro/glioblasztoméaban, ami nagyon hasonlitott a virdlis v-erbB
onkogénhez, terméke pedig az epidermalis ndvekedési faktor receptorhoz (7). Az onkogén a
neu mellett az ErbB2 nevet is kapta. Szintén széleskortien hasznélatos az ErbB receptor csalad
HER elnevezése is (human epidermalis novekedési faktor receptor).

Mind a négy transzmembran receptor hasonld felépitésti, az ErbB1, ErbB2 ¢és ErbB3
fehérjék szerkezete az I. dbran lathato. Tartalmaznak egy hosszl, 620 aminosavbol felépiild
extracellularis részt, ami négy doménbdl épiil fel. Az L1 (I) és az L2 (III) szubdomének
leucinban gazdagok és képesek a ligand megkdtésére, mig a ciszteinben gazdag CR1 (II, S1)
¢s CR2 (IV, S2) szubdomének a receptor dimerizacidjaban jatszanak fontos szerepet. A ligand
kotodése utani informacidatadasban a 23 aminosavas, o-helikalis szerkezetli transzmembran
régionak, és a hozza intracellularisan kotddd, 40 aminosavat tartalmazd juxtamembran

doménnek van szerepe. Ezt koveti a foszforilalhatéo aminosavban gazdag tirozinkinaz domén,
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mely kiillonb6z0 jelatviteli Gitvonalak szabalyozasaban jatszik fontos szerepet. Végil a C-
terminalis végen talalhatéak a foszfotirozint kotd effektor molekuldk kotéhelyei (7, 8). Az
ErbB3 receptor tirozinkindz doménje inaktiv a kindz doménben 1év6 aminosav szubsztiticio
miatt (8). Az ErbB2 fehérje extracelluléris ligand k6td doménjeinek (I és III) az Osszetétele
eltér a csalad tobbi tagjaétol, valamint a két domén altal képzett ligandkoté zseb tal kis
méretll, ezért a mai napig nincsen ismert fizioldgias ligandja, igy csak heterokomplexben

képes jelatviteli utvonalak aktivalasara (9).
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1. ABRA: Az epidermalis novekedési faktor receptor csalad hdrom tagjanak a szerkezete.

2.2. Az ErbB receptorok ligandjai

A mesenchimalis sejtek gazdag forrasai az epidermalis novekedési faktor receptor csalad
ligandjainak, melyek mindegyike I. tipusi transzmembrdn protein. A membranba agyazott
ligandok sejtfelszini protedzok hatdsara felszabadulnak. Mindegyik érett ligand tartalmaz egy
EGF-szert szekvenciat, ami elengedhetetlen az ErbB receptorokhoz valé kotdédéshez. Ez a

szekvencia meghatarozott helyen 6 ciszteint tartalmaz, melyek egymassal 3 intramolekuléris
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diszulfid kotést alakitanak ki, létrehozva 3 hurkot a receptorokkal torténd kdlcsonhatéshoz
(10). A ligandokat a receptorokhoz val6 affinitasuk alapjan csoportosithatjuk (2. abra):

1. EGF-szerli ligandok, amelyek leginkdbb az ErbBl-hez kotédnek: EGF, TGFa
(transzformald novekedési faktor o), AR (amfiregulin), EPG (epigén)

2. Neuregulinok, mas néven heregulinok, melyek a neuregulin receptorokhoz (ErbB3 és
ErbB4) kotdédnek: 4 neuregulin gén ismert (NRG-1=HRG, NRG-2, NRG-3, NRG-4), ezen
beliil a HRG és a NRG-2 rendelkezik a és 3 izoformaval is

3. HB-EGF (heparint kot6 EGF-szerli novekedési faktor), BTC (betacellulin) és EPR
(epiregulin), melyek egyarant kotédnek az ErbB1-hez ¢s az ErbB4-hez is

Wilson, Pharmacology & Therapeutics, 2009, 122:1

2. ABRA: A Venn-diagram szemlélteti a ligandok kotédési specificitasat a kiilonboz6 ErbB receptorokhoz.

Kiilonb6z6 ligandok, melyek ugyanahhoz az ErbB receptorhoz kotddnek képesek eltérd
biologiai folyamatokat aktivalni fiiggetleniil a ligand affinitdsatdl in vivo ¢és in vitro

koriilmények kozott is (11).

2.2.1. Az epidermalis novekedési faktor

A human epidermalis novekedési faktor egy 6 kDa molekulatomegli és 53 aminosavbol
felépiild egy lancu polipeptid, amely tartalmazza a harom diszulfid kotésbdl allo EGF-szerii

szekvenciat, mellyel nagy affinitassal képes kotédni a sejtfelszinen 1évé ErbBl

crer

crer
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2.2.2. Heregulin

A 44 kDa molekulatomegii heregulin a neuregulinok csaladjaba tartozik, a neuregulin-1
(NRG-1) L. tipust izoforméaja, amely tartalmaz immunoglobulint (Ig) és EGF-szerli domént.
Ez utobbi domén szekvencigjaban jelen 1évd kiilonbség miatt tobb izoforméja is ismert, de
talan a legtobbet emlitett a heregulin-o. (HRG-a) és a heregulin- (HRG-p).

A 90-es évek elején azonositottak, mint lehetséges ErbB2 ellenes ligandot (13). Késébb
kideriilt, hogy valdjaban az ErbB2 receptort csak transzaktivalni képes az ErbB3 vagy ErbB4
receptorokhoz torténd kotddése utdn, ugyanis nem tortént tirozin foszforilacido abban az
esetben, amikor in vitro koriilmények kozott a sejtek csak a tirozinkindz aktivitdssal nem
rendelkezé ErbB3 receptort fejezték ki. Ellenben, ha jelen volt az ErbB3 mellett az ErbB2 is,
akkor heregulin hatdsara mindkét receptor tirozin foszforilalodott, ugyanakkor ErbB2 ellenes
monoklonalis antitest kotddése gatolta a heregulin altali aktivaciot valoszintileg azért, mert
nem volt képes az ErbB2 heterodimerizalddni (17). Az aktivalt ErbB2-komplex fokozza a
sejtproliferacidért, a migracioért, a differencidlodasért felelds jelatvitelt. NRG-1 fehérjét nem
szekretald (NRG-1 null) egereken végzett kisérletek bebizonyitottak, hogy fontos szerepet tolt
be a sziv korai embrionalis fejlédésében, ezen kiviil 1étfontossagli a kozponti €s a periférias
idegrendszer kialakuldsaban is (14).

Annak ellenére, hogy a HRG-a és a HRG-f izoformak szerkezetiiket tekintve nagyon
hasonloak, valamint mind a ketté kotddik az ErbB3 és az ErbB4 receptorokhoz is, a kotddés
affinitdsa eltér6. A HRG-a kotddése az ErbB3 ¢és az ErbB4 fehérjékbol felépiild
homodimerekhez 2 nagysagrenddel kisebb, mint HRG--¢, ellenben mind a kettd izoforma Ky
értékei jelentdsen csokkentek, amikor az ErbB3 vagy az ErbB4 az ErbB2 receptorral alkotott
heterodimert (15). A kisérleteim soran a nagyobb affinitdsi HRG-B-t hasznaltam.

2.3. Az ErbB receptorok altal indukalt szignalizaciés atvonalak

Az ErbB fehérjék extracellularis doménjéhez kiilonb6z6 ligandok, ndvekedési faktorok
elosegiti a receptorok homo- és heterodimerizaciojat. A leggyakoribb heterodimerizacios
partner az ErbB2, melynek nincsen ismert ligandja, igy koreceptorként a csalad tobbi tagjaval
heterokomplexet alkotva képes csak részt venni jelatviteli folyamatokban, hasonléan az
ErbB3-hoz, melynek a tirozinkindz doménje nem miikoddképes, igy dnmagaban nem képes

jelatviteli itvonalakat aktivalni (16).
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3. ABRA: Az ErbB receptorok és ligandjaik altal aktivalt jelatviteli Gitvonalak.

A dimerizacio a transzfoszforilacio sztérikus feltétele, ugyanis az intracellularis oldalon
talalhat6 tirozinkinaz régiod foszforildlja a szomszédos receptor tirozin oldallancait. Az igy
kialakult szignalizacios komplexben gyakran a masodlagos hirvivok is foszforilalodnak, majd
a komplexrdl ledisszocialodnak, és a citoplazmaban tovabbi fehérjéket aktivalnak, melyek
masodlagos hirvive rendszereket inditanak el. Attol fiiggéen, hogy milyen ligand mely
receptorok aktivaciojat okozta, és azon beliil is pontosan melyik tirozin foszforildlodott, eltérd
jelatviteli utvonalak aktivalodnak (17). A mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) tutvonal
foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3K) altal aktivalt Akt kinaz utvonal a sejtek taléléséért felelds,
antiapoptotikus jeleket indukdl, melyet elsdsorban az ErbB3 receptort is tartalmazo
heterodimerek aktivalnak. A foszfolipaz C-y (PLC-y) utvonal aktivalodasat az ErbB csaladon
beliil csak az ErbB1 képes indukalni. Ilyenkor az inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) hatasara
kalciumionok szabadulnak fel az intracellularis raktarakbol, melyek befolyéasoljak szdmos
Ca’"-fiiggd enzim miikddését, valamint aktivalodik a szamos transzkripcios faktor
akivalodasaért is felelds protein kindz C (PKC) a diacilglicerolon (DAG) keresztiil (18). Az
ErbB receptorok ¢és ligandjaik altal indukalt szignalizacids utvonalakat a teljesség igénye

nélkal a 3. abra szemlélteti.
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Az aktivalt receptor dimer gyakran endocitdzist szenved, ami a receptor lizoszomalis
vagy proteoszomalis degradaciojat kdvetden a szignalizacid terminacidjahoz vezethet, vagy
az endoszomalis, enyhén savas kornyezetben a dimer disszocialodik, és a receptorok
recirkulalnak a sejt felszinére. Altaldban az ErbB2 receptort is tartalmazé heterodimerek

stabilabbak, kevésbé internalizalédnak, de ha mégis, akkor recirkulélnak a sejt felszinére (19).

2.4. Az ErbB fehérjék kolcsonhatasai egymassal

A klasszikus dogma szerint ligand kétddés hatasara az ErbB receptorok egymassal homo-
¢s heterodimereket alkotnak, de a kozelmultban mar kimutattak nagyobb méretii
asszocidtumokat is. Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval és egyéb modszerekkel
bizonyitékot talaltak ErbB1 tetramerek és nagyobb méretli klaszterek létezésére is (20-23),
mig az ErbB2 ¢és az ErbB3 sokkal nagyobb méretli, néhany tiz, vagy akar néhany szaz
proteinbdl felépiilé asszocidtumokat alkot néhany tiz vagy szaznanométeres skalan mérve

elektron (24) és kozeli-mezd optikai mikroszkopiaval (25).

M ¢ ‘ {: # I
e K -
A -{ 4‘?
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Lemmon. Experimental Cell Research. 2009. 315:638

4. ABRA: Az ErbB receptorok extracellularis doménjeinek a szerkezete ligand nélkiil.

A ligand kotédéséért a receptor extracelluléris részén talalhato I és 111 domén felelds, mig
a dimerizacioban a ciszteinben gazdag Il és IV domén vesz részt. A 4. dbran jol latszik, hogy
az ErbB2 kivételével a receptorok aktivalatlan allapotukban ugynevezett zart konformacidoban
vannak (9, 12, 26). A zart konformacioban a II domén dimerizacios karja a IV doménnel
intramolekularis koélcsonhatasban van. Ez a kapcsolat stabilizdlja ezt a térszerkezetet, ¢€s
megakadalyozza a dimerizaciot, mivel a dimerizaciés kar intramolekularis kdlcsonhatasa

kizarja a II domének kozotti intermolekularis kapcsolodast. Zart konformécioban a ligandot
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kotd domének tavol vannak egymastol, de képesek ligandot kotni (27). Egyik elmélet szerint
a ligand kotédés indukalja a zart konformacidé nyiltba vald atmenetét. Mas elképzelések
szerint a receptor konformacioja fluktual a zart és nyilt konforméciok kozott (5. dbra), és a
ligand kotddése ,,csak™ stabilizdlja a nyilt konformaciét (28). Ezzel szemben az ErbB2
receptor esetében a II és a IV domének kozotti intramolekuléris kolesonhatas hianyzik, és
egyfolytaban aktivalt, nyilt konformécidban van, ezért preferalt heterodimerizacios partnere a
tobbi, ligand altal aktivalt ErbB receptornak. Elektrosztatikus taszitds miatt
homodimerizacidja csak abban az esetben figyelhetd meg, ha a sejtek felszinén tulzottan
kifejezédik, vagy mutaci6 van jelen a transzmembran doménjében (9). Ezt a
homodimerizaciot egyrészt a tirozinkindz domén citoplazmatikus részén 1év6 hidrofob
aminosavak  okozzak, melyek nélkiilozhetetlenek a  ligand-fiiggetlen = ErbB2
homodimerizacidhoz, de nem sziikségesek a ligand-fiiggd heterodimerizacidhoz (29). Az
ErbB2 I és III ligand ko6td doménjei kozel vannak egymashoz, valamint Osszehasonlitva
ezeknek az Osszetételét a tobbi ErbB fehérje azonos doménjeivel kideriilt, hogy mind a két

doménen talalhaté aminosav szubsztitiicio, ami miatt nem képes ligandot kétni (9). Az 5. dbra

crer

kialakult homodimer szerkezetét.

Ferguson, Biochemical Society Transactions, 2004, 32:742

5. ABRA: Az EGFR ligand indukalt konformécios véltozasa.

A liganddal nem rendelkezd ErbB2 receptor preferalt heterodimerizacios partnere a tobbi
ErbB fehérjének, melyek egymassal versengve kapcsolodnak az ErbB2-hdz, de az leginkdbb a
tirozin kinaz aktivitdssal nem rendelkezé ErbB3 receptorral alakit ki stabil komplexet (30).

Ha a sejt felszinén ErbB2 molekula is kifejezddik, akkor ligand ko6tddés hatasara az ErbB3
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preferencialisan az ErbB2-vel alkot stabil heterodimert, amely transzfoszforilalja a tirozin
kindz defektiv ErbB3 receptort, igy a ligand nélkiili ErbB2 ¢és az inaktiv ErbB3 képesek
egymassal jelatvitelt indukalé komplexet kialakitani (31).

Ha nincs jelen ErbB2, akkor a kevésbé stabil ErbB1-ErbB3, valamint ErbB1-ErbB4
heterokomplexek alakulnak ki. Ezek a heterodimerek akar az EGF ErbB1 receptorhoz, akar a
heregulin ErbB3 vagy ErbB4 receptorokhoz valé kotddésekor kialakulhatnak, de a heregulin
altal indukalt dimerek stabilabbak (30). A heregulin képes részlegesen gatolni az EGF
kotédését, ezaltal akadalyozni az ErbBl1 aktivalodéasat, de az ErbB2 tulzott sejtfelszini
kifejez6dése ezt megsziinteti (32). A ligandkotott ErbB1 sokkal stabilabb homodimerként
vagy ErbB2-vel alkotott heterodimerben, mint az ErbB3 vagy az ErbB4 receptorokkal alkotott
heterokomplexekben (30).

Az ErbB3 homodimer kisebb affinitassal kot heregulint, mint az ErbB4 homodimer (33).
Amikor viszont ErbB2-vel alkotnak heterodimert, akkor az ErbB2-ErbB3 ¢és az ErbB2-ErbB4
heterokomplexek heregulinhoz val6 affinitdsa megnd, de az ErbB3 receptort tartalmazo
heterodimer affinitdsa a nagyobb. Hasonl6 a helyzet az ErbB1 EGF-hez torténd affinitasaval
is, amelyet az ErbB2 overexpresszidja megndvel azaltal, hogy lelassitja a ligand disszociacio
mértékét (34).

Az EGF ligand hataséra kialakult ErbB1 homodimerek gyorsan endocitdzist szenvednek,
¢s mivel az EGF-ErbB1 koélcsonhatas stabil az alacsony pH-ju, savas endoszémalis
kornyezetben, a receptor a ligandjaval egyiitt a lizoszoméaban degradalodik, csokkentve az
ErbB1 receptorok sejtfelszini szamat. Ezaltal az ErbB1 &ltal indukalt sejtosztodast kivaltd
transzmembran szignalok is csak relative révid ideig vannak jelen. Ellenben koreceptor
jelenlétében (ErbB2 vagy ErbB3) a heterodimerek lassabban szenvednek endocitozist, €s a
savas, korai endoszomaban konnyebben elengedik az EGF-et, igy csak az EGF degradalodik,
az ErbBl1 receptor recirkuldl a sejtfelszinre, fokozva a sejtosztodast kivaltd jelatviteli
utvonalak aktivalodasat. Ekozben a koreceptor vagy degradalodik, vagy szintén recirkuldl a
sejt felszinére (35).

Osszességében elmondhatjuk, hogy az ErbB2 tulzott sejtfelszini kifejezédése esetén az
ErbB2 molekulat is tartalmazé heterodimerek nagyobb affinitassal kotnek ligandot, mint a
homodimerek, és az igy kialakult komplexek stabilitasat fokozza, kevésbé degradalodnak,
ezaltal ezeknek a heterodimereknek folyamatos a tirozinkindz aktivitdsa, és nagyobb

mértékben indukéalnak olyan jelatviteli utvonalakat, melyek fokozzdk a sejtek ¢letben

------
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2.5. ErbB2 ellenes monoklonalis antitestek

2.5.1. Trastuzumab ( Herceptin®)

Az ErbB2 gén amplifikacidja és az ErbB2 receptor fokozott sejtfelszini expresszidja
figyelhet6 meg az emlétumorok 20-30%-aban, melyeket ErbB2-pozitiv emlérdknak
neveziink. Ez altaldban rossz prognoézissal tarsul, csokken a talélés esélye és gyakrabban
figyelheté meg metasztazis, mint az ErbB2-t nem overexpresszaldé emlétumorokban (36, 37).
Ezért a daganatellenes kutatasok egyik legfontosabb célmolekuldja az ErbB2, hiszen ha
sikerlilne gatolni a dimerizacidjat és aktivaciojat, kevésbé lenne képes aktivalni a sejtek
osztodasaért, életben maradaséaért felelds szignalizacids kaszkadot.

Az elsd, genomidlis kutatdson alapuld, az ErbB2 extracelluldris doménje elleni
monoklonalis antitestet, a trastuzumabot a Genentech Inc. Herceptin® néven hozta
forgalomba. A trastuzumab a 4D5 jelii, ErbB2 ellen egérben termeltetett monoklonalis antitest
Ossze (38, 39). A United States Food and Drug Administration (FDA) 1998-ban engedélyezte
a trastuzumab hasznalatat kemoterapiaval kombinalva, valamint monoterapia formajaban is
azokndl a pacienseknél, akiknél metasztatikus ErbB2-pozitiv emldrakot diagnosztizaltak,
majd 2006 oOta a korai emlérdk adjuvans kezelésére, valamint 2008-t6l kezdve az ErbB2-t
fokozottan kifejezd, nyirokcsomoé metasztazissal nem rendelkezd betegeknél is, ugyanis I1-es
¢s Ill-as klinikai fazisban egyértelmiien bebizonyosodott a trastuzumab daganatellenes hatasa
(40-42).

A biztaté eredmények ellenére a pontos hatdismechanizmusa ma sem ismert, de irodalmi
adatok alapjan, in vitro koriilmények kozott a kovetkezé mechanizmusok lehetségesek:

» Az ErbB2 képes aktivalni a PI3K és a MAPK jelatviteli utvonalakat, azonban
trastuzumab kotddése esetén ezen Utvonalak gatlasa, a sejtek apoptdzisa figyelhetd
meg. Egyik feltételezés szerint a sejtfelszinen talalhato ErbB2 szdmanak
internalizacié és degradacio altal kivaltott csokkenése okozza az utvonalak gatlasat

(43, 44). Masik elmélet szerint a trastuzumab aktivalja a PTEN foszfatazt, ami az

crer

> A trastuzumab csdkkenti a ciklin D1 expresszidjat, ami csokkenti a p27°?' ciklin-

crer

torténo leallitasat a ciklin E/cdk2 komplex gatlasa altal (46).
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» A trastuzumab gatolja az ErbB2 metalloprotedzok altali proteolitikus hasitasat, ami
egy olyan trunkalt ErbB2 receptort eredményez, ami csak az intracellularis és a
transzmembran domént tartalmazza, és konstitutivan aktivalja a masodlagos
jelatviteli rendszereket (47). Ezt tdmasztja ald az, hogy a trastuzumab az ErbB2 IV
domén C-terminusdhoz kotddik, kozel a transzmembran régidohoz, ahol a
metalloprotedzok is hasitjak a fehérjét (48).

In vivo esetben a trastuzumab lehetséges hatésai:

> Allatkisérletekben kimutattdk, hogy trastuzumab kezelés csokkenti néhany
érképzodést segitd (pl. VEGF, vaszkularis endotelidlis novekedési faktor), és fokozza
egyes ¢érképzddést gatld novekedési faktorok (pl. TSP-1, thrombospondin)
kifejezodését (49).

» Klinikai vizsgalatok is alatamasztjak, hogy a trastuzumab aktivalja az antitest-
kozvetitette sejtfliggd citotoxikus reakcidt (ADCC = antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity) szdmos emldtumor sejtvonalon, mely soran Fc-receptorral
rendelkezé immunkompetens sejtek felismerik az antitesttel bevont daganatos sejtet,
és elpusztitjak azt (50, 51).

A monovalens trastuzumab Fab fragmentumok nem képesek olyan antiproliferativ hatas
kivaltasara, amilyet a teljes antitesttel torténd kezelés okoz. Ez vagy arra utal, hogy a bivalens
antitesttel torténd keresztkotés elengedhetetlen feltétele lehet a sejtproliferacio gatlasanak
vagy azt, hogy az Fc rész medidlta ADCC reakcio felelds az antitest hatdsanak jelentds
részéért. In vivo koriilmények kozott az utobbi kovetkeztetés mellett szol az, hogy Fab,
fragmentumok szintén hatéstalannak (50) vagy csokkent hatdsuak voltak (52) a teljes

antitesttel végzett terapidhoz képest.

