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1. Bevezetés

A tumorok hatékony kezelése a klinikum egyik kritikus problémája. Jelenleg számos

módszer  (kemo-,  radio-  és  sebészeti  terápia)  áll  rendelkezésre  a  daganatok  gyógyítására,

azonban  önmagukban  ritkán  mutatnak  kellı  hatékonyságot,  és  a  mellékhatások  is

számottevıek lehetnek. 

A tirozinkináz aktivitással bíró EGF receptorcsalád egyik tagja az ErbB2 fehérje, mely

az  epidermális  eredető  emlıtumorok  30%-ában  fokozott  mértékben  fejezıdik  ki  a  sejtek

felszínén. Ez a 185 kDa tömegő molekula – a család többi tagjához (ErbB1, ErbB3 és ErbB4)

hasonlóan – hajlamos a receptorcsaládhoz tartozó további fehérjékkel di-, ill. oligomereket

képezni.  A  kölcsönhatásba  került  receptorok  transzfoszforilálódnak,  aktiválódnak,

foszfotirozin  oldalláncaikon  jelátviteli  kaszkádokat  indítanak,  s  végeredményben  a  sejtek

proliferációját, ill. túlélését segítik elı. Az ErbB2-t túlzott mértékben kifejezı emlıtumorok

prognózisa kifejezetten rossz.  Ugyanakkor,  mivel  az ErbB2 a felnıtt  szervezet  viszonylag

kevés szövetében, és alacsony szinten fejezıdik ki normális körülmények között, az ErbB2

fehérje molekuláris terápiák kiváló célpontja.

Az elsı, szolid tumorok kezelésére kifejlesztett humanizált antitest is az ErbB2 ellen

irányult:  a  trastuzumab (Herceptin)  az egér  eredető  4D5 jelő  antitest  variábilis  régiójának

antigénkötı  szekvenciáját  tartalmazza.  Bár  a  trastuzumab  –  különösen  kemoterápiával

(antraciklin, doxorubicin, vagy Paclitaxel) kombinálva jó klinikai eredményeket ad, gyakori a

primer rezisztencia, és a kezdetben érzékeny tumorok kezelése során is sokszor megszőnik a

trastuzumab hatékonysága. A rezisztencia mechanizmusa(i) részleteiben nem ismert(ek), mint

ahogy szenzitív  tumorok  esetén  a  hatásmechanizmus  sem, azonban  feltételezhetı,  hogy a

receptor aktiváció és internalizáció, ill. azok hiánya mindkét esetben fontos szereppel bír. A
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trastuzumab-rezisztencia  okainak  tanulmányozása  in  vitro körülmények  között  mindeddig

nehézkes volt, ugyanis  nem állt  rendelkezésre olyan tenyészthetı  sejtvonal, mely hordozta

volna ezen sajátságot.

Nemrég azonban kollaborációs  partnerünknek  (Jorma Isola,  Finnország)  sikerült  egy

klinikailag  trastuzumab-refrakter  emlıtumoros  beteg  pleurális  áttétjébıl  trastuzumab-

rezisztens,  in vitro tenyészthetı sejtvonalat elıállítani. Munkánk elsı részében ezen JIMT-1

sejtvonal,  és  a  már  ismert,  trastuzumab  szenzitív  SKBR-3  emlıtumor  sejtvonal  in  vitro

összehasonlítását  végeztük,  a  trastuzumab-rezisztencia  hátterében  álló  molekuláris

kölcsönhatásokat,  valamint   a  Hsp90-dajkafehérje  inhibitor  17-AAG  (17-allilamino-17-

dimetoxi-geldanamicin)  lehetséges  proliferációgátló  szerepét  vizsgálva.  Ez  utóbbi  egy

anzamicin származék,  mely gátolja a receptor  stabil  konformációjának internalizáció utáni

visszaalakulását, így elvileg potencírozhatja a trastuzumab hatását.