2.5.2. Pertuzumab (2C4, Omnitarg®)

A pertuzumab olyan monoklonalis antitest, amelyet egérben termeltettek az ErbB2
fehérje extracellularis doménje ellen, majd humanizéaltdk. A II doménhez kotddik, kozel a
dimerizécioért felelds hurokhoz, ezért sztérikusan gatolja az ErbB2 heterodimerizéciojat (6.
abra). Olyan tumoros sejteken is képes ezt gatolni, amelyeken nem figyelheté meg az ErbB2
tulzott sejtfelszini kifejezddése (53, 54).

Az FErbB2 receptort eltérd mértékben kifejez6 emlétumor sejtvonalakon Agus és

munkatarsai kimutattak, hogy a trastuzumabbal ellentétben a pertuzumab blokkolja az ErbB2
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heterodimerizacigjat a heregulin altal aktivalt ErbB3-mal vagy a TGFa 4ltal aktivalt ErbB1-
gyel. Ezaltal meggatolja az ErbB2 tirozin foszforilacigjat, a sejtproliferacioért felelés MAPK,
valamint a sejtek ¢életben maradasat fokozo PI3K jelatviteli utvonalak aktivaciojat,
fliggetleniil az ErbB2 sejtfelszini  expresszidés szintjétdl. Hasonlot tapasztaltak
allatkisérletekben is, az ErbB2 szamtol filiggetleniil a pertuzumab gatolta a human emlétumor
sejtek novekedését. Nem taldltak kiilonbséget a monovalens és a bivalens pertuzumab ErbB2
tirozin foszforilacidjat gatld hatasaban heregulin aktivalt ErbB3 jelenlétében (53).

Annak ellenére, hogy a trastuzumab és a pertuzumab az ErbB2 extracellularis domén
eltérd epitopjaihoz kotddnek (39), a pertuzumab szintén képes kivaltani ADCC-t, viszont nem

képes gatolni az ErbB2 metalloprotedzok altali proteolitikus hasitasat (47).

pertuzumab

Franklin, Cancer Cell, 2004, 5:317

6. ABRA: Bal oldalon az EGF ligand altal indukalt ErbB1-ErbB2 heterodimer lathato, jobb oldalon az,
hogy a pertuzumab Fab hogyan gatolja sztérikusan az ErbB2 heterodimerizacidjat.

2.6. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer elmélete

A FRET jelenségét 1948-ban egy német tudds, Theodor Forster irta le és felfedezdje utan
nevezték el Forster-tipusi rezonancia energiatranszfernek, de gyakrabban hasznaljak a
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer elnevezést annak ellenére, hogy nem
fluoreszcencia altal kozvetitddik az energia, hanem egy gerjesztett allapotban 1évo

fluoreszkalé molekula (donor), valamint egy megfeleld spektroszkopiai paraméterekkel
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rendelkezé masik molekula (akceptor) kdzott dipol-dipol kdlesonhatas révén, sugarzas nélkiili
energiaatadds formajaban jon létre (55). A FRET altal gerjesztett akceptor molekula
relaxacioja kdzben fotonokat emittalhat, amelyet d&ramlasi citométer, fluoreszcens mikroszkop
vagy spektrofluoriméter segitségével lehet detektalni.

Az energiaatadas feltételei a kovetkezok: (i) a donor és az akceptor megfeleld
orientdcidban legyen, amit a «* orientacios faktor fejez ki; (i) a donor €s akceptor molekulak
egymastol 2-10 nm-nyi tavolsagra legyenek; (iii) a donor emisszidés és az akceptor
abszorpcids spektrumai egymassal kell6 mértéki atfedést mutassanak.

A FRET sebességi allandojat a kdvetkezd egyenlet irja le:
K sy :kOnSf'J'n4'k_f"R76'K2 (1)

ahol J a donor emisszids és az akceptor abszorpcids spektrumainak atfedési integralja, n a
kozeg torésmutatoja (sejtfelszini jelolés esetén altalaban 1,4-nek feltételezik), kr a
fluoreszcencia atmenet sebességi allanddja, R a két molekula tavolsaga és a «* a donor és
befolyasold paraméterek koziil altaldban csak a donor és az akceptor kozotti tavolsag (R) €s a
relativ orientaciojuk (k%) jon szamitisba. Legtobbszor a két vizsgalt molekula relativ
orientdcidja nem ismert, de a molekuldk gyors forgdsa miatt a lehetséges iranyok
kiatlagolodnak, és a &% értékét 2/3-nak tekintjiik (56, 57). Igy feltételezhetjiik, hogy a FRET
sebességi allanddja csak a két molekula atlagos tdvolsadganak a fliggvénye.

A FRET (krrer) kompetal a tobbi relaxacios mechanizmussal, a fluoreszcenciaval (ky) és a
tobbi, nem fluoreszcens atmenettel (k,). A FRET hatasfokkal (E) meghatdrozhatd azon

gerjesztett donor molekuldk aranya, melyek FRET hat4sara relaxalodnak:

E= kFRET (2)
kFRET + kf + knf

A FRET lecsokkenti a donor fluoreszcencia élettartamat (7p4) €s a fluoreszcencia

kvantumhatasfokat (Op,):

Tpa = (3)

16



ITrodalmi attekintés

i 4)

Krner +K, +ky

Opy =

Ha a FRET sebességi allandoja megegyezik a fluoreszcens és a nem fluoreszcens
atmenetek sebességi allanddinak az 0Osszegével, akkor a FRET bekdvetkezésének a
valoszinlisége 50%, €s egy adott donor-akceptor par esetében az ehhez tartozd tavolsagot
kritikus Forster tavolsdgnak nevezziik (Ry), és a kovetkezd kifejezéssel adhatdo meg az értéke

nanométerben:
R, =konst-(J -n™*-Q, -x*)"° (5)

ahol Op a donor fluoreszcencia kvantumhatasfoka akceptor tavollétében.

A donor emisszios €s az akceptor abszorpcios spektrumainak atfedési integralja (58):
Toi=[1p(2)-2,(A)- A dA (6)
0

ahol fp a donor egységre normalt emisszios spektruma, és g4 az akceptor moléris abszorpcios
koefficiense.

A kritikus Forster tavolsag felhasznaldsdval a FRET hatasfok tavolsagfiiggését a
kovetkez6 képlet fejezi ki:

R,
E=—— 7
R’ +R° 2
A 7. egyenletbol latszik, hogy a FRET nagymértékben fligg a donor és az akceptor
kozotti tavolsagtol, amely miatt a folyamatot spektroszkdpiai vonalzénak is nevezik (59).
Orvos-biologiai kutatdsokban a FRET mérését felhasznaljak fehérjék kozotti kolesonhatasok
Két, spektroszkopiailag kiilonbozé fluorofor kozott 1étrejott  sugarzas nélkiili
energiaatadast hetero-FRET-nek nevezziik. Ebben az esetben elsésorban csak egy donorbol és
egy akceptorbdl allé molekula dimert tudunk vizsgalni (7. dbra), hiszen a hetero-FRET
hatasfok relative érzéketlen a donort koriilveld akceptorok szamara (60). A fentiek értelmében

a hetero-FRET nem alkalmas nagyobb molekula klaszterek jellemzésére (21, 61, 62).
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hetero-
gerjesztd FRET

fény ’ _,@
OO

7. ABRA: Polarizalt fénnyel gerjesztve a donor molekulat (D), a 10 nm tavolsagon beliil 1évé,
spektroszkopiailag kiilonb6z6 akceptor molekuléval (4) hetero-FRET kolcsonhatast (kék nyilak) alakit ki.

A kovetkezokben roviden Osszefoglalom, hogy milyen megkdzelitésekkel lehet a hetero-
FRET hatasfokat mérni. Egyrészt meg lehet hatarozni a donor fluoreszcencia intenzitasanak

csokkenésébdl (donor kioltas vagy quenching) akceptor jelenlétében:

(8)

ahol F) és Fpy a donor akceptor nélkiil és jelenlétében mért fluoreszcencia intenzitasa. Ehhez

hasonldan csékken a donor fluoreszcencia ¢élettartama is akceptor jelenlétében:

E=1-To4 )

D

ahol 7 és 7p4 a donor akceptor nélkiil és jelenlétében mért fluoreszcencia élettartama. A
donor ¢lettartamanak a csékkenése miatt megnd a donor fluoreszcencia anizotropiaja, mert a

gerjesztett donornak kevesebb ideje van forogni:

E=1-Ip1 (10)

ahol 7y a hataranizotropia, rp €s rpy a donor akceptor nélkiil és jelenlétében mért
fluoreszcencia anizotropidja. Egy masik moddszer az akceptor fotoelhalvanyitdsan
(photobleaching) alapuld megkdzelités. Ennek soran megmérik a donor fluoreszcencia

intenzitasat akceptor jelenlétében (Fp4), majd az akceptort magas intenzitdsu gerjeszto
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fénnyel kiégetik. Mivel ezaltal megsziinik az akceptor abszorpcids képessége, az akceptor
kiégetés utan mért donor intenzitds megfelel az akceptorral nem jeldlt minta fluoreszcencia
intenzitasanak (Fp).

A FRET jelenség egy masik varidnsa a homo-FRET, amikor a donor és az akceptor
molekulak spektroszkopiailag azonosak, igy elsé 1épésben a donor egy masik, akceptorként
viselkedd, de a donorral azonos molekulaval 1ép kolcsonhatasba, majd ez a molekula a
kovetkezé 1épésben mar donorként fog viselkedni. Igy az energia szétoszlik a donorokbél all6
populacidban (8. dbra). A fentiek értelmében a homo-FRET mérésével kvantitativan lehet
elemezni nagyobb méretli asszocidtumokat is. A homo-FRET egyetlen megnyilvanulasa a

donor fluoreszcencia anizotrdpiajanak a csokkenése.

homo-
gerjeszté FRET

e e
| vt
8

‘
«—

8. ABRA: Polarizalt fénnyel torténd gerjesztés hatasara kialakult homo-FRET spektroszkopiailag azonos
molekulak kozott. Két molekula kdzotti maximalis tavolsag 10 nm. A kettds nyilak reprezentaljak az oda-vissza
is lejatsz6dd homo-FRET koélesonhatast (D = donor).

2.7. A fluoreszcencia anizotrdopia elméleti hattere

A fluoreszcencia anizotropia a tér harom irdnyaba emittal6 fluorofort jellemzi, vagyis az
emisszids polarizaci6 mértéke, mellyel a molekuldk rotacigjat lehet kimutatni. Ha a
fluoroférokat x irdnyban terjedd, x-z sikban vertikalisan polarizalt fénnyel vilagitjuk meg, a
fotoszelekcid kovetkeztében preferencidlisan a vertikalisan elhelyezkedd fluorofor molekulak
gerjesztddnek, és a gerjesztett allapott fluoroforok a rotacidjuk kovetkeztében a z-tengely
koré rajzolhatd forgaskupon beliil helyezkednek el. Ha a rendszer nem T=0 K-en van, ahol
mozdulatlanok a fluoroférok, akkor a molekuldk rotaciés diffuzids mozgast végeznek, és az
emisszios vektorok irdnya random modon szétszorodik, a forgaskup kiszélesedik. Ez azzal jar,

hogy az y tengely mentén detektalt fluoreszcencia anizotropidja csdkken. A V térfogata

crer
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.
T =k—’T’ (11)

ahol 7;, a fluorofor rotacids korrelacios ideje, k£ a Boltzmann-allando és a T az abszolut
hémérséklet.

A fluoreszcencia anizotropiat (r) el0szor Perrin irta le 1926-ban. A rdla elnevezett
egyenlet leirja, hogy fiigg az anizotrépia a fluorofor rotacids korrelacios idejétdl és a

fluoreszcencia ¢€lettartamatol (63):

T
l:l(pr_ﬂ] (12)
roor T

ahol 9 a mozdulatlan fluoroférra jellemzd hataranizotropia és 7 a fluorofor gerjesztett

allapotanak az ¢élettartama. Lathatd, hogy ha nagyon lassan forog a molekula (7;,; — o) vagy

. , . e . 1 1 ,
a gerjesztett allapot élettartama infinitezimalisan rovid (77 — 0), akkor — =—. Az ekkor mért
roor,

anizotropia megegyezik a mozdulatlan fluoroférra jellemzd maximalis anizotropiaval, a
hataranizotropiaval, melynek maximalis értéke 0,4 lehet. Ha ennél nagyobb értéket mériink,
akkor a fluoreszcencia mellett szort fényt is tartalmaz az emittalt fény. Mivel a fluorofor
gerjesztett allapotanak élettartama 4ltalaban néhany nanosecundum (7; # 0), a fluoreszcencia
anizotropia kisebb a hatdranizotropianal, ha a molekula rotacidos korrelacidos ideje a

fluoreszcencia élettartam idejével 6sszemérhetd vagy annal kisebb.

[ [
a, b | c
1 1
1 1
: homo- : hetero-
1 FRET 1 FRET
1 1
- Y9 Ye
1 1
1 1
1 1
1
donor : I %I:cceptor
oton
foton 1 1

9. ABRA: A fluoreszcencia anizotropia valtozasa FRET jelenléte nélkiil (a), homo-FRET (b) és hetero-FRET
(c) jelenlétében. A donor (D) forgaskupjanak szélessége aranyosan valtozik a molekula rotacios diffazios
mozgasaval. (4 = akceptor)
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Ha a gerjesztett fluorofor (donor) kozelében taldlhatdé egy masik, spektroszkopiailag
kiilonb6z6 fluorofér (akceptor), amivel hetero-FRET kolcsonhatast tud kialakitani, akkor a
donor fluoreszcencia anizotropiaja nagyobb lesz, mint FRET jelenléte nélkiil, mert a donor
rovidebb ideig van gerjesztett allapotban, ezaltal kevesebbet forog és kevésbé depolarizalodik
(9.c. dbra). Ezzel szemben, ha a kozelben 1évé molekula spektroszkopiailag megegyezik a
gerjesztett donorral, akkor homo-FRET johet létre kozottilk, ami a donor fluoreszcencia
random modon, azaz nem polarizdltan van orientdlodva, és az altala emittalt foton is
depolarizéalatlan (9.b. dbra). Az anizotropia csOkkenés mértékébol lehet kovetkeztetni a
klaszter méretére.

Runnels ¢és Scarlata szerint, egy k szamu fluorofért tartalmazo klaszter egyensulyi

(steady-state) anizotropiaja forditottan aranyos a fluoroforok szdmaval (64):

), e
7 ZGWJWFRETW (13)

ahol 7y a klaszter, r; az elsddlegesen gerjesztett molekula, rgzzr @ homo-FRET altal gerjesztett

: . . R
molekula anizotropidja, d a fluoroforok kozotti tavolsdg a klaszterben ?0 egységben

kifejezve.

Természetesen a fluoreszcencia anizotropiat nemcsak az energiatranszfer befolyasolhatja,
hanem a fluorofor gerjesztett allapotdnak az élettartama, vagy a rotacids korrelaciods ideje is
(12. egyenlet). Ezért az 1d6fliggd anizotropia fluoriméteren vagy fluoreszcens mikroszkopon
torténd mérésével a molekuldk rotacios diffuzidos mozgasardl kaphatunk felvilagositast (62).
A fluoroférok stirliségétdl fiiggd anizotropia mérésével az egymadssal kolesonhatasban 1évo
molekuldk szamat tudjuk megbecsiilni. Ezt az elvet hasznaljak ki olyan mérések esetében,
amikor az anizotrépia novekedését mérik az akceptor fotoelhalvanyitdsanak a fiiggvényében
(65-67). Mivel mikroszképos méréseknél minddssze néhany tiz vagy néhany szaz sejtet
tudunk egyszerre vizsgalni, statisztikailag kevésbé megbizhatéak. Ezzel szemben aramlasi
citométeren tobb szdzezer sejtet lehet rovid id6 alatt lemérni. Mivel a fluorimetriaval szemben
az aramléasi citometria nem az egész populacio atlagarol, hanem egyedi sejtekrdl ad
felvilagositast, ezért statisztikailag sokkal megbizhatobb mind a mikroszkoépos, mind a
fluoriméteres mérésekhez képest. Ezért kifejlesztettink egy 4aramldsi citométeren

alkalmazhatdé modszert, amellyel az anizotropia fluoreszcensen jeldlt antitest
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koncentraciojatol valo fliggését vizsgaltuk, mellyel kvantitativan lehet jellemezni nagy méretii
ErbB proteinekbdl felépiildé homoklasztereket. A moddszert részletesen a 3.6 és 4.1.1-4.1.3.

fejezetek ismertetik.

2.8. FRET-szenzitizalt akceptor fotoelhalvanyitas elmélete

Mekler és munkatarsai leirtak egy altaluk PES-nek nevezett technikat, mellyel alacsony
FRET hatasfokot is pontosan tudtak mérni. A médszer 1ényege az, hogy a FRET hatasfokot
annak a fotokémiai reakcidonak a kinetikajabol hatiroztdk meg, amelyben az akceptor
szenzitizalddott a donortdl szarmazo FRET altal. Ha a vizsgalt fotokémiai reakci6 az akceptor
fotoelhalvanyitdsa (photobleaching), akkor a szenzitizdcid sordn a donor gerjesztésének
hatasara az akceptor fluoreszcencidjanak fokozatos csokkenése figyelhetd meg a molekula
lassu kiégése miatt (68, 69).

Az altalunk FSAB-nak nevezett modszer szerint a tanulméanyozni kivant proteineket
megjeldljiik fotostabil donorral és fotolabilis akceptorral, majd a donor molekulat gerjesztve
csak azok a fotolabilis akceptor molekuldk égnek ki, melyek elég kdzel vannak a donorhoz,
hogy kozottiik hetero-FRET kolcsonhatds johessen létre. Az akceptor intenzitdsdnak a
csokkenését az akceptor emisszids hullamhosszan vizsgaljuk. gy meghatarozhato az akceptor
molekulak azon ardnya, melyek a donorral egy klaszterben vannak.

Fontos kovetelmény, hogy olyan hullamhosszusagu fénnyel vilagitsuk meg a mintat, ahol
a donor jelentds abszorpciot mutat, mig az akceptor kozvetlen gerjesztése elhanyagolhato.
Még igy is megfigyelhetd a hetero-FRET okozta fotoelhalvanyitds mellett az akceptor
molekulak direkt gerjesztés hatisara bekovetkezd kiégése. Ezért tigy kell kivalasztani a
fotostabil donor és fotolabilis akceptor part, hogy az akceptor extinkcids koefficiense a
megyvilagitas hullamhosszan sokkal kisebb legyen, mint a donoré.

Kisérleti koriilmények kozott a legtobb fotolabilis akceptor molekula kiégése viszonylag
lasst folyamat, ami a modszert praktikus szempontbol hasznalhatatlannd teszi. Azonban a
cianin alapu fluoroférok (pl. Cy5) fotoelhalvanyitasi kinetikdja szén-tetrabromiddal (CBry)
jelentésen gyorsithatd, ugyanis a CBry toltésatviteli komplexet képes alkotni aromas

vegyiiletekkel (68).

22



ITrodalmi attekintés

2.9. Célkitiizés

Az ErbB receptorcsalad fontos szerepet tolt be a rakkutatasban, hiszen overexpresszidjuk
esetén az aktivalodasuk koros sejtburjanzashoz vezethet. Aktivaciojuk kulcslépése a
dimerizaciojuk, illetve magasabb rendi oligomerizacidjuk, melyek tanulmanyozasara
szamtalan modszer all rendelkezésre, azonban ezek legtobbje csak kvalitativ vagy
szemikvantitativ jellemzést biztosit. Kiilonosen limitéltak a lehetdségek a nagyméretii (azaz
dimernél nagyobb) klaszterek jellemzésére, ill. a heteroklaszterek Osszetételének pontos
leirasara. Az ErbB homo- és heteroklaszterek méretének, Osszetételének kvantitativ
meghatarozasa kulcsfontossdgi lehet az aktivacidés utvonalak gatldsaban, ezaltal a
sejtosztodas megallitasaban.

Ezért célul tlztiik ki

e cgy olyan, dramlési citométeren alkalmazhato, statisztikailag megbizhatd, homo-
FRET ¢és fluoreszcencia anizotropia mérésén alapulé modszer kidolgozasat, mellyel
kvantitativan tudunk jellemezni homoklasztereket ¢s meg tudjuk hatarozni a monomer
formaban 1év0 receptorok aranyat is.

e az ErbBl ¢és az ErbB2 molekuldk nagyméreti homoasszocidtumainak
tanulmanyozasat nyugalomban 1évo és stimuldlt human tumorsejteken a fenti modszer
alkalmazasaval.

e a heteroklaszterek kvantitativ meghatarozasdhoz egy konfokdlis mikroszképon
alkalmazhat6 eljaras megalkotasat, mely egy fotolabilis akceptor molekula hetero-
FRET éltali fotoelhalvanyitasan alapul (FSAB).

e a heteroklaszterekben jelen 1évé ErbBl1 ¢és ErbB2 receptorok ardnyanak
meghatarozasat nyugalomban 1évé és EGF altal stimuldlt human emlétumor
sejtvonalon az FSAB moddszerrel.

e az ErbB1 és az ErbB2 fehérjékbdl felépiilé homoklaszterek kvantitativ jellemzését az

FSAB modszerrel is nyugalomban 1év6 és EGF stimulalt human tumorsejteken.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Sejtvonalak

Az ErbB2 homoklaszterek és az ErbB1-ErbB2 heteroklaszterek kvantitativ jellemzését az
SKBR-3 human emlStumor sejtvonalon végeztik, amely ~2x10° ErbBl és ~10° ErbB2
fehérjét fejez ki. Az ErbB1 homoasszocidtumok kvantitativ jellemzéséhez az A431 humén
epitelialis karcinoma sejtvonalat hasznaltuk, amely sejtfelszinén ~2x10° ErbB1 és ~2x10"
ErbB2 fehérje expresszalodik. A fentebb emlitett sejtvonalakat az American Type Culture
Collection-t6l (ATCC, Manassas, VA) vasaroltuk meg és 10% fetélis borju szérumot (FCS),
gentamicint (50 pg/ml) és L-glutamint (2 mmol/1) tartalmaz6 DMEM-ben tenyésztettiik.