Az  immun-  és  inhibitor  terápián  kívül  a  fényterápiát  is  nagy  hatékonysággal

alkalmazzák  az  emlıdaganatok  kezelésében.  A  fotodinámiás  terápia  (PDT)  egy  olyan

fényterápiás eljárás,  ahol a daganatos sejtekben felhalmozódott fotoszenzitizálót  specifikus

hullámhosszúság tartományban (általában vörös, ill. infravörös fénnyel) világítják meg. Az

abszorbeált  fotonoknak  köszönhetıen  a  fotoszenzitizáló  molekulák  gerjesztett  állapotba

kerülnek, ahol könnyen reakcióba lépnek oxigénnel, valamint különféle biomolekulákkal. A

reakciókban  képzıdött  szinglett  oxigén,  illetve  más  szabadgyökök  a  daganatos  sejtek

pusztulását okozzák. 

A  fotodinámiás  terápia  –  tekintve,  hogy  a  fotoszenzitizáló  ágens  feldúsulása  a

daganatsejtekben  nem tökéletesen szelektív  – mellékhatásokat  okozhat,  így célszerő  olyan

kiegészítı  kezeléseket  kipróbálni,  melyek  a PDT-val  szinergista  hatásúak.  Munkánk során

egy patkány eredető emlıtumort in vivo patkány modellben vizsgálva a fotodinámiás terápiát

cisztein proteinázokat gátló (CPI) cisztatinnal kombináltuk. A tojásfehérjébıl izolált cisztatin
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az extracelluláris mátrix komponenseinek bontásában résztvevı katepszin B és L mőködését

gátolja, így várhatóan a metasztázis képzıdés csökkentésével javítja a PDT hatását.

2. Irodalmi áttekintés

2.1 Az EGF receptorcsalád jelátviteli modellje, az ErbB2 dimerjeinek jelentısége 

Az  epidermális  növekedési  faktor  receptor  (EGFR)  család  tagjai  jelentıs  szerepet

játszanak számos jelátviteli kaszkád megindításában; különféle jelátviteli utak aktiválásával

változatos  sejtválaszokat  váltanak  ki,  úgy,  mint  proliferáció,  túlélés,  adhézió,  migráció  és

differenciáció.  A  növekedési  faktor-indukált  EGFR  jelátvitel  elengedhetetlen  a  normál

morfogenetikus folyamatok lejátszódásában, ugyanakkor ismert ezen receptorcsalád tagjainak

aberráns aktivitása is, ami kulcsfontosságú szerepet játszik a tumor sejtek kialakulásában és

növekedésében (Yarden 2001). 

A  család  négy  tagja  az  EGFR/ErbB1,  HER2/ErbB2,  HER3/ErbB3  valamint  a

HER4/ErbB4  néven  ismert  transzmembrán  receptor  fehérje.  Szerkezetüket  tekintve  két  fı

részbıl állnak, egy extracelluláris ligandum-kötı doménból, illetve egy enzimaktivitással bíró

citoplazmatikus régióból (Ullrich és Schlessinger 1990). Ezen szerkezetnek köszönhetıen a

specifikus  ligandumok  bekötıdése  által  indukált  jel  könnyen  átjut  a  plazmamembránon,

génexpresszió  változást,  illetve  különbözı  sejtválaszokat  eredményezve.  A  receptorokhoz

kapcsolódó ligandumok közül megkülönböztethetünk EGF-szerő molekulákat, transzformáló

növekedési  faktor-szerő  molekulákat,  valamint neuregulinokat.  A ligandumok a receptorok

extracelluláris  doménjéhez  kötıdve  elısegítik  azok  homo-,  illetve  heterodimerjeinek

képzıdését.  Az  egymáshoz  kapcsolódott  receptor  fehérjék  tirozin  oldalláncai  kereszt-

foszforilálódnak, ezáltal biztosítva citoplazmatikus enzimek és adapter fehérjék kötıdését. Az

aktivált effektorok,  adapter proteinek különbözı jelátviteli kaszkádokat stimulálnak. 
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Végül,  a jelátvitel elsıdlegesen a receptor-ligandum komplex endocitózisán keresztül

inaktiválódik  (1.  ábra).  A  létrejövı  endoszóma  tartalma  a  dimerek  stabilitásától,  illetve

ubiquitin ligáz jelenlététıl függıen vagy degradálódik, vagy ismét a sejtfelszínre kerül (Wells

1999).   