A sejtek felszinén kifejez6dé ErbB1 és ErbB2 fehérjék szamat Qifikit-tel hataroztuk meg,
melyet a Dako-tol (Hamburg, Németorszag) rendeltiink meg.

Aramlasi citometrids mérésekhez a sejteket tripszin-EDTA (0,05% tripszin, 0,02%
EDTA) kezeléssel vettiik fel, mig a mikroszkopos kisérleteknél a sejteket 8-lyuku fedélemez
alju kamraban tenyésztettilk, melyet a Nalge Nunc International-tél (Rochester, NY)

vasaroltunk.

3.2. Antitestek, festékek és novekedési faktorok

Az EGFR455 (IgG1) nevii, kizardlag az A431 sejtvonalon talalhaté ErbB1 receptort
felismerd egér monoklonalis antitestet a 455-jelii hibridoma termelte, amit a European
Collection of Cell Cultures-t6l (Wiltshire, UK) vasaroltunk meg. Az EGFR455 antitest nem
gatolja az EGF kotodését az ErbB1-hez. Az Mab528 (IgG2a) elnevezésii, barmely sejten jelen
1évo ErbBl1-et felismerd, az EGF kotodésével kompetald egér monoklonalis antitestet a HB-
8509-jelli hibridoma termelte (47CC). Az antitesteket hibridomajuk feliillusz6jabol tisztitottuk
affinitds kromatografidval protein A oszlopon.

Az ErbB2 receptor ellenes humanizalt monoklondlis antitestet, a trastuzumabot
(Herceptin®, IgG1) a Roche Magyarorszdg Kfi-t6l vettiik. Az ErbB2 heterodimerizaciéjat
sztérikusan gatld, humanizalt monoklonalis antitest, a pertuzumab (Omnitarg®, 2C4) a
Genentech Inc. (South San Francisco, CA) ajandéka volt. Az OP15 nevii, az ErbB2
intracellularis doménje elleni monoklonalis antitestet a Calbiochem-Merck Biosciences-t0l
(Schwalbach, Németorszag) vasaroltuk. Az Ab-18 elnevezésii monoklondlis antitestet, ami a

tirozin-foszforilalt ErbB2 receptort ismeri fel, a Lab Vision-tol (Fremont, CA) rendeltiik meg.
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Az antitestek amino csoportjaihoz AlexaFluor488 (Alexa488), AlexaFluor546
(Alexa546, Molecular Probes), Cy3 vagy CyS (GE HealthCare, Freiburg, Németorszag)
fluoreszcens festékek szukcinimidil-€szter szarmazékait konjugaltuk, majd az antitesthez nem
kotédott festéket Sephadex G-50 oszlopon valasztottuk el. A festék-protein aranyt (egy
antitesthez ko6tddd fluoroforok atlagos szama) spektrofotometridsan hataroztuk meg, ami
altaldban 1-2 koriili érték volt. A Qdot605 nanokristallyal konjugélt trastuzumabot az
Invitrogen (Karlsruhe, Németorszag) Qdot-antitest konjugald kitje (Qdot605 Antibody
Conjugation Kit-tel, Q22001MP) segitségével allitottuk eld. A Qdot-tal valoé konjugacid az
antitesten jelen 1évo tiol-csoportok és a nanokristdlyokon megtaldlhaté maleimid-csoportok
reakciodjan alapszik. Atlagosan egy antitesthez egy Qdot605 molekula kotédott.

Az Alexad488 vagy Alexa546 festékekkel konjugalt GAMIG F(ab),-t (goat anti-mouse
immunoglobulin G, kecskében termeltetett egér IgG ellenes antitest) és a Cy3-mal jelolt
GAHIG F(ab),-t (goat anti-human IgG, kecskében termeltetett human IgG ellenes antitest) a
Molecular Probes-t6] (Eugene, OR) vasaroltuk meg.

Az ErbB1 receptor ligandjat, az epidermalis ndvekedési faktort, €s az ErbB3, valamint az
ErbB4 receptorok ligandjat, a heregulin-fl-et az R&D Systems-t6l (Minneapolis, MN)
rendeltiik meg.

A fotoelhalvanyitas sebességének a fokozasahoz hasznalt CBry-ot a Sigma-Aldrich-t61
(Schnelldorf, Németorszag) vasaroltuk meg por formajiban, melybSl 2x102 M torzsoldatot

készitettiink 70%-0s etanolban feloldva.

3.3.  Sejtek kezelése és jelolése fluoreszcencia anizotrépia méréséhez

Novekedési faktorral torténd stimulalas eldtt a sejteket 24 oraig 0,1% szérumot (FCS)
tartalmazé médiumban €heztettiik. Ezt kovetden a frissen feltripszinezett A431 vagy SKBR-3
sejteket kétszer mostuk jéghideg, fiziologias sot tartalmazo foszfat pufferben (PBS, pH 7,4),
majd mintanként ~1-1 milli6 sejtet felszuszpendaltunk 100 pl Hanks-pufferben, ami 1 mg/ml
marha szérum albumint (BSA) is tartalmazott, hogy csokkentsiik az antitestek aspecifikus
kotodését.

Az ¢éheztetett SKBR-3 sejtek 20 pg/ml pertuzumabbal torténd eldkezelését 37°C-on
végeztiik 15 percen keresztiil, majd a kontrol és az eldkezelt sejteket stimuldltuk 600 ng/ml
EGF-fel vagy 50 ng/ml heregulinnal 15 percig 37°C-on. Az ¢heztetett A431 sejteket csak 600
ng/ml EGF-fel stimuléltuk. A kezeléseket kdvetden folytattuk a sejtek jelolését a homo-FRET
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méréséhez az alabbiak szerint.

Homo-FRET mérésekor az adott receptort (ErbBl-et vagy ErbB2-6t) megjeldltiik
Alexa488-cal konjugalt ¢s jeloletlen antitestek kiilonbozé aranya keverékével, majd a
mintakat 30 percig inkubaltuk jégen, a kozvetlen fénytdl védve. Az ErbB1 receptort Mab528
vagy EGFR455 antitesttel jeloltiik, mig az ErbB2 molekulakat trastuzumabbal. A jeldlt és a
jeldletlen antitestek teljes koncentracioja mindig 50 ug/ml volt, de a jelolt antitest aranyat
folyamatosan noveltiik 0%-tol 100%-ig 10%-o0s lépésekkel. A jelolt sejteket kétszer mostuk
hideg PBS-ben, majd fixaltuk 1% formaldehidet tartalmaz6 PBS-ben. A mérésig a mintakat
4°C-on tartottuk, hogy megakadalyozzuk az antitest altal indukalt receptor asszociaciot és
internalizéciot.

Az Alexa488 fluoreszcens festékkel konjugalt antitestek hataranizotropiainak
meghatarozdsdhoz az adott receptort megjeldltik 50 pg/ml donor-konjugélt antitesttel
(Alexa488-trastuzumab, Alexa488-Mab528 vagy Alexa488-EGFR455) 30 percen keresztiil
jégen ¢és sotétben. Hideg PBS-ben torténd mosast kovetden a mintdkat 5 részre osztottuk,
melyeket kiilonb6z6 koncentraciojd (0,5 pg/ml-tdl 9 pg/ml-ig) akceptor-konjugalt
masodlagos antitesttel jeldltiink meg (Cy3-GAHIG F(ab);-vel az Alexa488-trastuzumab
esetében, Alexa546-GAMIG F(ab),-vel az Alexa488-Mab528 és az Alexa488-EGFR455
esetében) 30 percig jégen és fénytdl védve. A jelolést kovetden a sejteket kétszer mostuk
hideg PBS-ben, majd lefixaltuk 1% formaldehidet tartalmaz6 PBS-ben.

Az ErbB2 tirozin-foszforilacidjanak mértékét nyugalomban 1évd és stimulalt SKBR-3
sejteken hatdroztuk meg ugy, hogy 3,7% formaldehidet tartalmazé PBS-ben fixaltuk a
sejteket 30 percen keresztiil jégen, majd kétszer mostuk hideg Tris-pufferrel (100 mM Tris +
100 mM NaCl; pH 7,4) azért, hogy a felesleges formaldehiddel a Tris elreagéaljon. Ezt
kovetden minden mintat két részre osztottunk. Az egyikben az ErbB2 intracellularis doménjét
jeloltik meg 10 pg/ml OP15 antitesttel, mig a masikban a tirozin-foszforilalt, aktivalt ErbB2
receptorokhoz (p-ErbB2) kotottiink Ab18 antitestet 10 pg/ml-es koncentracidban. Az
inkubalast PBS-BSA-TX permeabilizal6 pufferben (0,1 (v/v)% Triton X-100 + 1 mg/ml BSA
PBS-ben, pH 7,4) végeztiikk 30 percig jégen. A jeldlést kovetden a mintdkat kétszer mostuk
hideg PBS-BSA-TX-ben, majd a sejteket megjeloltik 20 pg/ml Alexa488-GAMIG F(ab),
masodlagos antitesttel 30 percen keresztiil jégen és fénytdl védve. A végén kétszer mostuk a
mintdkat hideg PBS-BSA-TX-ben, majd felszuszpendaltuk a sejteket 1% formaldehidet
tartalmazé PBS-ben.
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3.4. Sejtek jelolése FRET-szenzitizalt akceptor fotoelhalvanyitas méréséhez

A FSAB mérések kivitelezéséhez elsé 1épésben taldlni kellett egy donornak alkalmas
fotostabil és egy akceptorként hasznalhatd fotolabilis fluoreszcens molekulat, amelyek CBry4
jelenlétében is megdrzik ezen tulajdonsdgaikat. Fotolabilis molekulaként a Cy5 festéket
hasznaltuk, mig fotostabil molekulaként kiprobaltuk az Alexa546 mellett a quantum dot
nanokristalyokat is, amelyekrdl koztudott, hogy fotostabil molekuldk. A 8-lyukt feddlemez
alji kamraban novesztett SKBR-3 sejteket kétszer mostuk hideg PBS-sel, majd megjeloltiik 5
ug/ml Qdot605-trastuzumabbal vagy 20 ng/ml Alexa546-trastuzumabbal vagy 20 pg/ml CyS5-
Mab528 antitesttel 30 percen keresztiil jégen, sotétben. A kétszeri hideg PBS-sel torténd
mosast kovetden a sejteket fixaltuk 1% formaldehidet tartalmazé PBS-ben. Konfokalis
mikroszkopon vizsgaltuk a fluoroforok fotoelhalvanyitasi kinetikajat 8x10* M CBry
jelenlétében ¢€s hidnyéaban.

A heteroklaszterek meghatarozdsdhoz a sejteket 8-lyukt feddlemez alju kamrdban
novesztettiik, és a kisérlet elott 24 oraval éheztettiik 6ket 0,1% FCS-t tartalmazé DMEM-ben.
Kezelés elott a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd egy résziiket stimuldltuk 600 ng/ml
epidermalis novekedési faktort tartalmazd Hanks-puffer-BSA-val (1 mg/ml BSA PBS-ben) 15
percen keresztiil 37°C-on. Hideg PBS-sel torténd kétszeri mosast kovetden a homoklaszterek
vizsgélatdhoz megjeldltiik a nyugalomban 1évé és stimulalt receptorokat (ErbB1 receptorokat
az A431 sejteken, ErbB2 receptorokat az SKBR-3 sejteken) 20-20 pg/ml fotostabil donor
festékkel (Alexa546) és fotolabilis akceptor festékkel (Cy5) konjugalt antitestekkel (Mab528
az ErbBl1 fehérje esetén, trastuzumab az ErbB2 protein esetén). A heteroklaszterek
tanulmanyozasdhoz SKBR-3 sejteket jeloltiink meg 20 pg/ml Alexa546-trastuzumab vagy
Cy5-trastuzumab és 20 pg/ml Cy5-Mab528 vagy Alexa546-Mab528 antitestek keverékével.
A jeldlést 1 mg/ml BSA-t tartalmazd Hanks-pufferben végeztiik jégen, 30 percig, sotétben. A
nem kotédott antitesteket hideg PBS-sel torténd kétszeri mosassal tavolitottuk el, majd
fixaltuk a sejteket 1% formaldehidet tartalmazé PBS-ben. Kozvetleniil a fotoelhalvanyitas
elinditisa elétt adtunk a sejtekhez 8x10™* M CBry-ot a Cy5 fotoelhalvanyitasinak a
sebességének a fokozasahoz.

A mintakat konfokalis mikroszkopon tanulményoztuk.

27



Anyagok és modszerek

3.5. Fixalas hatasa az ErbB1 receptorok lateralis mobilitasara — FRAP mérés

A Kkisérlethez hasznalt Ad4erbB1 sejtvonalat kollaboracios intézetiinkben (Thomas Jovin
laboratoriuma, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, Gottingen, Németorszag)
hoztdk létre ugy, hogy az A431 epitelidlis karcindma sejtvonalat stabilan transzfektaltak
ErbB1-eGFP fluoreszcens plazmiddal (70, 71). Az AderbB1 sejtvonal ~2x10° endogén
ErbB1 fehérjét és ~10° ErbB1-eGFP molekulat fejez ki a sejtfelszinén, melyet aramlasi
citométeren a Qifikit-tel (Dako) hatdroztunk meg. A FRAP mérésekhez a sejteket 8-lyuku
fed6lemez alju kamraban tenyésztettiikk (Nalge Nunc International) 10% FCS-t tartalmazo
DMEM médiumban, melyet lecseréltink 0,1% szérumot (FCS) tartalmazdé médiumra a
kisérlet eldtt 24 oraval. A mérés el6tt a sejteket kétszer mostuk PBS-ben, majd a mintak egy
részét fixaltuk 1% formaldehidet tartalmazé PBS-ben, mig a tobbi sejtre csak Hanks-puffer-
BSA oldatot tettiink. A fixalt mintdk egy részéhez kozvetleniil a kiégetés elétt 8x10™* M
CBr4-ot adtunk.

A FRAP méréseket a Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkdppal (Carl
Zeiss AG, Jena, Németorszag) végeztiik tigy, hogy képek felvételénél az argon ion 1ézer 488
nm-es vonalan a teljesitményt 5 %-ra allitottuk be, és az eGFP fluoreszcencidjat 505 nm-es
feliilateresztd szlirével detektaltuk. A kiégetéshez a sejtmembranon kijeldltink egy
kozelitéleg 2x2 pm-es teriiletet, melyet 100 %-os lézer teljesitmény mellett
fotoelhalvanyitottunk az argon ion lézer 488 nm-es vonaldval. A fluoreszcencia visszatérését
ugy kisértiikk figyelemmel, hogy 150 masodpercen keresztiil minden masodpercben képet
vettlink fel 5 %-os teljesitményi, 488 nm-es gerjesztd fénnyel.

A képfeldolgozashoz a Matlab (Mathworks Inc., Natick, MA) alatt futd Diplmage
programot (Delft University of Technology, Delft, Hollandia) hasznaltuk. A felvett képek
elcsuszasat a Diplmage ,.correctshift” parancsanak alkalmazasaval korrigaltuk, majd
kiszamoltuk a kiégetett teriileten az atlagos fluoreszcencia intenzitdst. A Matlab program

segitségével a /4. egyenletet illesztettiik a normalizalt fluoreszcencia visszatérés pontjaihoz:

a+(1—a—b)(l—e;J (14)

ahol a és b konstans, 7 az empirikus fluoreszcencia visszatérési id6 allando és ¢ az id6. A

fluoreszcens molekulak mozdulatlan aranyat a 15. kifejezéssel hatarozhatjuk meg:
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b
1a (15)

3.6. Aramlasi citometria és a homo-FRET mérések kiértékelése

A sejtenkénti fluoreszcencia anizotropia méréseket L-formatumu, DiVa opcidval
felszerelt FACSVantage SE citométeren (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) végeztiik.
Az Alexa488 festéket az argon-ion lézer 488 nm-es, linedrisan polarizalt vonalaval
gerjesztettiik. Az anizotropia méréséhez a 1ézerfény polarizacidjat vertikalis irdnyba forgattuk
félhullam-lemez (half-wave plate retarder, model 481AS, Newport, Irvine, CA)
felhasznalasaval. A félhulldm-lemez kettostord kristalybol késziil, €és a benne szétvalo
vertikalis €s horizontalis fénykomponensek kozott A/2 utkiilonbséget hoz létre, ezaltal a
bemend linedrisan polaros fény sikjat képes elforditani. Megkerestiik a félhullam-lemez azon
allasat, amelynél a szort fény (melyet 488+10 nm-es savsziirdn keresztiil detektaltunk)
vertikalis komponense maximalis, horizontalis komponense minimalis volt. Ez a pozici6 felelt
meg a vertikalisan polarizalt gerjeszté fénynek. A fluoreszcencia anizotropia mérésekor az
emittalt fotonok elészor egy 53015 nm-es savszliron haladtak keresztiil, majd a detektorok
elé helyezett szélessavl polarizacidés nyalabosztd kockaval (polarizing beam-splitter cube,
model 10FC16PB.3, Newport) szétvalasztottuk a nyaldbot vertikalisan és horizontalisan
polarizalt 6sszetevOkre. Kétféle polarizalt fluoreszcencia intenzitast mértiink, az /,,-t és az I,;-
t, ahol az els6é index a gerjesztd fény, a masodik index az emittalt fény polarizaltsaganak

iranyat adja meg. Az anizotrépiat (r) a kovetkezo egyenletek segitségével hataroztuk meg:

Itot:]vv+aXGx]Vh (16)
r:%}& (17)

ahol [, a teljes fluoreszcencia intenzitds. A citométer lencséjének nem-zér6 numerikus
appertiraja torzitja az anizotropia értékeket, ezt az a korrekcios faktorral vettiik figyelembe.
G a detektorok és az optikai rendszer vertikélis és horizontalis irdnyban polarizalt fényre
vonatkoz6 eltérd érzékenységét kifejezd paraméter. A G-faktor meghatarozasahoz a sejteket

horizontalisan polarizalt fénnyel gerjesztettiik, amit ugy allitottunk eld, hogy a félhullam-
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crer

intenzitast detektaltunk horizontalis gerjesztés mellett, az emittalt fény vertikalis (Z;,) és
horizontalis (/;;) OsszetevOjét. A polarizalt intenzitasokat korrigdltuk a jeldletlen sejtek
autofluoreszcenciajaval, majd a /8-as egyenletnek megfelelden kiszdmoltuk a G korrekcios

faktort:

G=2t (18)

Minden jel6lt és jeloletlen antitestek keverékével jelolt mintabol 50.000 sejtet mértiink le,
majd kiszamoltuk a sejtenkénti anizotropiat a /7. képlet alapjan. A kiértékeléshez a ReFlex
programot hasznaltuk, amellyel elsé Iépésben kikapuztunk ~30.000-40.000 sejtet az elére
iranyuld (FSC = forward scatter) és oldalszords (SSC = side scatter), valamint a total

fluoreszcencia intenzitas és anizotropia pontabrakon (dot plot). A kikapuzott alpopulécionak

crer

crer

figgvényében, majd a grafikonra a 23. egyenletet illesztettiikk, melybdl meghataroztuk a
klaszter méretet és a monomer %-ot, majd harom fliggetlen kisérlet eredményeit atlagoltuk. A
mért adatok becstilt hibait is kiszamitottuk, és feltételezve, hogy az anizotropia normalis
eloszlast kovet, felhasznaltuk a Monte Carlo szimulacidt, mellyel 250 véletlenszerti
anizotropia-szaturaci6 adatpart allitottuk eld. Minden adatsorra illesztettilk az anizotropia
modellt, és hisztogramon abrazoltuk az illesztett klaszterméret és a monomer % eloszlasat. A
hisztogram szélességek valojaban az illesztett paraméterek konfidencia intervalluméval
ekvivalens informacidt mutatnak be, azonban az illesztett paraméterek eloszlasa nemcsak az
illesztés hibajat tartalmazza, hanem a mérési hibat és a bioldgiai variabilitast is, melyek
pontos hozzdjarulasar6l nincsen informacionk. Az illesztéshez és a Monte Carlo
szimulaciohoz, melynek részleteit a 4.1.1 fejezet targyalja, a Mathematica programot
(Wolfram Research, Champaign, IL) hasznaltuk.

A hetero-FRET hatékonysag mérését is ezen a citométeren végeztiik 488 és 532 nm-es
gerjesztés mellett. Az Alexa488 festéket (donor) az argon-ion lézer 488 nm-es vonaladval
gerjesztettiik és a donor csatornaban detektaltuk 530+15 nm-es sdvszlirOn keresztiil. Az
Alexa546 ¢és a Cy3 fluoroforokat (akceptor) a didda pumpadlt szilardtest 1ézer 532 nm-es
vonaldval gerjesztettik és 585+21 nm-es savsziiron keresztiil detektaltuk az akceptor

csatornaban. A fluoreszcencia rezonancia energia transzfert a FRET csatornaban detektaltuk

30



Anyagok és modszerek

585421 nm-es savsziirdn keresztiil az argon-ion lézer 488 nm-es vonalaval torténd gerjesztést

kovetden. A sejtenkénti FRET hatékonysagot a ReFlex programmal hatdroztuk meg.