1. ábra Az EGFR-család jelátvitelt indító modellje: A receptorok extracelluláris doménjéhez kötıdött
ligandumok elısegítik a homo- illetve heterodimerek képzıdését (1-2). Az egymáshoz kapcsolódott

receptorok tirozin oldalláncai kereszt-foszforilálódnak (2), ezekhez citoplazmatikus enzimek és adapter
fehérjék kapcsolódnak (3). A létrejött jelátviteli komplexek disszociációját követıen az aktivált

effektorok és adapter proteinek szabadon diffundálnak a citoplazmában (4), és különbözı jelátviteli
kaszkádokat, transzkripciós regulátorokat stimulálnak (5). Végül, a receptor dimerek a jelátvitelt
inaktiválva internalizációt követıen degradálódnak (6) vagy ismét a sejtfelszínre kerülnek  (7).

A jelátviteli  folyamatokban  az  EGFR  legfontosabb  dimerizációs  partnere  az  ErbB2

(Tzahar  és  mtsai.  1996),  azonban  számos  mechanizmusnak  köszönhetıen  ez  a  fehérje

potenciális  heterodimerizációs  partnere  a  többi  ErbB  receptornak  is.  Az  ErbB2-t  elıször
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potenciális  onkogén  mutánsként  karcinogén-kezelt  patkányok  neuroglioblasztómájából

izolálták (Harari és Yarden 2000). Ez a fehérje a család kivételes tagjának tekinthetı, ugyanis

nem  rendelkezik  specifikus  szekretált  ligandummal.  Ezen  tény  ellenére  azonban  képes

aktiválódni,  foszforilálódni és ezáltal  jelátviteli folyamatot  indukálni, pl.  nagy mennyiségő

ErbB2  kifejezıdésekor  homodimereket,  ill.  nagyobb  asszociátumokat  képezve  (Nagy  és

mtsai. 1998; Nagy és mtsai. 1999). Emellett felmerül pl. a Muc4/szialomucin transzmembrán

glikoproteinnel kialakított ligandum-receptor típusú membránkötött komplex aktiváló szerepe

is.  A Muc4/SMC egy olyan  heterodimer  glikoprotein,  mely egy  mucin (ASGP-1)  és  egy

transzmembrán  (ASGP-2)  alegységbıl  áll.  Ez  utóbbi  két  epidermális  növekedési  faktor

domént  tartalmaz,  melyek  közül  az  egyik  az  ErbB2  ligandumaként  viselkedik  (Jepson és

mtsai.  2002).  Az  ErbB2  receptor  túlzott  mértékő  sejtfelszíni  kifejezıdése  elısegíti  a

daganatok  kialakulását.  Ez  a  túlzott  mértékő  kifejezıdés  egyes  daganatok  esetében,  mint

például a petefészek és emlıdaganatok, rossz prognózissal társul. 

Az  ErbB  jelátvitel  lehetséges  kimenetelét  az  ErbB  dimerek  típusa  jelentısen

befolyásolja.  Ennek  függvényében  eltérı  sejtválaszok  jöhetnek  létre,  úgy,  mint  a

tumorigenezissel társuló sejtosztódás és migráció, az adhézió, valamint a differenciáció és az

apoptózis. A homodimert alkotó receptorok kombinációja kevésbé mitogén és transzformáló

sajátságú  ellentétben  a  heterodimerekkel,  melyek  közül  a  leghatékonyabb  dimereknek  az