200

0.19

?
~0.17 %

%100
wn

v
~ |

0 0.15 :
100 0.0 0.5 1.0
ﬂ szaturacio
meért adatok becsdilt hibaja, 250 véletlen | a 23. egyenlet illesztése az
adatsor elédllitasa N anizotrépia-szaturacié diagramra
\ 4 A 4
| anizotrépia modell illesztése a véletlen adatsorra | klaszter méret és monomer %
meghatarozasa
A
| {klaszter méret,, monomer %;}...{klaszter méret,s, monomer %50} | v
3 kisérlet atlaganak a
\ kiszamitasa

a szamitott 250 klaszter méret és monomer %
eloszlasanak abrazolasa

10. ABRA: Adatok gytijtése, kapuzas, és a szamolas menete a klaszter méret és a monomer %
meghatarozasahoz fluoreszcencia anizotropia mérés soran. Minden mérésnél 50.000, kiilonb6z6 aranyban
Osszekevert jeloletlen és Alexa488 festékkel konjugalt antitesttel megjelolt sejtet mértiink le dramlési
citométeren. A sejteket eldszor az eldre iranyuld (FSC) és oldalszoras (SSC) pontabran kikapuztuk (A), majd a
total fluoreszcencia intenzitas (/,,,) €s anizotropia (») pontabrara helyezett kapu segitségével csak a nagy
intenzitasu sejteket analizaltuk tovabb (B). A pontdbrakon egy pont felel meg egy sejtnek. A citométeren
rogzitett adatok felbontasa 18-bit volt, de a pontabrakhoz az adatokat atskalaztuk. A B. dbran 1éve vastag
szaggatott vonal a jeloletlen sejtek fluoreszcencia intenzitasat mutatja. Az abran a kapukat arnyékos
sokszogekkel tiintettiik fel. Ugyanazon a napon lemért, kiilonb6z6 koncentracioji jeldlt antitesttel megjeldlt
mintakon a kapuk helyzete azonos volt. A total fluoreszcencia intenzitas alsé hatarértékét vizualisan kapuztuk ki
ugy, hogy a halvany sejtek széles tartomanyban valtozo anizotropidit nem vettiik figyelembe. Ezt a hatarértéket

minden mintanal allandonak tekintettiik. Minden mintara kiszamoltuk az 4tlag anizotropiat (7) és a total

intenzitas atlagat (] ot ) , melyek egy-egy adatpontot jelolnek a C. abran, ahol az anizotropia értékek jelolt

antitest koncentraciojatol (szaturacid) valo fiiggése latszik. A 23. egyenletet illesztettiik az anizotropia-szaturaciod

diagramra, melybdl meghataroztuk a klaszter méretet €s monomer %-ot, majd harom fiiggetlen kisérlet
eredményeit atlagoltuk. Feltételeztiik, hogy az anizotropia normalis eloszlast kovet, és kiszamoltuk a mért adatok
becsiilt hibajat. Monte Carlo szimulaciot felhasznalva, az atlagok és a becsiilt hibak ismeretében 250
véletlenszer(l adatsort allitottunk el6, amely a C. abrahoz hasonl6 grafikonokat eredményezett. Minden egyes
adatsorra az anizotropia modellt illesztettiik, és az igy kapott 250 klaszter méret és monomer % adatparbol
hisztogramot szerkesztettiink.
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3.7. Konfokalis mikroszkdpia és fotoelhalvanyitas

A kamraban megjeldlt sejtekrol Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkdppal
(Carl Zeiss AG) készitettlink felvételeket egy 63-szoros nagyitdsu (numerikus aperttra: 1,4)
olajimmerzids objektivvel ugy, hogy a pinhole 2 Airy egység volt. A fotostabil donorként
hasznalt Alexa546 fluoreszcens festéket a He-Ne 1ézer 543 nm-es vonaldval gerjesztettiik,
emissziojat pedig az 560-615 nm-es savsziirOn keresztiil detektaltuk a donor csatorndban. A
fotolabilis akceptorként alkalmazott Cy5 festéket a He-Ne lézer 633 nm-es vonaladval
gerjesztettiik, és 650 nm-es feliildteresztd szlirdn keresztiil detektiltuk az emisszidjat az
akceptor csatorndban. Az Alexa546 ¢s a Cy5 fluoroforok kozott 1étrejott fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer mérésekor a FRET csatorndban is vettiink fel képet ugy, hogy a
donor molekulat 543 nm-en gerjesztettiik és az akceptor emisszigjat 650 nm felett detektaltuk.
A Qdot605 nanokristalyt az argon-ion lézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiik és az
emisszidjat 585-615 nm-es savszlirdén keresztiil detektaltuk.

A Z-tengely mentén a sejtek kozepére torténd fokuszalas utan egy optikai szeletet vettiink
fel. A rogzitett képek 512x512 pixelesek voltak, melyekben egy pixel X és Y irdanyu
kiterjedése 400 nm volt.

A Cy5 FRET hatasara bekovetkezO elhalvanyitasanak a fokozasdra a mintakat a
fotoelhalvanyitas idején 543 nm-en vilagitottuk meg uigy, hogy a 1ézer teljesitményét 100%-ra
allitottuk. Minden 100. mdasodpercben képeket vettiink fel mind a harom csatornaban
gyengébb, mindossze 5%-os 1ézer teljesitmény mellett. A fotoelhalvanyitas minden esetben

8x10™* M CBry jelenlétében tortént.

3.8. Konfokalis mikroszkoppal felvett képek elemzése

A képek kiértékeléséhez a Matlab alatt futd Diplmage programot hasznaltuk. A képek
membran és nem-membran pixelekre vald szegmentédldsdhoz a kézzel kijelolt vizfeltoltéses
algoritmust (manually seeded watershed segmentation algorithm) megvaldsito, altalunk irt
Matlab programot alkalmaztuk. A fotoelhalvanyitds soran felvett képek elcstiszasat a
DipImage ,,correctshift” parancsanak alkalmazéasaval korrigaltuk. A FRET hatékonysagot egy
korabban, a munkacsoportunk altal k6zolt publikacio alapjan (72) Ggy hataroztuk meg, hogy a
donor és az akceptor intenzitasat korrigaltuk a spektralis atfedésekre, majd a fotoelhalvanyitas

soran felvett képsorozatok kiértékelésével kiszamitottuk a hetero-FRET hatékonysagot olyan

crer
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voltak jelolve (/1. dbra). A fotoelhalvanyitott akceptor molekuldk hanyadat (Fpeacneqs) abban
az iddpillanatban szamitottuk ki, amikor a FRET hatékonysag nullara csokkent. A donor
gerjesztési hullamhosszan kozvetleniil fotoelhalvanyitott akceptor molekulak hanyadat (BCF)
a csak akceptorral jelolt mintabdl hataroztuk meg (részletesen 1. 4.2.1 fejezetben).

A donor és az akceptor intenzitdsok aranyosak a jeldlt receptorok szdmaval, de a
receptorszam kvantitativ meghatarozasahoz az intenzitasokat kalibralni kellett. Ezért SKBR-3
sejteken megjeloltik ugyanazt az epitopot vagy donorral vagy akceptorral konjugalt
antitesttel. Atlagosan 100 sejten meghataroztuk a hattérrel korrigalt atlag fluoreszcencia

intenzitasokat kiilon a csak donorral ({(/,)), és kiilon a csak akceptorral ({/,)) jelolt mintak

esetén, figyelembe véve az antitestek festék/protein (L, L,) ardnyat. Mivel mind a kettd
mintdban atlagosan ugyanannyi antitest kotédott egy sejthez, igy az atlagos fluoreszcencia
intenzitasok ardnya (R,;) megegyezik azoknak a fluoreszcencia intenzitasoknak az aranyaval,

amit az azonos szamu fluorofor molekulak emittalnak a donor €s az akceptor csatornaban:

R, =l L (19
(I L,

Ahhoz, hogy a donor ¢és az akceptor fluoreszcencia intenzitdsai azonos skalan legyenek, a
donorral és az akceptorral is megjelolt mintanal megszoroztuk a donor csatorndban mért
intenzitast az R, értékével.

A fluoreszcencia intenzitas receptor szdm szerinti kalibralasahoz meghataroztuk az adott
antitest kotOhelyeinek a szamat Qifikit (Dako) hasznélataval d&ramlasi citométeren.

A mikroszkopos képek kiértékelésekor az egy sejten jelen 1évd receptorok szadmat az

alabbi képlet segitségével hatdroztuk meg:

I
N; =Ny
)

(20)
ahol N; egy adott sejten vagy pixelben 1évé molekuldk szdma, /; egy adott sejt vagy pixel
fluoreszcencia intenzitasa, (/) pedig annak a sejtpopulacionak az atlagos, R,,-vel korrigalt
fluoreszcencia intenzitdsa, melyen az atlagos, Qifikit-tel meghatarozott receptorszam No;.

A 11. abra mutatja be az FSAB mérés soran felvett képek kiértékelésének a menetét. A

kisérletekhez hasznalt SKBR-3 sejteken megjeldltiik az ErbB1 receptorokat donor festékkel
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konjugélt antitesttel (Alexa546-Mab528), ¢s az ErbB2 fehérjéket akceptorral konjugalt
antitesttel (Cy5-trastuzumab), majd képeket vettiink fel a donor, az akceptor és a FRET
csatornakban a kiégetés elott, majd minden kiégetési ciklust kovetéen mindaddig, amig mar
nem tapasztaltunk véltozast az akceptor fluoreszcencia intenzitasaban. Ezt kdvetden folytattuk

a képek kiértékelését a mar korabban leirt médon.

11. ABRA: Reprezentativ képek mutatjak be a kotott akceptor molekulak ardnyanak meghatarozasat az FSAB
modszerrel. SKBR-3 sejteket megjeloltiink Alexa546-Mab528 és CyS-trastuzumab antitestek keverékével. A. Az
akceptor csatornaban felvett képen a membran €s nem-membran pixelek szétvalasztasahoz a kézzel kijeldlhetd
vizfeltoltéses algoritmust alkalmaztuk. B. Az A. fluoreszcens képre rahelyeztiik a sejtmembrant kijeldlo piros
membran maszkot. C-D. A kioltatlan donor fluoreszcencia intenzitasa, melyet csak a membran pixelekre
szamoltunk a kiégetés el6tt (C) és a masodik kiégetési ciklus utan, ami nagyjabol 200 masodperces
fotoelhalvanyitast jelent (D). E-F. A szamitott hetero-FRET hatékonysag a kiégetés el6tt (E) és a masodik
kiégetési lépést kovetden (F). A képpontok szinkodoltak a FRET hatékonysag nagysagatol fiiggden, amely 0%
és 30% kozott valtozik. G-H. A szamolt direkt akceptor intenzitas a kiégetés el6tt (G) és a masodik kiégetési
ciklus utan (H). A fluoreszcencia képek (C, D, G, H) kontrasztjat fokoztuk (contrast stretching), ezért a donor
(C, D) és az akceptor (G, H) fluoreszcencia intenzitasai nem Osszehasonlithatoak.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Az ErbBl és az ErbB2 fehérjékbol felépiilé6 homoklaszterek kvantitativ

jellemzése aramlasi citometrias homo-FRET mérés alapjan

Kevés olyan széleskoriien alkalmazhato modszer 1étezik, amellyel vizsgalni lehet kettonél
tobb fehérjébdl felépiild asszocidtumokat. Az egyik ilyen eljaras, melyet sejtbioldgiai
kutatasokban is alkalmaznak, homo-FRET mérésén alapszik, mellyel azonos fehérjékbdl
felépiil6 homoklaszterek méretét lehet meghatarozni (65, 67, 73). A fluoreszcencia
anizotropia és a homoasszociatumok mérete kozotti 0sszefiiggés nem egyértelmi és bonyolult
volta sziikségessé teszi egyszeriibb feltételezéseken alapuldo modellek megalkotasat.

Az éltalunk kifejlesztett, aramlési citométeren alkalmazhat6 modszerrel kvantitativan
lehet jellemezni proteinekbdl felépiild homoklasztereket. A modell a fluoreszcencia
anizotropia €s a fluoroforok helyi stiriségének a viszonyat veszi figyelembe, és ebben az
értelemben hasonldé Yeow ¢és Clayton fluoreszcens mikroszkopon kivitelezhetd eljarasdhoz
(67). Modelliinkben feltételeztiik, hogy a vizsgalt fehérje egy része monomert alkot, mig a
maradék egy bizonyos méretli homoasszociatumot hoz létre. Ez nyilvanvaléan nem igaz, de
mivel a biologiai rendszereken végrehajtott anizotropia méréseknél kevés mérési pont all
rendelkezésiinkre, sziikség volt erre a feltételezésre, hogy az egyszerlisités miatt kevesebb

paraméterrel leirhatd modelliinket illeszteni tudjuk a mért adatokra.

4.1.1. Fluoreszcencia anizotropia fiiggése a jelolt antitestek koncentraciojatol

A homo-FRET hatékonysag a fluoroforok siirliségének fliggvényében valtozik. Ha a
sejtfelszini fehérjék egy epitopjat megjeldljiikk fluoroforral jelolt és jeldletlen antitest
keverékével olyan koncentracioban, hogy telitse a lehetséges kotohelyeket, akkor a
fluoreszcensen jelolt epitopok hanyada (s-szaturacid) aranyos lesz a jeldlt antitestek ardnyéaval
a keverékben. A szaturdcid mértékének becsléséhez minden egyes minta fluoreszcencia
intenzitasat elosztjuk a legfényesebb minta intenzitasaval, ahol a sejteket csak fluoroforral
jelolt antitesttel jeloltiik. Feltételezziik, hogy a fehérjék egy része monomer (mon) allapotban
van jelen, mig masik része nagyobb méretli klasztert, ugynevezett N-mert alkot (1-mon).
Szamitasaink soran azokat a fehérjéket tekintjiik monomernek, amelyek nem képesek homo-

FRET kolcsonhatast kialakitani. Ez nem feltétleniil jelenti azt, hogy a protein ténylegesen
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monomer forméban van, hiszen egy heterodimerben sincs a fehérjéknek homo-FRET
kialakitasara képes parja.

Bar a modellben csak monomerek €s N-merek vannak, a szaturdciotol fiiggben az N-
merek kozott lesz olyan, amely O0,1,....N darab jelolt antitestet tartalmaz. Binomialis
eloszlassal adjuk meg annak a valdszintiségét (P n), hogy az N szdmu proteinbdl felépiild N-
merben pontosan k& darab fehérje van fluoreszcens antitesttel jelolve abban az esetben, ha a

jelolt fehérjék hanyada s:

P,y =C{v]s" (1-s)"" (21)

crer

anizotropidk intenzitassal sulyozott atlagabdl hatarozhatjuk meg (74):

N
1 mon Z Ly, +mon-1, -r,
- k=0
KN = N (22)
1 mon Z y+mon-I,
k=0

ahol mon a monomerek hanyada a keverékben, r,,, a monomerek, r; a k jelolt antitestet
tartalmazd N-mer anizotropidja. Iy €s .., a k jelolt antitestet tartalmazd N-mer és a
monomerek fluoreszcencia intenzitasa.

Runnels és Scarlata szerint a 13. egyenlet irja le egy k fluorofért tartalmazé homoklaszter

crer

crer

parhuzamosan orientaltak a donorral, ezéltal az altaluk emittalt fotonok is depolarizaltak
lesznek. Bar megjegyzendé, hogy a &* orientacios faktor miatt némi elényt élveznek a homo-
FRET soran azok a molekuldk, melyek a donorhoz hasonléan orientaltak, de ezt a legtobb
esetben elhanyagoljak (64). Ha feltételezésiink mégsem helyes, akkor a klaszter méretét
alabecsiiljiilk, vagy a monomer szazalékot tulbecsiiljiik. Felhaszndlva a 3. és a 2/-22.

egyenleteket kifej ezhetjiik a monomerekbdl és az N-merekbdl felépiild klaszter fluoreszcencia

crer
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AN A
- N 1T ka® T
- (23)

s,N N
k=

(l—mon)ZK]Z js"(l—s)Nk ]’;}s.mon

(l—mon)kzjzv: []stk(ls)jvkk£ (1+d6) 7, (kl)d6J +s5-mon-r,

0

N _
A képletben az (k Jsk (l—s)N * binomialis tag a k jelolt antitestet tartalmazo N-mer relativ

gyakorisaga (Psrn). A 22-es egyenletben szereplé monomer fluoreszcencia intenzitast (Z,,,) a
szaturacioval (s) helyettesitettilk, hiszen a monomerek intenzitdsa a jelolt antitestek
hanyadaval ardnyos. A k jelolt antitestet tartalmazoé klaszter fluoreszcencia intenzitasat (I a
22-es egyenletben) k/N-nel fejeztiik ki. A k-val vald szorzasra azért van sziikség, mert a k
jelolt antitestet tartalmazo klaszter intenzitasa a jelolt antitestek szaméval aranyos. Az N-nel
val6 osztasra azért van szilikség, mert ennek hianyaban a klaszterek fluoreszcencia intenzitdsa
tul lenne stlyozva, ui. ha pl. csak monomerek és k=N db jelolt antitestet tartalmazé klaszter
van jelen (s=1 miatt), akkor a mon aranyban jelen levé monomerek fluoreszcencia intenzitasa
mon-nal egyenld, az N-merek intenzitasa pedig (1-mon)xN lenne az N-nel valdé korrekcid
hidnyaban.

A 23. egyenletet egyszeriibb alakra lehet hozni, ugyanis a nevezében szerepld

i(]lj}k (l—s)N’kk (24)

tag nem mas, mint a binomialis eloszlas varhato értéke, ami Ns az adott paraméterek mellett.
Ezt felhasznélva a nevezo értéke egyszertien a jelolt fehérjék s hanyadaval egyezik meg, és a

23. egyenlet a kovetkezd alakra hozhato:

1—mon) L[N . 1+d° k—-1)d°
K,N:%;{(kjsk(l_s)lv kk(;ﬂlm-i-rFRETﬁj}‘f‘mOn-rl (25)

Mivel az rerer értékét nulldnak feltételezziik, az eldz6 egyenletet tovabb

egyszerusithetjiik:
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(1-mon) | (N _ 1+d°

Abban az esetben, ha a szaturdci6é egyhez tart (s — 1), a fenti képletben a binomidlis

tagokbol az utolsé kivételével mindegyik elhanyagolhato, és a kdvetkezd egyenletet kapjuk:

1+d° (N -1)d°
Wy =Vh———+mon-r,——— 27
T 4+ Nd "1+ Nd° @7
Ha N> 1 (vagy Nd’ > 1), akkor még tovabb egyszeriisodik a képlet:
r o~ mon (28)
LN N 1

Tehat, ha a fehérje nem alkot monomert (mon = 0), akkor az anizotrdpia megkdzelitden a
hataranizotropia N-ed része. Ha mon > 0, akkor pedig az el6z0 érték mon xr;-gyel ndvekszik.

A 23. egyenletbol kovetkezik, hogy a total anizotropia fliggetlen a szaturacidtol abban az
esetben, ha csak monomerek vannak jelen, és az anizotropia a szaturaci6 linearis fliggvénye,
ha a homoklaszterben csak dimerek talalhatéak. A 2. abrdn lathatd, hogy minél nagyobb
szamu fehérjébdl épiil fel egy homoklaszter, anndl meredekebben csokken az anizotropia
alacsony szaturacid értékeknél. Az anizotropia gorbék alakja és az anizotropia értékek
alacsony telitettség esetén lényegesen kiilonboznek egymastol eltérd klaszter méretek esetén.
Ez lehetdséget ad arra, hogy meghatarozzuk az ErbB1 és az ErbB2 fehérjékbdl felépiild
homoklaszterek méretét, valamint kimutassuk a kiilonb6z06 stimulalasok hatasara bekovetkezo

valtozasokat a klaszter méretében.
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12. ABRA: Elméleti gorbék mutatjak a fluoreszcencia anizotropia fiiggését a kotShelyek szaturaciojatol
kiilonboz6 klaszter méret és a monomer % esetében. A 23.egyenlet alapjan meghataroztuk a fluoreszcensen jeldlt

cres

értékét 1-nek feltételeztiik. A gorbék nagyobb részénél feltételeztiik, hogy nincs jelen monomer (mon%=0), és
csak a proteinek szamat (N) noveltiik a klaszterben, mig a masik résziiknél feltételeztiik, hogy a fehérjék fele
monomert alkot (mon%=50%). Ha csak monomerek vannak jelen (N=1), az anizotropia konstans, mig dimerek
esetén (N=2) a telitettség linearis fliggvénye.

A kisérleti eredmények alapjan megszerkesztett mért anizotropia-szaturdcid (r-I,)
diagramra a 23. egyenletnek megfelelden gorbét illesztettiink. A 13. dbran lathatod, hogy
mennyire jOl illeszkedik modelliink a mért adatokra. Ezt kdvetden kiszamoltuk az anizotrdpia
értékek standard deviadcidjat, majd a becsiilt hibdk és az anizotropia atlag értékeinek az
ismeretében 250 véletlenszerli adatsort Aallitottunk eld Monte Carlo szimul4cio
felhasznalasaval, majd mind a 250 adatsorra gorbét illesztettiink a 23. egyenlet alapjan. A
szamitott 250 klaszterméret (N) és monomer szazalék (mon) eloszlasanak az abrazolasaval
jellemeztiik az ErbB1 és az ErbB2 fehérjékbdl felépiild homoklasztereket és a mérési hibakat

eltérd kortilmények kozott.
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13. ABRA: Az anizotrépia modell illesztése az ErbB1 és az ErbB2 anizotropia adataira. Eheztetett (o) és
heregulinnal stimulalt (m) SKBR-3 sejteket megjeldltiink jeloletlen és Alexa488 festékkel jelolt ErbB2 ellenes
antitestek keverékével (trastuzumab). Az ErbB1 receptorokat jeldletlen és Alexa488 festékkel jelolt EGFR455
antitestek keverékével jeloltiik meg éheztetett (¢) és EGF stimulalt (v) A431 sejteken. Meghataroztuk a mintak

anizotropidjat és abrazoltuk a kotohelyek telitettségének a fiiggvényében. A folytonos vonalak mutatjak a 23.
egyenlet illesztésével kapott eredményeket.

4.1.2. Antitesthez kotott fluorofér hataranizotropiajanak a meghatarozasa

A modellszdmitdsokhoz meg kellett hatirozni a kiinduldsi, nem homo-FRET éltal
gerjesztett, elszigetelt fluorofor anizotropidjat (r;). Feltételeztiik, hogy az antitesthez kotott
fluorofor hataranizotropidjanak (ry) Perrin-grafikon altali meghatarozasa jo kozelitése lehet az
r; értékének. A dolgozatomban ezt az r; értéket is hataranizotropianak nevezem, bar ebben az
esetben a fluorofor nem mozdulatlan, igy valdjaban az irodalmi hatdranizotrépianal kisebb
lesz az értéke.