ErbB2 receptorral alkotott párok számítanak (2. ábra) (Riese és mtsai. 1995). Az EGF-szerő

ligandumok,  illetve  a  neuregulinok  kötıdése  az  ErbB1,  ErbB3  vagy  ErbB4  receptorok

extracelluláris doménjéhez in vitro homodimer képzıdést idéz elı, amikor viszont az ErbB2

túlzott  mértékben  expresszálódik  a  sejt  felszínén,  akkor  a  heterodimerek  kialakulása  a

domináns. 
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2. ábra A homodimerek és ErbB2-tartalmú heterodimerek indukálta jelátvitel erıssége: A tirozinkináz
aktivitással bíró ErbB1 és ErbB4 receptorok homodimerjei könnyen indukálnak jelátvitelt, míg a
tirozinkináz aktivitással nem rendelkezı ErbB3 erre önmagában nem képes. Mindhárom receptor

ErbB2-vel alkotott heterodimerje azonban igen hatékony jelátvitelt indukál.

Az ErbB2 talán legfontosabb heterodimerizációs partnere a tirozinkináz aktivitás nélküli

ErbB3,  ezzel  alkotja  a  legerısebb  mitogenikus  és  transzformáló  hatással  bíró  komplexet

(Kokai és mtsai. 1989; Yarden és Sliwkowski 2001), mely neuregulin megkötésével is képes

az aktiválódásra. Az ErbB2 túlzott mértékő kifejezıdésének köszönhetıen az ErbB2 és ErbB3

az emlıdaganatok sejtfelszínén nagy mitogenikus aktivitású heterodimert képezhet, s ennek

aktivitását  fokozhatja a  Muc4/SMC jelenléte  (Jepson és  mtsai.  2002).  Az ErbB2 tartalmú

heterodimerek sokkal stabilabbak a sejtfelszínen, mint az olyan dimerek, melyek az EGFR-

család  egyéb  tagjait  tartalmazzák.  A  stabilitásnak  köszönhetıen  ezek  a  heterodimerek

lényegesen hosszabb idıt töltenek a membránban, mint más ErbB homodimerek (Lenferink és

mtsai. 1998). 
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2.2 Az EGF-család jelátviteli folyamatát befolyásoló tényezık

Az  intracelluláris  szignálok  specificitását  és  hatékonyságát  az  ErbB  proteinek  olyan

pozitív  és  negatív  effektorai  határozzák meg,  mint  például  a  ligandum fajtája,  az  oligomer

összetétele valamint a receptor  specifikus szerkezeti sajátsága.  A legjelentısebb befolyásoló

tényezı az eltérı foszfotirozin-kötı fehérjék megléte, melyek képesek kapcsolatot létesíteni a

dimereket képezı ErbB molekulákkal. Az autofoszforilálódott és ennek köszönhetıen jelátvivı

proteinekkel  összekapcsolódott  intracelluláris  domén  a  ligandum  fajtájától,  illetve  a

heterodimerizációs  partner  jelenlététıl  függıen fog viselkedni (Olayioye  és mtsai. 1998).  A

Shc és Ras fehérjék által mediált mitogén-aktivált protein kináz (MAPK) útvonal az ErbB3

ligandumok  állandó  célpontja;  azonban  a  foszfoinozitol-3-kináz  (PI3K)  által  aktivált

apoptótikus kináz (Akt) valamint a p70S6K/p85S6K útvonal a legtöbb aktív dimer számára

elérhetı.  A  jelátviteli  út  kimenetelét  az  egyes  útvonalak  eltérı  kinetikája  is  befolyásolja.

Például a PI3K aktivációjának hatékonysága és kinetikája eltér a többi kinázétól, valószínőleg

azért, mert az ErbB3 és ErbB4 receptorokkal közvetlenül lép kölcsönhatásba, míg az ErbB1 és

ErbB2 receptorokhoz csak közvetett módon képes kapcsolódni (Soltoff és Cantley 1996). 

Az  ErbB indukált  jelátvitelt  a  ligandum-indukált  receptor  endocitózisa  zárja  le,  mely

folyamat kinetikája erısen függ a receptor összetételétıl, valamint az ubiquitin ligáz celluláris

vagy virális  (mutáns) formájának jelenlététıl.  Endocitózis során a receptorok klatrin burkos

vezikulumban főzıdnek le a sejtmembránból. Attól függıen, hogy a burkolatlan vezikulákhoz

celluláris vagy virális Cbl ubiquitin ligáz kapcsolódik, a fehérjék degradálódnak vagy újra a

sejtfelszínre kerülnek (Levkowitz és mtsai. 1998)  (3. ábra). 

A receptorok 1045-ös tirozin oldallánca elengedhetelenül fontos az ErbB jelátvitel Cbl-

mediált  leszabályzásához,  mely  folyamatban  a  c-Cbl  család  adapter  fehérjéi  a  Grb-2

fehérjéhez  kötıdve fejtik  ki  hatásukat.  A Cbl  ubiqutin  ligáz  továbbá részt  vesz  a  citokin

receptorok,  immunreceptorok  és  integrinek  leszabályozásában  is.  N-terminális  részen SH2
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foszfotirozin-kötı  domént (melyen keresztül aktivált PTK-hoz kötıdik), illetve Ring-finger

domént   (ami  E2  ubiqutin  ligáz  enzimeket  köt)   tartalmaz. C-terminálisa  prolin/szerin-

gazdag  régióból  (Grb2-höz,  Src-családbeli  kinázokhoz  kötıdik),  tirozin  foszforilációs

helyekbıl (SH2 domént tartalmazó adapter fehérjéket köt) valamint ubiquitin-kötı doménból

áll (van Leeuwen és mtsai. 1999a; van Leeuwen és mtsai. 1999b). Az Cbl ubiquitin ligáz által

vezérelt endocitózis jelentıs szerepet játszhat az EGFR-család tagjai ellen irányított antitest

készítmények antitumor hatásának kifejtésében. Például, az L26-al, azaz egy ErbB2 ellenes

antitest  alkamazásával  az  N87  humán  gyomortumor  sejtvonalon  az  ErbB2  receptorok

degradációját  figyelték  meg  fokozott  ubiquitináció  mellett.  A  degradáció  mértékét  a  Cbl

expressziója  valamint  a  receptor  1112-es  tirozin  láncán  található  Cbl  kötıhely  megléte

egyaránt befolyásolja. Ezen eredmények birtokában feltételezhetı, hogy a trastuzumab, bár az

ErbB2 receptor egy másik epitópjához kötıdik, szintén Cbl-mediált receptor degradációt idéz

elı (Klapper és mtsai. 2000).
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3. ábra Az internalizált receptorok sorsa Cbl ubiquitin ligáz jelenlétében: Az ErbB indukált jelátvitelt
a receptor endocitózisa zárja le. Endocitózis során a receptorok klatrin burkos gödörben főzıdnek le a

sejtmembránról, majd a burkolatlan vezikulából korai endoszóma képzıdik. A korai endoszómás
állapotban attól függıen, hogy celluláris (c-Cbl) vagy virális Cbl (mutáns, v-Cbl) ubiquitin ligáz

kapcsolódik a receptorokhoz, a fehérjék vagy lizoszómában degradálódnak, vagy újra a sejtfelszínre
kerülnek.
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A  receptorok  sorsát  meghatározó  következı  fontos  tényezı  az  aktivált  ligandum-

receptor  komplex  stabilitása  (4.  ábra).  Az  aktivált  ErbB1  homodimerek  viszonylagos

stabilitásuknak  köszönhetıen  a  Cbl-hez  kötıdve  az  endoszómában  maradnak,  ezáltal

lizoszómális  lefőzıdést  és  degradációt  elıidézve.  Az  ErbB1-ErbB2  heterodimer  azonban

kevésbé stabil, így hamar szétdisszociál a Cbl ligázt is leválásra kényszerítve. Ezt követıen a

receptorok ismét a sejtfelszínre kerülnek (Lenferink és mtsai. 1998). 