A Perrin-egyenlet (/2. egyenlet) fejezi ki a fluorofér emisszios anizotropiajanak (r)
valtozasat a rotacids korrelacios idejének (7,) és a fluoreszcencia élettartaméanak (77)
fliggvényében. Mivel hetero-FRET jelenlétében csokken a fluorofor fluoreszcencia
¢lettartama, a Perrin-grafikont meg lehet ugy szerkeszteni, hogy valtoztatjuk a hetero-FRET
hatékonysagot (E) (75). A 9. egyenlet atrendezésével kifejezhetjiik a donor fluoreszcencia

¢lettartamat akceptor jelenlétében:

r,,=(1-E)z, (29)
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A 29. egyenletet behelyettesitve a Perrin-egyenletbe a kovetkezd kifejezést kapjuk:

l:l(u—(l‘E)ij (30)

rot

A hataranizotropia (r9 = r;) meghatarozasdhoz abrazoljuk az (lj értékeket az (1-F)
r

fliggvényében, majd egyenest illesztiink a pontokra, melynek az jy-tengely metszete
megegyezik a hataranizotropia reciprokaval [rij .
0

Ahhoz, hogy mérni tudjuk az anizotrépia valtozasat a fluorofor fluoreszcencia
készitettiink, melyekben valtoztattuk a donor kozelében 1évé akceptor molekuldk szamat.
Ehhez a sejteket megjeloltiik telitési koncentracioban donor festékkel konjugalt elsddleges
antitesttel, majd kiilonb6z6 koncentracioban akceptort tartalmazé masodlagos antitestet
konjugaltunk az elsédleges antitesthez. A donor és az akceptor kozott kialakult hetero-FRET
hatékonysagokat, valamint a donor fluoreszcencia anizotrépiait mértilk, majd a /4. dbrdn
lathato Perrin-gratikonon abrazoltuk, és meghataroztuk minden egyes IgG és Fab fragmentum

crer

o Alexa488-trastuzumab (e), ErbB2 ellenes humanizalt monoklonalis antitest:

1
l"_ = 3’ 73 - rO = rl,A488—tmstuzumab = 0’ 268
0

e Alexa488-trastuzumab Fab:

1
7"_ = 37 46 - rO = ri,A488—trastuzumab Fab = 07 289
0

o Alexa488-Mab528 (v), ErbBl1 ellenes egér monoklonalis antitest, amely gatolja az
EGF kotddését:

1
r_ =443 = 1) =1 _yuss s = 0,226
0

o Alexa488-EGFR455 (m), ErbBl1 ellenes egér monoklonalis antitest, amely nem
gatolja az EGF kotodését:

1
r_ =588 = 1y = 7\, 4488-EGFR455 — 0,170
0
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14. ABRA: Hataranizotropia meghatarozasa. A sejteket megjelltiik elsddleges antitesttel telitési
koncentracidban (Alexa488 festékkel konjugalt trastuzumab (o), EGFR455 (m) vagy Mab528 (V)), majd
kiilonb6z6 koncentracioban masodlagos antitestet konjugaltunk az elsédleges antitesthez (Cy3-anti-human
F(ab’), vagy Alexa546-anti-mouse F(ab’),). Minden mintara kiszamoltuk a fluoreszcencia anizotropia és a
hetero-FRET hatékonysag értékeket, majd a Perrin-grafikonra illesztett egyenes y-tengely metszete megadta a
hataranizotropia reciprokat.

A 14. abran jol latszik, hogy mennyire pontosan lehet egyenest illeszteni a mérési
pontokra, ami azt bizonyitja, hogy az antitesthez kotott fluorofér hataranizotropidjat
megbizhatoan ki lehet fejezni modelliink alkalmazéasaval. Nyilvanvaloan az igy meghatarozott
egyetlen, elszigetelt antitesthez kotott fluorofor anizotropidja a gatolt gyors rotaciok miatt
kisebb, mint az 6dnmagaban 4ll6, mozdulatlan fluorofér hataranizotropidja, ezért az altalunk
kiszamolt hataranizotropia értékek (19 = 7 4488-wastuzumab/Mabs28/EGFRess) Kisebbek, mint az
irodalmi hataranizotrépia. Ezek a rotaciok a Perrin-grafikon bal oldalan jelennének meg, ahol
nagyon rovid a fluoroforok élettartama, mert a hetero-FRET hatékonysag 100%-hoz kozeli
értek, de ezek nem lathatdak a /4. dbran. Azonban ahhoz, hogy a 23. egyenlet alapjan ki
tudjuk fejezni egy homoklaszter anizotropidjat, az egyediil allo, fluoreszcensen jelolt antitest
anizotropidjara (r;) van sziikségiink, és nem az irodalmi hataranizotropiara, ezért a Perrin-
grafikon illesztése soran fellépd hibak inkabb hasznunkra vannak.

A méréseink sordn olyan antitesteket hasznaltunk, ahol atlagosan egy fluorofér molekula
kotodott egy antitesthez (festék/protein ardny ~1), ezért elhanyagoltuk azt a homo-FRET
kolcsonhatast, ami két olyan fluorofor kozott jonne 1étre, melyek ugyanahhoz az antitesthez

kotodnek.
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4.1.3. Homoklaszterhez kotodott két antitest kozotti tavolsag meghatarozasa

Egy homoklaszterhez kotodo két antitest kozotti tavolsagot Ry egységekben adjuk meg.
Ry a kritikus Forster tavolsdg, amelynél a donor és az akceptor kozotti FRET hatékonysag
50%. Eldszor meghataroztuk az antitestekhez konjugalt festékek kozotti tavolsagot
nanométerben az 5. egyenlet alapjan, mely homo-FRET mérések esetén két Alexa488 festék
kozotti tavolsagot jelenti (Ry.44ss.44s5). Ehhez kiszamoltuk az Alexa488 atfedési integraljat
(Jugss) az Invitrogen honlapjan taladlhaté abszorpcidés ¢és emisszids spektrumok
felhasznalasaval a 6. egyenlet alapjan. A fluoreszcencia kvantumhatasfokat (Q44s5) korabban
mar meghataroztak (76), és a szamolasainkhoz ezt a 0,6 értéket hasznaltuk fel. A kozeg
torésmutatojat (n) 1,4-nek, az orientacids faktort (4) pedig 2/3-nak feltételezve, két,
egymassal homo-FRET kolcsonhatast kialakitdé Alexa488 festék kozotti kritikus Forster
tavolsag (Ry 44ss-4485) 4,8 nm-nek adodott.

Munkacsoportunk kordbban mar vizsgalta az ErbB2 homodimerizaciojat, és
meghataroztak, hogy a Cy3-trastuzumab ¢és a Cy5-trastuzumab antitestek kozotti hetero-FRET
hatékonysag (E) 20%, valamint a Cy3 ¢és a Cy5 festékek kozotti kritikus Forster tavolsag
(Ro,cy3-cys) 5 nm (77). Ezeket az adatokat behelyettesitve a 7. egyenlet atrendezésével kapott

31. egyenletbe, meghataroztuk két trastuzumab molekula k6zotti atlagos tavolsagot:

Rtrastuzumab = RO \6/ 1 _E,,E =5 nmx ‘6’ 1;052 = 6, 29 nm (3 1)

Mivel két Alexad488 fluorofor kozotti kritikus Forster tavolsag 4,8 nm (R 44s5-44s8), €s két

trastuzumab kozotti tavolsag 6,29 nm (Ryasuzumas), k€t Alexa488-trastuzumab kozotti atlagos

6,29 nm

tavolsag Ry 4485-44s5 €gységekben =L3X Ry 4us5 44885 melynek a reciprokat helyettesi-

4,8 nm
tettiikk be a 23. egyenletben szerepld d helyére. Hasonl6 elv alapjan hataroztuk meg az atlagos

tavolsagot két Alexa488-EGFR455 antitest kozott, aminek az €rt€ke 11X R 4q0_ 4455 » Valamint

két Alexa488-Mab528 antitest kozott, amely €rteke 1,4x Ry ,uee a5 -
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4.14. Az ErbB2 homoklaszterek mérete nyugalomban 1évé és Kiilonb6z6 moédon

stimulalt SKBR-3 sejteken

Az ErbB2 homoklaszterizacido vizsgalatit SKBR-3 human eml6tumor sejtvonalon
végeztiik, amely kozelitéleg egymillio ErbB2 receptort, és minddssze ~2x10° ErbB1 fehérjét
fejez ki a sejtfelszinen. Meghataroztuk a monomer formdban jelen 1évé ErbB2 fehérjék
aranyat, valamint az ErbB2 molekuldkbdl felépiilé homoasszociatumok méretét stimulalatlan
sejteken és kiilonbozd kezelések hatasara a 4.1.1. pontban leirt mddon, felhasznalva a Monte
Carlo szimulaciot és a 23. egyenletet, majd megszerkesztettiik a hisztogramokat.

Amikor a sejteket a kisérlet elott 24 oran keresztiil 0,1% szérumot (FCS) tartalmaz6
médiumban €heztettiik, azaz a receptorok nem voltak aktivalva, a sejtfelszinen 1évé ErbB2
fehérjéknek ~60%-a monomert alkotott, mig a tobbi nagy méretli, kdzel 110 molekulabol
felépiild6 homoklaszterben volt jelen. Az éheztetett sejtek epidermalis ndvekedési faktorral
vagy heregulinnal torténd stimuldldsa nem befolyasolta szamottevéen az ErbB2 monomerek

aranyat (/6. abra), ellenben jelentds mértékben csokkentette a homoasszociatumok méretét

(15. abra).
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15. ABRA: Az ErbB2 homoklaszterek méretének a valtozasa éheztetett és stimulalt SKBR-3 sejtek
felszinén. A kisérlet el6tt 24 6ran keresztiil 0,1% FCS-t tartalmaz6 médiumban éheztettiik a sejteket (—),
majd stimulaltuk heregulinnal (—) vagy EGF-fel (—). A hisztogramok a Monte Carlo szimulacié
alkalmazasaval meghatarozott klaszter méretek eloszlasat mutatjak.

Mivel az ErbB2 receptornak nincsen ismert ligandja, csak gy képes aktivalodni, hogy a
ligandot kotott ErbB1 vagy ErbB3 receptorokkal heterodimerizaldédik. Az EGF az ErbB1, a

heregulin az ErbB3 és az ErbB4 ligandja, igy feltételezziik, hogy a ligandok altal aktivalt
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ErbB1, illetve ErbB3 receptorok ErbB2 molekuldkat szakitanak ki a nagy méretii
homoklaszterekbdl azért, hogy ErbBl-ErbB2, illetve ErbB3-ErbB2 heterodimereket
alkossanak. Emiatt tapasztaljuk EGF ¢és heregulin stimuldlas hatdsara a homoklaszterek
méretének jelentds csokkenését (/5. abra). Az SKBR-3 sejtek felszinén nincsenek ErbB4
receptorok, igy a heregulin stimulaci6 csak az ErbB3 fehérjéket aktivalta. Mar korabban is
leirtak az EGF és a heregulin altal indukalt ErbB2 heterodimerek jelenlétét (24).

A 15. abran lathatd, hogy a heregulin klaszterméretet csokkentd hatasa jelentdsebb volt,
mint az EGF-¢, hiszen heregulin stimulacié utan mindossze 30 ErbB2 receptort tartalmaznak
a homoklaszterek, mig EGF hatasara ~70 fehérjét. Ez a kiilonbség azzal magyarazhato, hogy
az EGF az ErbB1-ErbB2 heterodimerizacié mellett el0segiti az ErbB1 homodimerizaciojat is,
igy az egyébként is kevésbé kifejez6dé ErbB1 fehérjéknek minddssze egy része fog ErbB2
receptorokat kiszakitani a homoklaszteriikbdl azért, hogy ErbB1-ErbB2 heterodimereket
alkossanak (78). Ezzel szemben a heregulin leginkabb az ErbB2-ErbB3 heterodimerizéciojat
fokozza, hiszen az ErbB2 el6ényben részesiti heterodimerizacids partnerként az ErbB3
receptort (30). Irodalmi adatok alapjan az ErbB3 stimulalatlanul homoaggregatumokat alkot,
melyeket a heregulin szétszakit (79). Eredményeink szerint a heregulin stimuldcié a
nagyméretli ErbB2 homoklasztereket is szétbontja. Tehat stimulalatlan allapotban mind az
ErbB2, mind az ErbB3 nagyméretii homoaggregatumokat alkot, melyekbdl a heregulin ErbB3
monomereket hasit ki, amelyek viszont az ErbB2 homoklaszterekbdl tavolitanak el ErbB2
molekulakat azért, hogy ErbB2-3 heterodimerek johessenek létre.

A 16. abra azt mutatja, hogy sem az EGF, sem a heregulin stimuldlds nem valtoztatta
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16. ABRA: Az ErbB2 monomer szazalékénak a véltozasa éheztetett és stimulalt SKBR-3 sejtek
felszinén. A kisérlet el6tt 24 oran keresztiil 0,1% FCS-t tartalmaz6 médiumban éheztettiik a sejteket (—),
majd stimulaltuk heregulinnal (—) vagy EGF-fel (—). A hisztogramok a Monte Carlo szimulacid
alkalmazasaval meghatarozott monomer szazalékok eloszlasat mutatjak.
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meg jelentds mértékben az ErbB2 monomer szazalékat éheztetett SKBR-3 sejteken.
Stimulalas hatasara az ErbB2 homoklaszterekbdl kiszabadulnak a receptorok, és ErbBl-
ErbB2, valamint ErbB3-ErbB2 heterodimerek keletkeznek. Modelliink szerint a
heterodimerben jelen 1évé ErbB2 receptorok is monomernek tekinthetk, hiszen azok nem
képesek homo-FRET kolcsonhatast kialakitani méasik ErbB2 fehérjével. Ez alapjan azonban
novekednie kellene az ErbB2 monomer szizalékénak. Ellenben tudjuk, hogy az ErbB2
molekulat is tartalmazo6 heterodimerek endocitozisa, ha lassan is, de végbe megy (71), ezaltal
ha az ErbB2-t tartalmazd heterodimerek kialakuldsdnak {iteme Osszehasonlithaté az
endocitozis sebességével, akkor az ErbB2 monomerek hanyada alland6 marad.

Ha az ¢éheztetett sejteket egy ErbB2 ellenes monoklonalis antitesttel, a pertuzumabbal
eldkezeltiik, akkor a homoklaszterek mérete jelentdsen lecsokkent a nem eldkezelt, ¢heztetett
SKBR-3 sejtekhez viszonyitva (—, 17. dbra), mig a monomer formaban jelen 1évé ErbB2
receptorok aranya csak kis mértékben novekedett ~60%-rol kozelitdleg 70%-ra (18. dabra).
Korabbi, nem publikalt hetero-FRET kisérleteink alapjan feltételezziik, hogy a pertuzumab az
ErbB2 dimerizacidért felelds doménjéhez kotédve nemcsak az ErbB2 heterodimerizacidjat,
hanem homodimerizaciojat is képes gatolni, ezért csokken a homoasszocidtumok mérete, és

novekszik a monomerek aranya.
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17. ABRA: Pertuzumab elékezelés hatasa az ErbB2 homoklaszterek méretére éheztetett és heregulinnal
stimulalt SKBR-3 sejteken. A kisérlet el6tt 24 oran keresztiil 0,1% FCS-t tartalmazé médiumban éheztettiik a
sejteket (—), majd el6kezeltiik pertuzumabbal (—), és stimulaltuk heregulinnal (—), vagy elékezelés nélkiil
stimulaltuk heregulinnal (—). A hisztogramok a Monte Carlo szimulaci6 alkalmazasaval meghatarozott
klaszter méretek eloszlasat mutatjak.
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Azt is megfigyeltik, hogy a pertuzumabbal torténd eldkezelés gatolja az ErbB2
homoklaszter méretének heregulin altal kivaltott csokkenését, ugyanis ebben az esetben
nagyjabol 70 receptor alkotott egy homoklasztert (—, /7. dbra), szemben azzal a ~30
molekuldaval, melyet a heregulin stimuldlds Onmagéaban eléidézett (—, 7. abra). A
pertuzumab olyan monoklonalis antitest, amely az ErbB2 II doménjéhez kotddve sztérikusan
gatolja a heterodimerizacidjat (54). Emiatt csokken kevésbé a homoklaszterek mérete
heregulin hatdsara, ha a stimuldlds el6tt a sejteket eldkezeltiik pertuzumabbal, hiszen az
ErbB2 kevésbé tud heterodimerizdlodni a heregulin altal aktivalt ErbB3 receptorokkal.
Ellenben a pertuzumab eldkezelés nem befolydsolta a heregulin stimuldcié utan mérhetd

~60%-0s monomer aranyt (/8. abra).
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18. ABRA: Pertuzumab el6kezelés hatisa az ErbB2 monomer szézalékara éheztetett és heregulinnal
stimulalt SKBR-3 sejteken. A kisérlet el6tt 24 6ran keresztiil 0,1% FCS-t tartalmaz6é médiumban éheztettiik
a sejteket (—), majd eldkezeltiik pertuzumabbal (—), és stimulaltuk heregulinnal (—), vagy el6kezelés
nélkiil stimulaltuk heregulinnal (—). A hisztogramok a Monte Carlo szimuléci6 alkalmazasaval
meghatarozott monomer szdzalékok eloszlasat mutatjak.

Ha a sejteket normal koriilmények kozott, 10% szérumot tartalmazé médiumban
novesztettiilk, akkor a monomerek ardnya kicsit alacsonyabb volt, mint ¢heztetett sejtek
esetén, nagyjabol 53%. A homoklaszterek mérete a nem ¢Eheztetett sejteken volt a
legalacsonyabb, mindossze kézel 10 ErbB2 molekula alkotott egy homoklasztert (79-20.
abra), ugyanis ilyenkor a receptorok aktivalva voltak a szérumban taldlhatd kiilonbozo
novekedési faktorok altal, melyek egy része az ErbB fehérjéknek a ligandja. A ligandot kotott
ErbB1 vagy ErbB3 molekuldk kiszakitanak ErbB2 receptorokat a nagy méretii

homoklaszterekbdl azért, hogy heterodimereket alkossanak, ezért talalhaté kevés ErbB2 a
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homoklaszterekben.

Ha a nem c¢heztetett sejteket pertuzumabbal kezeltiik, novekedett a homoklaszterek
mérete, hozzavetdleg egy homoklaszterben 30 ErbB2 fehérje volt (—, /9. dabra), de a
monomer szazalék szinte valtozatlan maradt (—, 20. abra). A ndovekedési faktorokkal teli
szérumban a receptorok aktivdlva voltak, heterodimereket alkottak, emiatt kevés ErbB2
fehérje volt a homoklaszterekben. A  pertuzumab, hozzakotédve az ErbB2
heterodimerizacioért felelés doménjéhez, gatolta a heterodimerizacidjat, ezaltal tobb ErbB2

molekula maradt a homoklaszterekben.
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19. ABRA: A teljes antitesttel és az Fab fragmentummal torténé jelolés Gsszehasonlitdsa szérum stimulalt
SKBR-3 sejteken, és az ErbB2 receptorok homoklaszter méretének meghatarozasa pertuzumab elkezelés
hatasara. Az éheztetett SKBR-3 sejteken a kisérlet el6tt 24 oraval lecseréltiik a tapfolyadékot 0,1% szérumot
tartalmaz6 médiumra (—). A sejtek normal koriilmények kozott, 10% szérumot tartalmazé médiumban
novekedtek (—), majd pertuzumab el6kezelést kovetden Alexad88-trastuzumab IgG és jeldletlen trastuzumab
IgG teljes antitestek keverékével lettek megjeldlve (—). A nem éheztetett SKBR-3 sejteket megjeldltiik
Alexa488-trastuzumab Fab és jeldletlen trastuzumab Fab antitestek keverékével is (—). A hisztogramok a Monte
Carlo szimulaci6 alkalmazasaval meghatarozott klaszter méretek eloszlasat mutatjak.

A kisérletekben bivalens antitesteket alkalmaztunk, és mivel a két Fab rész két azonos
epitdphoz kapcsolddik, eléfordulhat, hogy egymastol tavolabb 1évo epitopok keresztkdtddnek,
ezért a sejtek jelolését mindig jégen végeztiik, ahol minimalis az esélye a keresztkotddésnek.
Annak ellenére, hogy az antitesteket a telitési koncentracié tartomanyéaban hasznaltuk, ahol
valosziniileg monovalensen kotddnek, egy kontroll mérést is elvégeztiink, ahol
Osszehasonlitottuk a teljes antitesttel és az Fab fragmentummal torténd jelolést. Nem
¢heztetett SKBR-3 sejteken megjeldltiik az ErbB2 receptorokat Alexa488 festékkel jelolt és

jeldletlen trastuzumab IgG teljes antitestek keverékével (—, 19-20. dbra), valamint Alexa488
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fluoroférral konjugélt és jeldletlen trastuzumab Fab elegyével (—, 19-20. dabra). Az
anizotropia  értékek ismeretében, a Monte Carlo szimuldcid6 felhasznaldsaval
megszerkesztettiik a klaszter méretek ¢s a monomer szazalékok eloszlasat. A 19-20. abrdkon
lathato, hogy a gorbék teljesen atfednek egymassal, nem fiigg sem a klaszter mérete, sem a
receptor monomer szazaléka attol, hogy teljes antitesttel vagy Fab fragmentummal végezziik a
jelolést. Ez azt bizonyitja, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a

bivalens antitest nem valtoztatja meg az ErbB2 fehérjék klaszterizaciojat.
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20. ABRA: A teljes antitesttel és az Fab fragmentummal torténd jelolés osszehasonlitasa szérum stimulalt
SKBR-3 sejteken, és az ErbB2 receptorok monomer szazalékanak a meghatarozasa pertuzumab elokezelés
hatasara. Az éheztetett SKBR-3 sejteken a kisérlet elStt 24 draval lecseréltiik a tapfolyadékot 0,1% szérumot
tartalmaz6 médiumra (—). A sejtek normal koriilmények kozott, 10% szérumot tartalmazé médiumban
novekedtek (—), majd pertuzumab el6kezelést kovetden Alexad88-trastuzumab IgG és jeldletlen trastuzumab
IgG teljes antitestek keverékével lettek megjeldlve (—). A nem éheztetett SKBR-3 sejteket megjeldltiik
Alexa488-trastuzumab Fab és jeldletlen trastuzumab Fab antitestek keverékével is (—). A hisztogramok a Monte
Carlo szimulacié alkalmazasaval meghatarozott monomer szazalékok eloszlasat mutatjak.