homodimer

11
11

heterodimer

11
22endoszóma

11 11 11 22

stabil instabil
pH=5,5pH=5,5

recirkuláció
degradáció

4. ábra  A dimerek stabilitása degradációhoz és recirkulációhoz egyaránt vezethet: A receptorok
sorsát az aktivált ligandum-receptor komplex stabilitása is meghatározza. Az aktivált ErbB

homodimerek relatív stabilitásuknak köszönhetıen a Cbl-hez kötıdve az endoszómában maradnak, és
lizoszómában degradálódnak. Az ErbB1-ErbB2 heterodimer azonban kevésbé stabil, hamar elválnak a

receptorok egymástól és a Cbl ligáztól, minek köszönhetıen a receptorok ismét a sejtfelszínre
juthatnak.

A  jelátviteli  folyamatokban  internalizálódott  receptorok  recirkulációjában  a

stresszfehérjék csoportjába tartozó Hsp90 (heat shock protein 90) dajkafehérje is aktívan részt

vesz.  A  stresszfehérjék  jelenléte  nélkülözhetetlen  az  olyan  proteinek  szerkezetének

visszaállításában,  melyek  valamilyen  környezeti  stressz  hatására  meghibásodtak.  A Hsp90
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egy  olyan  90  kDa  tömegő  hısokkfehérje,  ami  passzív módon  segít  a  hibás  szerkezető

proteineknek azáltal, hogy azok kilógó hidrofób felszínéhez kötıdve megvédi a felszíneket az

összetapadástól és a következményes aggregációtól, koagulációtól. Mivel ez a folyamat nem

ígényel  ATP-t,  így a sejt  hısokk hatására megnyilvánuló  elsı  védekezési  reakciójaként is

értelmezhetı.  Ezt  követi  az  aktív segítség,  ami  energiaigényes,  így  ATP-hidrolízissel  jár

együtt.  Ebben  az  esetben  a  helytelen  szerkezető  szubsztrátfehérjét  a  stresszfehérjék

kismértékben  kitekerik,  lehetıséget  adva  a  proteinnek  arra,  hogy  visszatekeredve

megtalálhassa a helyes, natív szerkezetet. Ennek a folyamatnak két fı irányítója a Hsp50 és a

Hsp60  dajkafehérje  (Csermely  2001),  azonban  a  Hsp90,  mivel  ATP/ADP  kötıhellyel

rendelkezı adenin nukleotid zsebet tartalmaz (Chiosis és mtsai. 2001; Chiosis és mtsai. 2003),

szintén aktív részese lehet. A Hsp90 továbbá kismértékben mutáns fehérjék helyretekerésével

számos olyan mutáció hatását képes semlegesíteni, melyek csendben meghúzódnak a hordozó

egyed  genetikai  állományában  (Csermely  2001).  Megfelelı  funkciójának  hiányában

legfontosabb kliens fehérjéinek (az ErbB2, EGFR, Goα, raf, eEt2 kináz, ciklin D, telomeráz,

ER,  PR,  valamint  pAkt)  abnormális  konformációja  ubiquitinációt,  majd  proteaszómális

degradációt  szenved.  Helyes  mőködésekor  azonban  a  membránról  lefőzıdı  receptorhoz

kötıdve  segít  a  harmadlagos  és  negyedleges   szerkezet    visszaalakításában,  minek

köszönhetıen    a   receptor   ismét   a   sejtfelszínre  kerülhet  (5.  ábra).  Ez  a  recirkuláció

hozzájárulhat az emlırák sejtfelszínén túlzott mértékben kifejezett ErbB2 felhalmozódásához,

ami a daganatos sejtek fokozott proliferációjához vezet (Sausville 2001). 
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5. ábra A Hsp90 és kliens fehérjéi közötti kapcsolat: Az endoplazmatikus retikulum felszínén lévı
riboszómákról a fehérjék (X) vezikulákban főzıdnek le. Lefőzıdést követıen vagy degradálódnak,

vagy Hsp90 kötıdése révén az éretlen fehérjékbıl érett fehérjék jönnek létre, melyek képesek a
sejtmembránban kifejezıdni. Sejtfelszíni dimerizációt követıen a fehérjék degradálódnak, vagy újra

hajtogatódnak.