4.1.5. Az ErbB2 Kklaszter méretének osszefiiggése az ErbB2 aktivacios allapotaval

Kiilonb6z6 novekedési faktorok (EGF, heregulin, szérum) képesek fokozni az ErbB2
ErbB2 homoklaszterek mérete (/5. és 19. abrak). Ezért megvizsgaltuk az Osszefiiggést az
ErbB2 tirozin-foszforilaltsagi allapota és a homoasszocidtumok mérete kozott. Fixalt és
permeabilizalt sejteken megjeldltiik az Osszes €és a stimulalt (tirozin foszforilalt) ErbB2
molekuldkat. Ezzel parhuzamosan a klaszter méreteket is meghatdroztuk homo-FRET

mérések segitségével. Az ErbB2 tirozin-foszforilacidjanak relativ szintjét gy szamoltuk ki,
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hogy normalizaltuk a foszforilalt ErbB2 ellenes antitest intenzitasat az 6sszes ErbB2 receptort
megjeldlt antitest intenzitdsara. A 21. abran lathatd, hogy az ErbB2 aktivacids allapota és a
homoklaszterek nagysaga kozott forditott aranyossag all fenn: minél kisebb az ErbB2
homoklaszterek mérete, annal nagyobb mértékben van az ErbB2 tirozin-foszforilalva

¢heztetett és nem ¢éheztetett sejteken is.
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21. ABRA: Osszefiiggés az ErbB2 aktivacios allapota és a homoklaszterek mérete kozott. Meghataroztuk az
ErbB2 normalizalt tirozin-foszforilacid szintjét €heztetett (tomor karikak, e kontroll) és nem éheztetett (iires
karikak, o kontroll) SKBR-3 sejteken kiilonbozd kezelések hatasara (e heregulin, ® epidermalis novekedési
faktor, e ¢és o pertuzumab, e pertuzumab elékezelést kovetd heregulin stimulalas), és abrazoltuk az ErbB2
homoklaszter méretének a fiiggvényében.

A pertuzumab el6kezelés csekély mértékben megnovelte ¢heztetett sejteken az ErbB2
tirozin-foszforilacigjat, mikozben lecsokkentette a homoklaszter méretét (e, 21. dbra). Ez a
forditott aranyossag varhatd volt a koztiik 1évd negativ korrelacié miatt. Ez alapjan azt
mondhatjuk, hogy ¢heztetett sejteken az ErbB2 receptorok tobbsége inaktiv allapotban van és
nagy méreti homoklasztereket alkot, melyeket a pertuzumab szétszakit. Ellenben meglepd,
hogy a pertuzumab megnovelte az ErbB2 aktivaciojat. Ugy feltételezziik, hogy a pertuzumab
altal a homoklaszterbdl kiszakitott inaktiv receptor heterodimerizaloédik mas membran

proteinnel, ami az ErbB2 heteroaktivaciojahoz vezet.
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4.1.6. Szérum és EGF stimulacio hatasa az ErbB1 homoklaszterek méretére

Az ErbB1 homoklaszterek kvantitativ jellemzését A431 human epitelialis karcindma
sejtvonalon végeztiik, amely sejtfelszinén megkdzelitdleg 2 millio ErbB1 receptort, és csupan
~2x10* ErbB2 fehérjét expresszal. Két kiilonbz6 ErbB1 ellenes antitestet hasznaltunk a
jelolésekhez. Az egyik az EGFR455 antitest, amely fontos jellemzdje, hogy nem verseng az
ErbB1 receptor ligandjaval, az epidermalis novekedési faktorral, ezzel szemben az Mab528
antitest sztérikusan gatolja az EGF kotodését, igy ezt az antitestet csak az ¢heztetett és a
szérum stimuldlt sejteken alkalmaztuk, mig az EGFR455 antitestet minden kisérlethez

hasznaltuk.
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22. ABRA: Az ErbB1 homoklaszterek méretének valtozasa stimulalas hatdsara A431 sejteken. A
kisérlet el6tt 24 6raval az éheztetett sejteken lecseréltiik a tapfolyadékot 0,1% szérumot tartalmazé médiumra
(—), majd stimulaltuk a sejteket epidermalis ndvekedési faktorral (—). A nem éheztetett sejtek 10%
szérumot tartalmaz6 médiumban névekedtek (—). Az ErbB1 receptorokat Alexa488-EGFR455 ¢s jeldletlen
EGFR455 antitestek keverékével jeloltiik meg. A hisztogramok a Monte Carlo szimulacioé alkalmazasaval
meghatarozott klaszter méretek eloszlasat mutatjak.

A Kkisérletek egy részében a sejteket ¢heztettiik a kisérletek elétt: a tadpfolyadékot
lecseréltiik 0,1% szérumot tartalmazo médiumra a kisérlet eldtt 24 oraval, ezaltal jeloléskor a
receptorok inaktivak voltak. Azt tapasztaltuk, hogy az ErbBI1 fehérjék legnagyobb része,
kozel 90%-a monomer forméaban van jelen (—, 23. dbra), mig a maradék 10% olyan
homoklasztereket alkot, amelyekben atlagosan 4 ErbB1 molekula talalhaté (—, 22. abra). Ha
a sejteket nem ¢éheztettiik, akkor a receptorokat a szérumban jelen 1év6 novekedési faktorok

aktivaltdk. Ebben az esetben az ErbB1 homoklaszterek mérete kicsit nagyobb volt,
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hozzavetdleg 7 receptort tartalmaztak (—, 22. dbra), mig a monomerek aranya lecsokkent
75%-ra (—, 23. abra). Ezeket a valtozasokat a szérum altal aktivalt ErbB1 receptorok
homoklaszterizacidja okozta. Gyakorlatilag hasonld eredményeket kaptunk a homoklaszter
méretére €¢s a monomer szdzalékra mind a két antitesttel torténd jelolés esetén.

Ha az ¢heztetett sejteket epidermalis novekedési faktorral stimuldltuk, akkor a kontroll
sejtekhez viszonyitva kevesebb ErbB1 molekula alkotott monomert, kozelitéleg a 70%-uk
(—, 23. abra), mig az egy homoklasztert alkotd receptorok szdma nagyjabol 10-re ndvekedett
(—, 22. abra). Ez azzal magyarazhato, hogy az EGF az ErbB1 receptor ligandja, és fokozza
az ErbBl homoasszocidcidjat, ami a homoklaszterek méretének a nodvekedésében
manifesztalodik. De a ligand altal eldidézett valtozasokat az ErbB1 homoklaszter méretében
mindig a tobbi ErbB fehérje sejtfelszini kifejezddésének az ismeretében kell értelmezni.
Ugyanis az ErbB2 receptor preferdlt heterodimerizacios partnere mas ErbB molekuldknak
(30), igy versenyez velilk asszocidciés partnerért. Mivel az Aaltalunk tanulményozott
sejtvonalon hozzavetdleg 100-szor tobb ErbB1 receptor talalhatd, mint ErbB2, igy az ErbB1
ligand indukalt homodimerizaciojat, ill. homoklaszterizaciojait nem tudja az ErbB2

visszaszoritani.
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23. ABRA: Az ErbB1 monomer szizalékanak valtozasa stimulals hatasara A431 sejteken. A kisérlet el6tt
24 oraval az éheztetett sejteken lecseréltiik a tapfolyadékot 0,1% szérumot tartalmazé médiumra (—), majd
stimulaltuk a sejteket epidermalis ndvekedési faktorral (—). A nem éheztetett sejtek 10% szérumot tartalmazo
médiumban ndvekedtek (—). Az ErbB1 receptorokat Alexa488-EGFR455 és jeloletlen EGFR455 antitestek
keverékével jeloltiik meg. A hisztogramok a Monte Carlo szimulaci6 alkalmazasaval meghatarozott monomer
szazalékok eloszlasat mutatjak.
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Az ErbB1 kristalyszerkezetének vizsgélata alapjan a klasszikus dogma szerint tgy vélik,
hogy ligand kotddés hatdsara az ErbB1 receptor monomerbdl dimer forméba alakul at (12).
Ellenben szamos olyan tanulmany Iétezik, amelyek FRET modszert, korrelacids
spektroszkopiat vagy egyéb egyedi molekula technikakat alkalmazva magasabb rendii ErbB1
oligomerekrdl szamol be stimuldlatlan sejtek felszinén, melyek mérete ligand hatasara
novekszik (20-23). Ezeket figyelembe véve azt mondhatjuk, hogy az éltalunk meghatdrozott
ErbB1 klaszterek mérete nyugalomban 1év6 és stimuldlt sejteken 6sszhangban van a korabbi

eredményekkel.

4.177. Az ErbB1 és az ErbB2 molekulikbdl felépiilo homoklaszterek méretének

osszehasonlitasa éheztetett és stimulalt sejtek felszinén - Osszegzés

Az ErbB1 homoklaszterek kvantitativ jellemzését a megkozelitéleg 2 millio ErbBl1
receptort kifejez6 A431 humdén epitelialis karcindoma sejtvonalon végeztiik, mig az ErbB2
homoasszociatumok vizsgalatat SKBR-3 human emldtumor sejtvonalon, amely hozzavetdleg
1 milli6 ErbB2 fehérjét expresszal. Az I. tablazat foglalja 6ssze az ErbB1 és az ErbB2
molekulakbdl felépiild6 homoklaszterek méretvaltozasat kiilonbozé kezelések hatasara,

valamint attekinti a monomer szazalékok alakulésat is.

ErbB1 ErbB2
klaszter méret | monomer % | klaszter méret | monomer %
kontroll 4+1 88 +4 111 +12 60+5
= EGF 11+2 71+3 71t6 61+4
<P}
3 heregulin - - 32+4 59+5
N
é pertuzumab — - 84 t7 70 £ 4
+
pertuzumab _ _ 73+6 58+3
heregulin
E4E kontroll 7+1 7514 9+2 53+3
28
=35 8| pertuzumab — — 30+4 5543

1. TABLAZAT: Az ErbB1 és az ErbB2 homoklaszterek méretének és monomer szazalékanak valtozasa
¢heztetett, elokezelt és stimulalt sejtek felszinén. Az ErbB1 receptorokat Alexa488-EGFR455 €s jeloletlen
EGFR455 antitestek keverékével jeloltiik meg A431 sejteken. Az ErbB2 fehérjéket Alexa488-trastuzumab IgG
és jeldletlen trastuzumab IgG antitestek elegyével jeloltiik SKBR-3 sejteken. Az atlagokat (+ SE) harom
fiiggetlen kisérlet soran illesztett klaszterméret és monomer szazalék értékekbdl hataroztuk meg. A klaszterméret
az ErbB1 vagy az ErbB2 fehérjék atlagos szamat adja meg egy homoklaszterben. A monomer szazalék a
receptorok homoklaszteren kiviili aranyat fejezi ki, amelyek vagy monomerként vagy mas fehérjével alkotott
heterodimerként fordulnak eld.
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Eredményeink szerint stimulélatlan sejtek felszinén az ErbB2 tobb mint 100 molekulat
tartalmazéd homoklaszterei 1ényegesen nagyobbak, mint az atlagosan 4 ErbB1 fehérjébol
felépiild homoasszocidtumok. Az ErbB2 receptoroknak nagyjabol 60%-a van jelen monomer
formaban, mig az ErbB1 fehérjék legnagyobb része, kozel 90%-a, monomert alkot. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az ErbB2-nek sokkal nagyobb hajlama van
homoklaszterizalodni, mint az ErbBl-nek, és ezt az elméletet tdmasztjak ald korabbi,
klasszikus biokémiai (80, 81) és FRET modszerekkel (78, 82) végzett tanulmanyok is.

A nagy méretll ErbB2 homoklaszterek inaktiv ErbB2 molekuldkat tartalmaznak (21.
abra), melyek egy részét a ligand altal aktivalt ErbB1 vagy ErbB3 receptorok kiszakitjak
azért, hogy heterodimer komplexeket alkossanak. Ezt bizonyitja, hogy ¢heztetett sejteken
EGF ¢és heregulin stimulalas hatasara csokkent az ErbB2 homoklaszterek mérete (/5. dbra).

Mivel az ErbBl1 teljes értékil tirozin kinaz receptor, ami azt jelenti, hogy képes ligandot
kotni, és van sajat tirozin kindz aktivitasa, EGF kotédésekor nemcsak ErbB1-ErbB2
heterodimerek keletkeznek, hanem ErbB1-ErbB1 homodimerek is, ami megmagyarazza az
ErbB1 homoklaszterek méretének a ndvekedését EGF stimulécio hatasara (22. abra).

Azonban sem az ErbB2, sem az ErbB3 nem teljes értékll receptor kindz, ugyanis az
ErbB2 nem képes ligandot kotni, mig az ErbB3 nem rendelkezik sajat kinaz aktivitassal, ezért
Citri és munkatarsai siiketnek és némanak nevezték el ezeket a receptorokat (83). Landgraf és
Eisenberg kimutattak, hogy a ligandot nem kotott ErbB3 homoklasztereket alkot, melyeket a
heregulin szétbont (79). Ezt 0Osszevetve eredményeinkkel azt feltételezhetjiik, hogy
nyugalomban 1évé sejteken nemcsak az ErbB2, hanem az ErbB3 is nagy méreti
homoklasztereket alkot, melyekben inaktiv receptorok taldlhatdéak, és a heregulin ErbB3
molekuldkat szakit ki ezekbdl homoasszocidtumokbol. A ligand altal aktivalt ErbB3 ErbB2
fehérjéket toboroz az inaktiv ErbB2 receptorokat tartalmazoé homoklaszterekbdl, és tirozin
kindz aktivitassal rendelkezd ErbB2-ErbB3 heterodimereket alkotnak. Mivel a heregulin
kizarolag csak az ErbB2-ErbB3 heterodimerizaciot idézi eld, ellentétben az epidermalis
novekedési faktorral, amely az ErbBI1-ErbB2 heterodimereken kiviil fokozza az ErbB1
homodimerek kialakulasat is, érthetd, hogy miért okoz nagyobb homoklaszter méret
csOkkenést a heregulin az ErbB2 receptor esetében.

A 24. dbra Osszefoglalja az ErbB1 (E7), ErbB2 (E2) és ErbB3 (E3) receptorok

eredményeink alapjan valoszintisithetd klaszterizaciojat.
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24. ABRA: Az ErbB1 (EI), az ErbB2 (E2) és az ErbB3 (E3) receptorok asszociacioi nyugalomban 1évé
(kdozépen), EGF stimulalt (bal oldalon) és heregulin stimulalt (jobb oldalon) sejteken.
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4.2. Az ErbBl1 és az ErbB2 fehérjékbol felépiilé6 homo- és heteroklaszterek kvantitativ

jellemzése konfokalis mikroszkopon az FSAB médszer alkalmazasaval

Eddigi munkank soran az ErbB1 és az ErbB2 fehérjékbdl felépiilt homoklasztereket
jellemeztiik nyugalomban 1évd és stimulalt sejtek felszinén, de felmertilt benniink a kérdés,
hogy az altalunk tett feltételezések a heteroklaszterek jelenlétére igazak-e. Mivel homo-FRET
mérése soran csak azonos molekulakbol felépiild asszocidtumokat tudunk vizsgélni, mas
modszert kellett alkalmazni. A heteroasszociatumokat szamos molekularis bioldgiai
modszerrel ki lehet mutatni, de széleskoriien elterjedtek a fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer mérésén alapul6 eljarasok is (84-86). Azonban a hetero-FRET hatasfok csak
kevéssé érzékeny a donort koriilvevd akceptorok szamara, tehat a klaszter méretére (60).
Tovabba a  hetero-FRET hatdsfok meghatdrozdsa nem ad felvilagositdst a
heteroasszocidcidban részt vevo kotott és a nem heteroasszocidlod szabad receptorok aranyara.
Mivel a molekularis bioldégiai modszerek altalaban kvalitativak vagy szemikvantitativak, agy
itéltiik meg, hogy sziikséges egy 1j eljaras kifejlesztése.

Munkdm soran kidolgoztunk egy mddszert, a FRET-szenzitizalt akceptor
fotoelhalvanyitast, melyet eredetileg Mekler és munkatérsai javasoltak (68, 69), és az eljaras
alkalmazasaval kvantitativan jellemeztik az ErbBl1 és az ErbB2 fehérjékbol felépiild

heteroklaszterek Osszetételét.

4.2.1. A kotott akceptor molekulak hanyadanak a meghatarozasa

Ha adott egy fotostabil FRET donor €s egy olyan akceptor, ami egy bizonyos fotokémiai
reakcioban vesz részt, akkor az akceptor fotokémiai reakcidjanak donor altal fokozott
sebességébdl meg lehet hatarozni a FRET hatékonysagot (68). Mekler és munkatarsai azt
allitjak (69), hogy az alacsony FRET hatdsfokok is pontosan meghatarozhatdak ezzel a
modszerrel, ami megmagyarazza, miért hivjdk a technikidt az érzékenység fotokémiai
novelésének (PES). Ha az akceptor fotokémiai reakcidja  visszafordithatatlan
fotoelhalvanyitas, akkor a FRET az akceptor fotoelhalvanyitas gyorsitott iitemét eredményezi.

Modszeriinknek a  hetero-FRET  altal kivaltott fokozott mértékli akceptor
fotoelhalvanyitds a lényege, ezért neveztik el a technikat FRET-szenzitizalt akceptor
fotoelhalvanyitasnak. Ha megjeldliink egy sejtfelszini fehérjét fotostabil donorral konjugalt
antitesttel, mig egy masik fehérjét fotolabilis akceptorral konjugélt antitesttel, és a donor

abszorpcidés hullamhosszan gerjesztjik a donor fluoroforokat, akkor a hetero-FRET
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tavolsagon beliil 1évd fotolabilis akceptor molekuldk kiégnek, ezért meg lehet hatarozni a
donorral heteroasszocialé akceptor molekuldk aranyat. Mivel els6sorban a FRET
kolcsonhatasban részt vevd akceptor molekulak égnek ki, ki lehet szamitani a
hatékonysaghoz ugy, hogy megvizsgaljuk a kapcsolatot a FRET hatékonysag csokkenése és
az akceptor szenzitizalt emisszidja kdzott (69).

Minket az FSAB elméleti végpontja érdekelt, az a pont, ahol az 6sszes akceptor kiég,
amely FRET tavolsagon belill van a donortdl. Feltételeztiik, hogy két csoportja létezik az
akceptor molekuldknak a donorokkal torténd asszociacid tekintetében. Az egyik osztalyba a
donorokhoz kotott akceptorok tartoznak, amelyek FRET tavolsdgon beliil vannak a donortol
(Apouna), a masik csoportot a szabad akceptor molekuldk alkotjak (4j..). Amikor az Osszes
kotott akeeptor kiég, a FRET hatékonysagnak nullara kell lecsokkennie. Ha 6sszehasonlitjuk
az akceptor intenzitasat olyankor, amikor a FRET hatékonysdg nulldra csokken az Gsszes
akceptor molekula kiinduldsi intenzitasaval kiégetés elott (A4y), akkor meghatarozhatjuk a
kotott akceptor molekulak aranyat (4pouna / Ao), Ugyanis az akceptor intenzitasa ardnyos az
akceptor molekuldk szaméaval. Azonban vannak olyan szabad akceptor molekuldk, amelyek a
donor gerjesztési hullamhosszan torténd kozvetlen gerjesztés kovetkeztében égnek ki, nem
pedig a hetero-FRET kolcsonhatas miatt. A fotoelhalvanyitasi korrekcios faktor (BCF) veszi
figyelembe a direkt gerjesztés hatasara elhalvanyitott szabad akceptor molekuldk aranyat
abban a pillanatban, amikor a kotott akceptor molekuldk teljesen kiégnek, vagyis a FRET
hatékonysag nulldra csokken. A kiégett (Fpreached) €S a kotott (Apouna) akceptor molekulak
kozotti Osszefiiggést a 32-34. egyenletek irjak le:

AfreeB CF + Abozmd
F’bleached = (32)
Afree + Ab(mnd
AO = Abaund + Aﬁ’ee (33)

A 32-33. egyenletek Osszevonasaval kifejezhetjiik a kotott akceptor molekuldk ardnyat

(A bound) :

E)leached _BCF

34
1- BCF (34

Abound = AO
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Mivel a BCF értéke eltérd volt kiillonbozo antitestek esetén, meg kellett hatdrozni minden
egyes akceptor konjugalt antitest esetén, melyeket az FSAB kisérletek soran hasznaltunk. A
32-34. egyenletekben feltételeztiik, hogy a kotott akceptor populacio 100%-a kiégett. Azonban
az akceptorként hasznalt CyS5 fluorofor kiégése nem volt minden esetben teljes (27. dbra). Ha
a BCFrrer jelenti azon kotott akceptor molekuldk ardnyét, amelyek kiégtek, akkor a 34.
egyenlet helyett a 35. egyenlettel lehet meghatarozni a kotott akceptor molekulak aranyat:

A BCF + AboundBCFFRET

_ “Tfree _
F;;leached - = Abound - AO
A, +A4

free bound

F;leached — B CF
BCF,,,, — BCF

(35)

A BCFprer meghatarozhatd olyan mintabol, amelyet Cy5 festékkel konjugalt elsédleges

antitesttel és Alexa546 fluoroforral konjugalt masodlagos antitesttel jeldltiink meg.

4.2.2. A megfelelo donor-akceptor par kivalasztiasa az FSAB kisérletekhez

Az FSAB sikeres alkalmazasanak elofeltétele egy olyan idedlis donor-akceptor par,
amelyben a donor fotostabil, az akceptor pedig fotolabilis. Bar a Cy5 fluorofor konfokalis
mikroszkdpiaban fotolabilisnak tekinthetd, meglehetdsen hosszu 1d6 sziikséges a teljes
kiégéséhez. Mekler ¢és munkatirsai eredményeivel (68, 69) Osszhangban mi is azt
tapasztaltuk, hogy a CBr4 jelentdsen képes felgyorsitani a Cy5 kiégésének sebességét (25-26.
abra), igy kisérleteink soran fotolabilis akceptorként a Cy5 festéket hasznaltuk CBry
jelenlétében.

Ezt kovetden olyan donort kellett talalnunk, amely CBry jelenlétében is fotostabil marad.
Kézenfekvd jeloltnek tlintek a quantum dot nanokristalyok, melyek koztudottan fotostabil
anyagok, azonban a CBry jelentdsen fokozta a kiégésiik sebességét (25-26. dbra). igy
valasztasunk az Alexa546 festékre esett, amely megtartotta fotostabilitdsat CBry mellett is,
ezért ezt a fluorofort hasznaltuk fotostabil donorként méréseink sordn. Azonban felmeriilt
még az Alexa555 fluorofdr is, mely kozel tizszer fotostabilabb, mint az Alexa546 (87),
viszont a fluoreszcencia kvantumhatasfoka alacsony, és tul kicsi a kritikus Forster tavolsag

(Ro) az Alexa555 — Cy5 festékpar esetén (R 4555-cys = 4,9 nm, Ry 4546.cy5 = 6,8 nm).
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Cy5 Alexa546 Qdot605

-CBr,

+CBry

25. ABRA: CBr, hatasa a Cy5, az Alexa546 és a Qdot605 fluoroférok kiégésének sebességére. SKBR-3
sejteket megjeldltiik CyS5-, Alexa546- vagy Qdot605-trastuzumab antitestekkel. Képeket vettiink fel a
kiégetés elott (#0), majd 6t, egymas utani, 543 nm-en (Alexa546, Qdot605) vagy 633 nm-en (CyS5)
végrehajtott kiégetési ciklus utan (#5) a kiégetés hullamhosszan gyengitett 1ézersugarat hasznalva, CBry4
hianyaban (-CBry) vagy jelenlétében (+CBry).

hattérrel korrigalt relativ intenzitas

0 100 200 300 400 500

kiégetés ideje (mp)

26. ABRA: CBr; hatisa a Cy5, az Alexa546 és a Qdot605 kiégésének sebességére. SKBR-3 sejteket
megjeloltiink Alexa546 (—, ---), Qdot605 (—, ---) vagy Cy5 (—, ---) festékkel konjugalt trastuzumab
antitesttel, majd megvilagitottuk a mintdkat 543 nm-en (Alexa546, Qdot605) vagy 633 nm-en (CyS5). Minden
~30. masodpercben megszakitottuk az erds kiégetési megvilagitast, és azonos hullamhosszon, de gyengébb
megyvilagitas mellett képeket vettiink fel. A fotoelhalvanyitast CBr4 hidnyaban (folytonos vonalak) vagy
jelenlétében (szaggatott vonalak) végeztiik. Az atlathatosag kedvéért csak minden 3. mérési pontot abrazoltunk
szimbolumokkal.

Megvizsgaltuk a Cy5 fluorofor kiégésének kinetikajat 633 nm-en, a CyS gerjesztési
hulldamhosszan, valamint 543 nm-en, az Alexa546 gerjesztési hullamhosszan. Minden esetben

a kiégetés sordn erds gerjesztd fényt hasznéltunk, mig a képek felvételénél gyengébb
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intenzitasit. Azt tapasztaltuk, hogy a Cy5 fotoelhalvanyitdsa 543 nm-en nem volt teljes,
hozzavetdleg a kiindulasi intenzitas 20-40%-a ellenallt a kiégésnek akar 543 nm-en, akar 633
nm-en gerjesztettiik a fluorofort a képek felvételénél (—, 27. dbra). Azonban 633 nm-en a
CyS5 fluorofor teljesen kiégett fliggetleniil attol, hogy 543 nm-en vagy 633 nm-en gerjesztve
vettiikk fel a képeket (—, 27. dbra). A 27. abran feltiintetett Cy5 festék fotoelhalvanyitési
gorbéi irreverzibilis kiégést mutatnak, ugyanis az 543 nm-en torténd megvilagitas hatdsara

sem tért vissza a CyS5 fluoreszcencidja.

1.0

0.5 -

relativ fluoreszcencia intenzitas

0.0 T T T 1
0 200 400 600 800

kiégetés ideje (mp)

27. ABRA: SKBR-3 sejteket megjeldltiink Cy5-trastuzumab antitesttel, melyeket 543 nm-en (—)
fotoelhalvanyitottunk, és minden kiégetési ciklus utan, gyengébb megvilagitassal képeket vettiink fel 543 nm-es
(o) vagy 633 nm-es (@) gerjesztd fény mellett. A CyS-trastuzumab antitesttel megjeldlt SKBR-3 sejteket 633
nm-en (—) kiégettiik, majd minden kiégetési ciklus utan rogzitettiik az intenzitasat 543 nm-es (A) vagy 633 nm-
es (A) gerjesztd megvilagitast alkalmazva. A Cy5 fluorofor emisszidjat minden esetben 650 nm-es feliilateresztd
szlirén keresztiil mértiik.

Eggeling és munkatarsai megéallapitasaival (88) ellentétben, akik a Cy5 gyors és teljes
kiégését tapasztaltak az abszorpcios spektrumanak alacsony hullamhosszisagu tartomanyaban
torténd gerjesztés hatasara, mi csak a részleges kiégését tapasztaltuk 543 nm-es megvilagitast
alkalmazva. A fenti ellentmondas oka ismeretlen. Megvizsgaltuk az 543 nm-en végrehajtott
kiégetés elott €s utdn az 543 nm-es és a 633 nm-es gerjesztés hatasara emittalt fluoreszcencia
intenzitdsok aranyat, €s azok teljesen azonosak voltak. Ezen kiviil nem talaltunk kiilonbséget

az 543 nm-en kiégetett és a nem kiégetett Cy5 emisszios spektrumai kozott sem (28. dbra).
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28. ABRA: A Cys5 fluorofor emisszios spektruma 633 nm-en gerjesztve nem fotoelhalvanyitott (@) és 543
nm-en kiégetett (0) mintak esetén. Uveg feddlemezre novesztett SKBR-3 sejteket megjeldltiink Cy5-
trastuzumab antitesttel, majd 10 nm-es felbontassal mértiik az emisszidjat Zeiss LSM510 konfokalis mikroszkop
Meta egységével.

A Cys5 festék fotofizikaja meglehetdsen bonyolult, sokféle atmenetet foglal magaba, mint
példaul cisz-transz izomerizacio, reverzibilis fotoindukalt atmenetet fluoreszcens és nem
fluoreszcens allapotok kozott, triplett és magasabb gerjesztett allapotok gerjesztése,
szomszédos fluoroforok kozotti kolesonhatas (88-91). Oxigén és CBry hianyaban a Cy5
100.000 — 200.000 fotont emittdl mieldtt irreverzibilisen kiég (89). Azonban oxigén
jelenlétében a rovid fluoreszcencia élettartama, a nagy molaris abszorpcids egyiitthatdja és a
folyamatos, gyors atmenet az alap ¢és a gerjesztett allapotok kozott csokkenti a Cy5

fotostabilitdsat konfokalis mikroszkopidban (92).

4.2.3. Az FSAB moddszer megbizhatosaga: homoklaszterizalodott ErbB1 és ErbB2
receptorok aranyainak meghatirozasa és osszevetése korabbi homo-FRET

mérésén alapulé eredményeinkkel

Az FSAB folyamatot a 29. dbran lathatd elképzelés szerint vizsgaltuk. Az egyszerliség
kedvéért a donor — akceptor komplexeket dimereknek feltételeztiik, és ilyenkor négy
kiilonb6z6 molekula asszociatum létezhet: DA, DyA, DAp, DpAs, ahol A és D az akceptor, ill.

donor molekulékat jeldli, a b alsdindex pedig a kiégett molekulékat.
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29. ABRA: A FRET-szenzitizalt akceptor fotoelhalvanyitas hatasa egy donor — akceptor dimerre. Ha a
heterodimerben a donor az akceptornal hamarabb kiég, akkor az akceptort nem lehet FSAB altal kiégetni (---»).
A és D — akceptor és donor; b alsdéindex — kiégetett molekula.

Harom kiilonb6z6 atmenet okozhatja az akceptor és a donor kiégését. A 29. abrdn
lathaté, hogy az akceptort ki lehet égetni kozvetleniil (—) vagy hetero-FRET altal (FSAB,
—), de a donort csak kozvetlen gerjesztéssel (—) lehet fotoelhalvanyitani. Ha tal sok donor
¢g ki kozvetlen gerjesztés hatasara, akkor azokat az akceptor molekuldkat, melyek a kiégetett
donorral egy komplexet alkotnak, nem lehet FSAB altal fotoelhalvanyitani. Azonban
matematikai modszerekkel bebizonyitottuk', hogy elhanyagolhato a fotostabil Alexa546
fluoroforok kozvetlen kiégése, €s annak ellenére, hogy a fotolabilis Cy5 molekuldk
kiéghetnek az FSAB altal és kozvetlen gerjesztés hatdséara is, a kotott akceptor molekuldk
aranya megbizhatoan meghatarozhatd modszeriinkkel.

Ahhoz, hogy biztosak lehessiink abban, hogy az FSAB valdban jol hasznalhato molekula
asszociatumok kvantitativ jellemzésére, meghataroztuk az ErbB1 és az ErbB2 receptorok
homoklaszterizalédott ardnyat SKBR-3 ¢és A431 sejtek felszinén. Korabban mar
fluoreszcencia anizotropia méréseink soran megallapitottuk, hogy az ErbBl1 fehérjék
legnagyobb része monomer formaban van jelen stimulalatlan A431 sejteken, és csak kis
hanyada alkot kisméreti homoasszociatumot. Ezzel szemben az ErbB2 nagyméreti

homoklasztereket alkot nyugalomban 1évé SKBR-3 sejteken.

! A bizonyitast nem én végeztem, ezért nem szerepelnek a levezetés részletei a dolgozatomban.
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SKBR-3 sejteken az ErbB2-t 1:1 ardnyban Osszekevert Cy5-trastuzumab és jeloletlen
trastuzumab antitestekkel vagy Alexa546-trastuzumab ¢és CyS-trastuzumab antitestek 1:1
aranyu keverékével jeloltik meg. A Cy5 molekulak kozotti kolcsonhatds befolyasolja a
az akceptorral nem jel6lt mintdban olyan szintre csokkentettiik, mint a donorral és akceptorral
megjelolt mintdban. A 27. abrdn latottakkal Osszhangban az 543 nm-en végrehajtott
kiégetéskor a csak akceptorral konjugalt és jeloletlen antitestek keverékével megjelolt
sejteken a Cy5 fluorofor kiégése nem volt teljes. Ugyanakkor, ha FRET donor is jelen volt,
mar a masodik kiégetési 1épésben teljesen kiégett a CyS5 festék és a hetero-FRET hatékonysag
nullara csokkent. Felhasznalva az akceptor masodik kiégetési 1épés utani fluoreszcencia
intenzitdsat a 34. egyenlettel meghataroztuk, hogy az ErbB2 molekuldk 83%-a alkot
homoasszociatumot ¢éheztetett SKBR-3 sejtek felszinén (32. dbra). A 30. abrdn is latszik,
hogy nagy a kiilonbség a csak akceptorral jeldlt mintdknal a direkt gerjesztés hatasara kiégett
akceptor molekulak aranya (BCF), és a donor — akceptor parral megjelolt FRET-es mintaknal
kiégett akceptor molekuldk aranya (F%cu0n00) kOzOtt, ami azt jelenti, hogy az ErbB2 receptor

nagymértékben homoklaszterizalodik.
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30. ABRA: Az ErbB2 receptorok homoklaszterizalodott frakcidjanak meghatarozisa FSAB médszerrel.
Eheztetett SKBR-3 sejteket 1:1 aranyban megjeloltiik jeloletlen és Cy5 festékkel konjugélt trastuzumab
antitestek keverékével (), vagy Alexa546-trastuzumab és Cy5-trastuzumab 1:1 aranyt elegyével (o), és a
mintakat 543 nm-en kiégettiik CBr, jelenlétében. A gérbéken minden 4. mérési ponton feltiintettiik a kdzépérték
kozepes hibajat (SEM). A csak akceptorral megjeldlt mintanal jeloltiik a fotoelhalvanyitasi korrekcios faktort
(BCF), mig a donor — akceptor parral megjelolt FRET-es mintaknal a kiégett akceptor molekulak aranyat
(Fhieached)-

63



Eredmények és megbeszélésiik

Mivel SKBR-3 sejtek felszinén csak néhany szédzezer ErbB1 receptor fejezddik ki, az
ErbB1 homoklasztereket A431 sejteken vizsgaltuk. Az ErbB1 receptorokat megjeldltiik 1:1
aranyban Osszekevert, Cy5 festékkel jelolt és jeloletlen Mab528 antitestekkel, vagy CyS5-
Mab528 és Alexa546-Mab528 antitestek 1:1 aranyu elegyével. A Cy5 ebben az esetben sem
égett ki teljesen 543 nm-en torténd megvilagitds hatdsara, azonban ha donor is volt jelen,
akkor mar a masodik kiégetési ciklus utan teljesen fotoelhalvanyodott, a hetero-FRET
hatékonysag pedig nulldra csokkent. A 31. abran latszik, hogy alig van kiilonbség a csak
akceptorral megjeldlt mintadk esetén a direkt gerjesztés hatdsara kiégett akceptor molekulak
aranya (BCF), és a donor — akceptor parral megjeldlt mintaknal kiégett akceptor molekulak
aranya kozott (Fpeacheqd), ami arra utal, hogy az ErbBl1 receptorok tobbsége nem alkot
homoklasztert. A 34. egyenlettel meghataroztuk, hogy az ErbB1 molekuldknak minddssze
13%-a van jelen homoasszocidtumokban nem stimulalt A431 sejtek felszinén (32. dbra), ami
teljesen Osszhangban van az el6z6 eredményeinkkel, ahol a fluoreszcencia anizotrdpia

csokkenésébol 88%-nak adodott a monomer formaban 1évé ErbB1 fehérjék aranya.
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31. ABRA: Az ErbBI receptorok homoklaszterizalodott frakciojanak meghatarozasa FSAB modszerrel.
Eheztetett A431 sejteket megjeldltiink 1:1 aranyban jeldletlen és Cy5 festékkel konjugalt Mab528 antitestek
keverékével (), vagy Alexa546-Mab528 és Cy5-Mab528 1:1 aranyt elegyével (@), és a mintakat 543 nm-en
kiégettiink CBry jelenlétében. A gorbéken minden 4. mérési ponton feltiintettiik a kozépérték kozepes hibajat
(SEM). A csak akceptorral megjeldlt mintanal jeloltiik a fotoelhalvanyitasi korrekcios faktort (BCF), mig a
donor — akceptor parral megjelolt FRET-es mintaknal a kiégett akceptor molekulak aranyat (Fyeucheq)-
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Ha az ¢heztetett sejteket epidermalis novekedési faktorral stimuldltuk, akkor az ErbB1
receptor hozzavetdleg haromszor nagyobb ardnyban alkotott homoklasztert, mint éheztetett
A431 sejteken, mig az ErbB2 homoklaszterizalodott aranya nagyjabol 61%-ra csokkent
SKBR-3 sejtek felszinén (32. dbra). Ez dsszhangban van kordbban ismertetett homo-FRET

eredményeinkkel.
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32. ABRA: Az ErbB1 és az ErbB2 receptorok homoklaszterizalodott ardnya nyugalomban 1év6 és EGF stimulalt
sejtek felszinén. Nyugalomban 1év6 (W) és EGF stimulalt (W) A431 sejtek felszinén az ErbB1 receptorokat
jeloltiik, mig nyugalomban 1évé (m) és EGF stimulalt (m) SKBR-3 sejteken az ErbB2 receptorokat vizsgaltuk.
Mindkét sejtvonalon meghataroztuk a homoklaszterizalodott akceptor molekuldk aranyat az FSAB modszerrel.
Atlagosan 100 sejtre kiszamoltuk a kozépérték kozepes hibait.

4.2.4. Az ErbBl1 receptor mobilitasanak vizsgalata FRAP méréssel

Mivel az FSAB kisérletekben a fotoelhalvanyitas idtartama elég hosszu, hozzavetdleg
200 masodperc, megvizsgaltuk, hogy a sejtfelszini fehérjék mobilitdsa mennyire befolyasolja
mérési eredményeinket. Az ErbB1 receptorok lateralis mobilitdsdt megvizsgaltuk fixalt és
nem fixalt AderbBl sejtvonalon FRAP méréssel. A FRAP mérés soran kiégettik a
sejtmembran egy kis teriiletén 1évé z6ld fluoreszcens proteint (eGFP) 488 nm-es erds
gerjesztd fényt alkalmazva, és konfokalis mikroszkdpon folyamatosan képet felvéve nyomon
kovettiik a fluoreszcencia visszatérését a kiégetett tertiletre.

A 33. abran lathatd, hogy nem fixalt sejteken a fluoreszcencia visszatérési idéallando
~10 masodperc és kozelitéleg az ErbB1-eGFP fehérjék 55%-a mozdulatlan. Azonban 1%
formaldehiddel torténd fixalads esetén az ErbB1-eGFP proteineknek tobb, mint 90%-a

mozdulatlanna valt, és hasonl6 eredményt kaptunk akkor is, amikor a fixalt sejteket CBrs-dal
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33. ABRA: Formaldehid fixalas hatasa az ErbB1 mobilitasara. A-I. A sejtmembranon a piros négyzet altal
hatarolt teriiletet kiégettiik 488 nm-es erds gerjesztd fénnyel, majd figyelemmel kisértiik a fluoreszcencia
intenzitas visszatérését konfokalis mikroszkopon. A kisérleteket nem fixalt (A-C, — a J. abran), 1 %
formaldehiddel fixalt (D-F, — a J. abran), és 1 % formaldehiddel fixalt, majd CBr4-dal kezelt (G-I, — a J.
abran) AderbB1 sejteken végeztiik. A ,,pre-bleach” képeket a kiégetés elott, a ,,bleached” felvételeket
kozvetleniil a fotoelhalvanyitas utan, és a ,,recovered” fotokat 150 masodperccel a kiégetés utan készitettiik.
Az A. képen a Iépték 5 um. J. Reprezentativ FRAP gorbék nem fixalt (—), fixalt (—) és CBry-dal kezelt fixalt
(—) AderbBl1 sejteken. A pontozott vonalak a mért fluoreszcencia intenzités értékei, a folytonos vonalak a
mérési eredményekre a /4. egyenlet szerint illesztett gorbék. A tablazat ot fiiggetlen mérésbol szamolt és
illesztett fluoreszcencia visszatérési idéallandok atlagat (1), a kozépérték kdzepes hibait (+ SEM), valamint a
mozdulatlan ErbB1-eGFP fehérjék aranyat tartalmazza.

kezeltiik, akarcsak az FSAB mérések soran. Jollehet, szamos publikécid arrdl szamol be, hogy
transzmembran fehérjék lateradlis mobilitasat 1%-os formaldehiddel torténd fixalas csak
kismértékben gatolja (93, 94), a mi FRAP méréseink egyértelmiien azt bizonyitjak, hogy az
ErbB1-eGFP fehérje lateralis diffuzidja szinte teljesen gatolt a fotoelhalvanyitds ideje alatt
1%-o0s formaldehidben fixalt sejteken. Ebbdl az kdvetkezik, hogy az FSAB modszerrel csak a

fixalas pillanataban jelen 1évé molekula asszociatumokat lehet detektalni.
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4.2.5. Az ErbBl1 és az ErbB2 receptorokbol felépiilé heteroklaszterek kvantitativ

jellemzése nyugalomban 1évé és stimulalt sejtek felszinén

Kisérleteink sordn az SKBR-3 human emlétumor sejtvonalat hasznaltuk, amely mindkét
receptort viszonylag nagyobb szdmban kifejezi. A kisérlet eldtt 24 oraval a sejteket éheztettiik
0,1% szérumot tartalmazé médiumban, majd az egyik receptort Alexa546 festékkel (donor)
konjugalt antitesttel jeloltiik, mig a masik receptort Cy5 fluoroférral (akceptor) jeldlt
antitesttel. Minden esetben a donor gerjesztési hullimhosszan, 543 nm-en végeztik a
kiégetést, melyet 100 masodpercenként megszakitottunk, és képeket vettiink fel a donor, az
akceptor és a FRET csatorndkban, melyekbdl kiszamoltuk a kozvetleniil gerjesztett akceptor
molekuldk fluoreszcencidjat €s a hetero-FRET hatékonysag értékeit. Méréseink soran azt
tapasztaltuk, hogy mar a masodik kiégetési ciklus utan a FRET hatékonysag nulldra csdkkent,
ami arra utal, hogy az dsszes olyan akceptor molekula kiégett, ami hetero-FRET tavolsagon
beliil volt a donortol (34-35. abrdk).

Eldszor meghataroztuk, hogy az ErbB1 receptorok hany szézaléka alkot heteroklasztert
az ErbB2 molekuldkkal nyugalomban 1év6 és EGF stimulalt SKBR-3 sejtek felszinén. Ehhez
az ErbB2 fehérjét Alexa546-trastuzumabbal (donor), az ErbBl receptort Cy5-Mab528
(akceptor) antitesttel jeloltiik meg. A 34. egyenlettel meghataroztuk, hogy nyugalomban 1évo
sejteken az ErbB1 molekulaknak majdnem a fele, kozel 40%-a alkot heteroklasztert az ErbB2
fehérjékkel, és ez az ardny EGF stimulalas hatasara 33%-ra lecsokkent (34. és 36. dbrak). Az
EGF az ErbBI-ErbB2 heterodimerizaci6 mellett eldsegiti az ErbBl receptorok
EGF stimuldlas hatdsara. A 34. abran lathatd, hogy alig van kiilonbség a kozvetleniil
gerjesztett akceptor intenzitasok kozott nyugalomban 1évé és EGF stimulalt sejteken (A €s @),
ami arra utal, hogy az EGF nem valtoztatta meg szignifikansan az ErbBl1

heteroklaszterizalodott aranyat.
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34. ABRA: Az ErbB1 receptor heteroklaszterizalodott ardnyédnak meghatarozasa nyugalomban 16v6 és EGF
stimulalt SKBR-3 sejteken. Az ErbB2 receptorokat megjeldltiik AlexaF546-trastuzumabbal, az ErbB1 fehérjéket
Cy5-Mab528 antitesttel. A donor gerjesztési hullamhosszan (543 nm) alkalmazott kiégetést ~100
masodpercenként megszakitottuk, és képeket vettiink fel a donor, a FRET ¢és az akceptor csatornakban,
melyekbdl kiszamitottuk a kdzvetleniil gerjesztett akceptor molekuldk intenzitasat és a hetero-FRET
hatékonysagokat (A nyugalomban 1év6 sejteken a kdzvetleniil gerjesztett akceptor intenzitasa, A hetero-FRET
hatékonysag nyugalomban 1évé sejteken, ® a kdzvetleniil gerjesztett akceptor intenzitdsa EGF stimulalt sejteken,
e hetero-FRET hatékonysag EGF stimulalt sejteken). A fotoelhalvanyitast CBr, jelenlétében végeztiik.
Atlagosan 100 sejtre kiszamoltuk a kozépérték kozepes hibait.

Az ErbB2 receptorok heteroklaszterizdlodott aranyanak meghatirozasdhoz az ErbBl1
molekuldkat megjeldltik nyugalomban 1évé és EGF stimulalt SKBR-3 sejteken Alexa546-
Mab528 (donor) antitesttel, az ErbB2 fehérjéket CyS-trastuzumabbal (akceptor). A 34.
egyenlet segitségével meghataroztuk, hogy nyugalomban 1évd sejtek felszinén az ErbB2
molekuldknak minddssze 10%-a alkot heteroklasztert az ErbB1 receptorokkal, és ez az arany
EGF stimuladlas hatdsara megduplazédik (35-36. dbrak). Erre utal az is, hogy nagyobb
mértékben csokkent a kozvetleniil gerjesztett akceptor molekuldk fluoreszcenciagja EGF
stimulalas hatasara (e, 35. dbra), mint nyugalomban 1évé sejteken (A, 35. dbra). Az a tény,
hogy az ErbB2 receptorok legnagyobb része nem alkot heteroasszocidtumot az ErbBl1
fehérjével azzal lehet Osszefliggésben, hogy SKBR-3 sejteken hozzavetdleg Otszor tobb
ErbB2 fejezddik ki, mint ErbB1. Masrészt fluoreszcencia anizotrdpia mérésekbdl tudjuk,
hogy az ErbB2 nyugalomban 1év6 sejtek felszinén elsdsorban nagyméreti homoklasztereket
alkot, amelyek mérete lecsokken EGF stimuldlas hatdsdra. Homo-FRET méréseink soran
feltételeztiik, hogy emdgott az EGF indukalt ErbBI1-ErbB2 heterodimerek képzddése Aall.
Mivel FSAB kisérleteink kozvetleniil bizonyitottak, hogy EGF hatasara novekszik az ErbB2
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ErbB1-gyel heteroasszocialé hanyada, a homo-FRET mérések értelmezésekor tett feltevésiink

igaznak bizonyult.

0.3 1.0
—A— FRET (EGF nélkul)
) —e— FRET (+EGF)
—A— | yopor (EGF nélkil) | o o
4 —— Iakceptor (+EGF)

0.2 3
m - 06 &
o (7]
T €
° =
o 2
3 F04 g

0.1 1 ~

- 0.2

OO T T T 0.0

0 200 400 600
kiégetés ideje (mp)

35. ABRA: Az ErbB2 heteroklaszterizalodott aranyanak meghatarozasa nyugalomban 16v6 és EGF stimulalt
SKBR-3 sejteken. Az ErbB1 receptorokat megjeloltiik Alexa546-Mab528 antitesttel, az ErbB2 fehérjéket CyS5-
trastuzumabbal. A kisérleti koriilmények és a jelolések ugyanazok, mint a 34. abran.

Nyugalomban 1év6 és EGF stimulalt SKBR-3 sejteken kiszamoltuk a szabad és a kotott
allapotban 1évé ErbB1 és ErbB2 receptorok abszolut szamat ugy, hogy dramlasi citométeren
meghataroztuk a fehérjék expresszids szintjét (36. abra). A szabad akceptor azt jelenti, hogy
nem alkot heteroklasztert a donorral, ezaltal vagy homoasszocidtumban van jelen, vagy mas
membran molekuldval van egy klaszterben. A kotott akceptor heteroklasztert alkot a donorral.

A 36. dbran is jol latszik, hogy nyugalomban 1év6 SKBR-3 sejteken az ErbBl
receptoroknak kozel a fele, ~80.000 fehérje alkot heteroklasztert az ErbB2 molekulékkal, mig
az ErbB2 receptoroknak mindossze 10%-a, nagyjabol 120.000 fehérje van heteroklaszterben
az ErbBl molekuldkkal. EGF stimuldlds hatdsdra kis mértékben lecsokken a
heteroklaszterizalodott ErbB1 receptorok szdma hozzéavetdleg 66.000-re, azonban az ErbB2
fehérjéknek a duplaja, kozelitéleg 250.000 alkot heteroasszociatumot az ErbB1 molekulakkal.
Az epidermalis ndvekedési faktor az ErbB1 ligandjaként aktivalja a receptorat, amely ezaltal
heterodimerizalodik az ErbB2 fehérjével, megdupldzva az ErbB2 molekuldk szdmat, amelyek
heteroasszociatumot alkotnak az ErbB1 receptorral. Ezen kiviil fokozodik az ErbBl
homodimerizécioja is, ezért csokken kismértékben a heteroklaszterizalodott ErbB1 fehérjék

szama.
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36. ABRA: Az ErbB1 és az ErbB2 heteroklaszterizalodott ardnyanak és a receptorok szamanak
meghatarozasa nyugalomban 1évé és EGF stimulalt SKBR-3 sejtek felszinén. A receptorokat a 34. és a 35.
dbrakndal leirt médon megjeldltiik, majd a szabad / homoklaszterizalodott €s a heteroklaszterizalodott
molekulak aranyat atalakitottuk abszolut fehérje szamokkd, miutdn meghataroztuk az ErbB1 és az ErbB2
expresszios szintjét. Nyugalomban 1évo és EGF stimulalt SKBR-3 sejteken a szabad (W) és a
heteroklaszterben 1€v6 (W) receptorok szamat oszlop diagrammokon abrazoltuk. Az FSAB modszer csak azt
mutatja meg, hogy az akceptor heteroklaszterben van-e a donorral, ezéltal a szabad akceptor lehet valoban
monomer vagy alkothat homoklasztert vagy heteroklasztert mas molekulakkal.

Az ErbB2 receptorok heteroklaszterizalodott aranyat sejtenként is meghataroztuk, és
fiiggetlennek taldltuk az ErbB1 és az ErbB2 fehérjék sejtfelszini expresszids szintjétdl (37/4.
abra). Ezzel szemben a hetero-FRET hatékonysag varakozasunknak megfelelden fiiggott a
donor ¢és az akceptor denzitasatol (37/B. dabra). Abban az esetben, ha a szabad és a kotott
allapotban 1évé ErbB2 molekuldk a tomeghatds torvényének megfelelden egyensilyban
lennének, az ErbB2 heteroklaszterizalodott ardnya fliggene az ErbB1 és az ErbB2 receptorok
sejtfelszini szamatol (37/C. dbra). Azonban az a tény, hogy a kotdtt ErbB2 ardnya fiiggetlen
volt az ErbB1 és az ErbB2 expresszios szintjétdl azt jelenti, hogy az FSAB moddszerrel
detektalt klaszterizaciora nem érvényes a tomeghatas torvénye. Ugy véljiik, hogy a klaszterek
Osszetétele mar a sejtmembran irdnydba torténd vezikularis transzport folyaman kialalakul, és
a vezikuldk membranjaban a fehérjék striisége tobbé-kevésbé allandd és fiiggetlen a

sejtmembranban talalhat6 fehérjék szamatol.
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37. ABRA: A hetero-FRET hatékonysag és a heteroklaszterizalodott akceptor molekulék aranyanak mért és
szamitott fiiggése a donor és az akceptor expresszids szintjétdl. A-B. SKBR-3 sejteken megjeldltiik az ErbB1
receptorokat Alexa546-Mab528 (donor) antitesttel, mig az ErbB2 fehérjéket Cy5-trastuzumabbal (akceptor). Az
ErbB2 ErbB1 molekuldkkal heteroklaszterizalodo aranyat (kiégetett akceptor aranya) meghataroztuk az FSAB
modszerrel (A), és a hetero-FRET hatékonysagot abrazoltuk a donor és az akceptor expresszios szintjének a
fiiggvényében egyedi sejteken (B). Az eredményeket hozzavetbleg 100 sejt vizsgalatabol hataroztuk meg. C. A
tomeghatas torvényét felhasznalva kiszamitottuk a kiégett akceptor molekulak varhato aranyat, feltételezve,
hogy hat akceptor kétddik egy donorhoz, a disszociacios allandé (K,) értéke 10°, és a fotoelhalvanyitasi
korrekcids faktor értéke (BCF) 0,6.

4.2.6. Az FSAB moddszerrel meghatarozott ErbB1 és ErbB2 receptorokbdl felépiild

homo- és heteroklaszterek kvantitativ jellemzése — Osszegzés

Az FSAB technikaval detektalt ErbB1 ¢és ErbB2 fehérjékbol felépiilé homoklaszterek
mérete hasonldéan valtozott nyugalomban 1évé és EGF altal stimulalt A431 ¢és SKBR-3
sejteken, mint a kordbbi, fluoreszcencia anizotropia mérésén alapuld kisérleteink sordn. Az
ErbB2 receptorok legnagyobb része homoklaszter formaban van jelen nyugalomban 1évo
SKBR-3 sejteken, de EGF stimulédlas hatdsara ezek a nagyméretli homoklaszterek részben
felbomlanak. A homoasszociatumokban inaktiv ErbB2 fehérjék taldlhatoak, melyek képesek
heteroklaszterizal6édni mas, ligand altal aktivalt ErbB receptorokkal, ezaltal csékkentve a
homoklaszterek méretét. Ezzel szemben az ErbB1 molekuldknak csak kis hdnyada fordul eld
homoasszociatumokban nyugalomban 1évé A431 sejteken, de EGF stimulalds megtriplazta a

homoklaszterizalédott ErbB1 fehérjék aranyat, hiszen az EGF nemcsak az ErbBI1-ErbB2

heterodimerizaciot, hanem az ErbB1-ErbB1 homodimerizaciot is fokozza.
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nyugalomban 1évé EGF stimulalt
(x10%) (x10%)
szabad vagy o o
ErbB1 homoklaszterizalodott 120+ 8 (60 £ 4%) 134 210(67 + 5%)
heter%ﬁa];;t_evr;en az 80+ 8 (40+4%) | 66+ 10 (33 +5%)
) Slff‘bad e 1080 = 24 (90 + 2%) | 948 + 36 (79 + 3%)
ErbB2 omoklaszterizalodott

heteroklaszterben az

ErbBl-gyel 120 £ 24 (10 £ 2%) 252 £36 (21 £3%)

2. TABLAZAT: A szabad és heteroklaszterizalodott ErbB1 és ErbB2 receptorok szamanak és ardnyanak a
meghatarozasa nyugalomban 1évé és EGF stimulalt SKBR-3 sejtek felszinén FSAB modszerrel a 36. dbrandl
leirt modon. A heteroklaszterizalodott molekulak szazalékainak a hibait kozelit6leg 100 sejtbdl szamitottuk ki
harom fiiggetlen kisérlet soran. Ezek a hibak azonosak a szabad formaban 1év6 fehérjék aranyainak a hibaival,

ugyanis ezeket az értékeket iigy szamoltuk ki, hogy 100%-bol kivontuk a heteroklaszterizalodott receptorok

aranyat.

A 2. tablazatban és a 38. abran foglaltam 0ssze az FSAB modszerrel meghatarozott
ErbB1 és ErbB2 fehérjékbdl felépiild heteroklaszterek dsszetételét nyugalomban 1évo és EGF
stimulalt SKBR-3 sejtek felszinén. Az ErbB1 receptoroknak majdnem a fele heteroklasztert
alkot az ErbB2 fehérjékkel nyugalomban 1év0 sejteken, és ez az arany nem valtozik
szignifikansan EGF stimuldlas hatasara, hiszen az EGF el6segiti az ErbB1 homodimerizacidja
mellett az ErbB1-ErbB2 heterodimerizaciot is. Ezzel szemben az ErbB2-nek minddssze 10%-
a alkot heteroasszociatumot az ErbB1 molekuldval, mely megdupldzodik EGF stimulalés
hatasara. Ez teljesen 0sszhangban van azzal a fluoreszcencia anizotropia mérésén alapuld
eredményiinkkel, hogy EGF hatasara csokken a homoklaszterek mérete, hiszen ebben az
esetben az EGF altal aktivalt ErbBl receptor ErbB2 fehérjéket szakit ki a homoasszo-

ciatumokbol, és ezért no a heteroklaszterek mérete.
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38. ABRA: Az FSAB modszer altal feltart ErbB1 és ErbB2 membran proteinek klaszterizacidja. A. A
heteroklaszterekben az ErbB1 és az ErbB2 receptorokat megjeldltiik donort és akceptort tartalmazo antitestek
keverékével. Azok az akceptor molekuldk, amelyek FRET tavolsagon beliil vannak a donortol, az FSAB
kovetkeztében fotoelhalvanyodnak. B. Nyugalomban 1évé SKBR-3 sejteken homo- és heteroklaszterek, valamint
nem klaszterizalodott (szabad) receptorok keveréke talalhato. A legtobb ErbB1 fehérje nem alkot heteroklasztert
az ErbB2-vel, és a fluoreszcencia anizotropia mérésekbol tudjuk, hogy ezek a molekuldk monomer forméban
vannak jelen. Az ErbB2 receptorok tilnyomo tobbsége nagyméretii homoklasztert alkot, melybdl EGF
stimulalas hatdsara ErbB2 fehérjék szakadnak ki, és heteroklaszterizdlodnak az ErbB1-gyel, ezaltal csokkentve
az ErbB2 homoklaszterek méretét, és ndvelve az ErbB2 heteroklaszterizalodott aranyat. Ugyanakkor az ErbB1
homoklaszterek mérete nd, mert az EGF el6segiti az ErbB1 homoasszociacidjat is az ErbB1-ErbB2
heterodimerizacié mellett. A homo- és a heterodimerizacio ellentétes iranyu hatasai miatt az ErbB1
heteroklaszterizalodott aranya nem valtozik szignifikdnsan EGF stimulalas hatasara. A homo- és
heteroklaszterizalodott ErbB fehérjék aranyai varhatoan fliggenek a sejt tipusatol, és az altalanos tendencia,
amely lathatd az abran, valoszinUsithetéen érvényes azokra a sejtekre, melyeken az ErbB2 receptor talzott
sejtfelszini kifejezddése figyelhetdé meg, mikdzben az ErbB1 fehérjék kdzepes expresszids szintet mutatnak.
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5.  Osszefoglalas

Az ErbB1 és az ErbB2 homoasszociatumok kvantitativ jellemzéséhez kidolgoztunk egy
aramlasi citométeren alkalmazhaté modszert, mely homo-FRET mérésén alapszik. Az ErbB1
¢s az ErbB2 receptorokat megjeldlve kiilonb6z6 aranyban 0sszekevert fluoreszcensen jeldlt és
jeldletlen antitesttel mértiikk a spektroszkopiailag azonos molekuldk kozott kialakult homo-
FRET kolcsonhatast. Ha sok fluorofor van egymashoz koézel (10 nm-en beliil), akkor az
energia szétoszlik az adott klaszterben. A homo-FRET egyetlen manifesztacidja a
fluoreszcencia anizotropia csokkenése, aminek mértéke fligg a fluoroforok koncentracigjatol.
A koncentraciotdl fliggd anizotropia csokkenés megmutatja, hogy a vizsgalt molekula
monomert, dimert, trimert vagy magasabb rendii oligomert alkot.

Nyugalomban 1évé A431 sejteken az ErbB1 receptorok legnagyobb része monomer
formaban van jelen, ¢s EGF vagy szérum stimulalas hatasara né az ErbB1 homoklaszterek
stimuldlatlan SKBR-3 sejtek felszinén az ErbB2 fehérjék legnagyobb része inaktivalt
allapotban van jelen nagyméretli homoasszociatumokban, melynek mérete lecsokken EGF,
heregulin vagy szérum stimulalas hatasara, hiszen a ligandok altal aktivalt ErbB1 ¢és ErbB3
receptorok ErbB2 molekulakat szakitanak ki a homoklaszterekbdl azért, hogy az ErbB2-vel
heterodimerizalddjanak.

A heteroasszociatumok kvantitativ jellemzéséhez a méréseket konfokalis mikroszképon
végeztiik az altalunk kidolgozott FSAB technikat felhasznalva. Ez azon alapul, hogy egy
fotostabil donor molekulat gerjesztve csak azok a fotolabilis akceptor molekuldk égnek ki,
melyek elég kozel vannak a donorhoz, hogy kozottik hetero-FRET johessen létre. Igy
meghatdrozhaté az akceptor molekuldk azon ardnya, melyek a donorral egy klaszterben
vannak. A kisérletek soran az Alexa546 festéket hasznaltuk fotostabil donorként, mig a Cy5
fluorofor volt a fotolabilis akceptor.

Nem stimulalt SKBR-3 sejtek felszinén az ErbB1 receptorok kozel fele heteroklasztert
alkot az ErbB2 fehérjével, és ez az ardny nem valtozik szignifikansan EGF stimulélés
hataséara, hiszen az EGF el6segiti az ErbBl homodimerizacidja mellett az ErbB1-ErbB2
heterodimerizaciot is. Ezzel szemben az ErbB2-nek minddssze 10%-a van
heteroasszociatumban az ErbB1 molekuldval nyugalomban 1évé SKBR-3 sejteken, mely
megdupléazodik EGF stimulalas hatdsara. Az ErbB2 stimulalatlan sejtek felszinén nagyméretii

homoasszociatumokat alkot, amib6l EGF hatasara az ErbB1 ErbB2 molekulakat szakit ki.
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Az éltalunk leirt nagyméretli klaszterek az ErbB fehérj¢k daltal medialt
szignaltranszdukci6 helyszinei, melyekben ligandkotés hatdsara atrendezddések mennek
végbe. A stimulalatlan sejteken jelenlévé nagyméreti ErbB2 asszociatumok biztositjak a
ligandkotés  hatdsara 1étrejové  aktiv. ErbB1  és  ErbB3  molekuldk szaméra a
heterodimerizaciohoz az ErbB2 proteineket konnyen elérheté mdédon. A ndvekedési faktorok
altal aktivalt jelatvitel szamara kedvezd, hogy a nagyméretii klaszterekben a receptorok magas
lokalis koncentracidban vannak jelen. A klaszterek ilymddon a fizioldgids és koros jelatvitel
helyszinei, melyek pontosabb megismerése kozelebb vihet benniinket a daganatos

sejtburjanzast kivalto jelatviteli utvonalak gatlasdhoz.
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6. Summary

We presented a statistically reliable, flow cytometric homo-fluorescence resonance
energy transfer (homo-FRET) method for quantitative characterization of the
homoassociation of ErbB1 and ErbB2. ErbB1 and ErbB2 receptors were labeled by a mixture
of unlabeled and fluorescent antibodies and homo-FRET was measured between two
spectroscopically identical fluorophores. The excitation energy is distributed in the ensemble
of molecules by homo-FRET. The only manifestation of homo-FRET is decreased
fluorescence anisotropy which depends on the concentration of fluorophores. The decrease in
the concentration dependent anisotropy shows whether the molecule is monomeric, dimeric,
trimeric or forms higher order oligomers.

In quiescent A431 cells most ErbB1 receptors are monomeric and stimulation with EGF
or serum leads to an increase in the cluster size of ErbBl1 due to ligand-induced
homodimerization of ErbB1. On the contrary, most of the ErbB2 proteins are inactivated and
present in large homoclusters in unstimulated SKBR-3 cells whose size decreases upon EGF,
heregulin or serum stimulation. We attribute this phenomenon to the recruitment of ErbB2 to
heterodimers with ligand-activated ErbB1 and ErbB3 resulting in the removal of ErbB2 from
homoclusters.

We developed the FRET-sensitized acceptor bleaching (FSAB) technique to quantitate
the ratio of ErbB1 and ErbB2 in their heteroclusters by confocal microscopy. Briefly, a
photostable donor excites a photolabile acceptor by FRET, and the acceptors within FRET
distance to the donor will get photobleached and the fraction of acceptor molecules in the
vicinity of donors can be determined. Alexa546 and Cy5 fluorophores were used as a
photostable donor and a photolabile acceptor, respectively.

In unstimulated SKBR-3 cells almost half of ErbB1 receptors form heteroclusters with
ErbB2 and after EGF treatment, the fraction of heteroclustered ErbB1 did not change
significantly, because EGF induces the formation of both ErbB1 homodimers and ErbB1-
ErbB2 heterodimers. On the contrary, only 10% of ErbB2 is in heteroclusters with ErbB1 in
quiescent SKBR-3 cells and this fraction doubles upon EGF stimulation, because ligand-
activated ErbB1 recruits ErbB2 proteins from the large ErbB2 homoclusters.

The large-scale clusters described by us are the place of signal transduction mediated by
ErbB receptors where rearrangements take place upon ligand binding. The large ErbB2

homoassociations present in quiescent cells ensure that ErbB2 proteins are easily accessible
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for ligand-activated ErbB1 and ErbB3 to form heteroclusters. The receptors in large clusters
are present in high local concentration which is favorable for signal transduction activated by
growth factors. In this way the clusters are the places of physiological and pathological signal
transductions. A better understanding of these clusters may shed light on the mechanisms of

malignant cell proliferation and its inhibition.
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