2.3 Az ErbB2 receptor túlzott mértékő kifejezıdése, az ErbB2-pozitív daganatok

kezelésének nehézségei

Számos daganat fejezi ki sejtjeinek felszínén az ErbB2 receptort, köztük az emlırákok,

melyek közül az invazív duktális karcinómák 30%-a mutat ErbB2 gén amplifikációt, mely a

fehérje  magas  szintő  expressziójával  társul  (Slamon és mtsai.  1987).  Az overexpresszió a

tumor  méretével,  a  tumorsejtek  nyirokerekbe  történı  beáramlásával,  az  S  fázisú  sejtek

növekvı arányával,  valamint a sztreoid receptorok hiányával egyaránt korrelál. Az invazív

karcinómák korai fázisában a túlzott mértékő ErbB2 kifejezıdés önmagában nem elegendı a

jóindulatú daganat rosszindulatúvá történı átalakulásához (Ross és Fletcher 1998). Az esetek
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jelentıs  részében  ehhez  a  folyamathoz  hozzájárul  még  az  overexpresszióval  társuló

ösztrogénreceptor és progeszteronreceptor hiány is (Borg és mtsai. 1994). Ösztrogénreceptor-

pozitivitás  esetén  az  anti-ösztrogének  bekötıdése  a  hormonreceptorhoz  gátolja  a  szteroid

hormon bekapcsolódását,  minek következtében az ösztrogén-aktivált  jelátvitel blokkolódik,

így  a  daganat  progressziója  lelassul.  Az  ösztrogén  ugyanakkor  elnyomja  az  ErbB2

promóterrıl  induló  génátírást,  és  ezáltal  specifikusan  gátolja  az  ErbB2-t  overexpresszáló

emlısejtek  növekedését  (Giani  és  mtsai.  1998).  Annak  az  ösztrogénreceptor-deficiens

betegnek azonban, kinek tumorában az ErbB2 receptor túlzott mértékben fejezıdik ki, az anti-

ösztrogén  terápia  akár  káros  is  lehet  (Carlomagno  és  mtsai.  1996).  In  vitro tanulmányok

szerint  az  ErbB2  és  NRG túlzott  mértékő  expressziója  anti-ösztrogének  adására  hormon-

rezisztenciát idéz elı, illetve az esetek jelentıs részében a daganatos sejtek növekedését teljes

mértékben függetleníti az ösztrogéntıl (Pietras és mtsai. 1995). Ennek az a magyarázata, hogy

a  meglévı  csekély  mennyiségő  hormonreceptorhoz  kapcsolódott  anti-ösztrogén  kivédi  az

ösztrogén hatását, így szabad utat nyitva az ErbB2 expressziónak. Mindezt együttvéve, mind

a molekuláris,  mind pedig a klinikai megfigyelések arra utalnak, hogy a szteroid és ErbB

útvonalak ugyan alternatív jellegőek, de funkcionálisan olyan összekapcsolódó folyamatok,

melyek a sejtek proliferációját növelni képesek (6. ábra).

 A daganat progressziót emellett a G-protein kapcsolt (GPC) receptorok (LPA, trombin

és  endotelin  receptorok)  is  képesek  befolyásolni  az  ErbB  jelátvitelre  kifejtett  pozitív

hatásuknak köszönhetıen. Ezen receptorok elsısorban a mátrix-metalloproteinázokat (MMP)

aktiválják,  melyek  olyan  membrán-kötı  ErbB  ligandumokat  hasítanak,  mint  például  a

heparinkötı EGF-szerő faktor (HB-EGF). A szabaddá vált ligandumok kötıdhetnek az ErbB

fehérjékhez  és  aktiválhatják  azokat.  A  GPC-receptorok  továbbá  aktiválhatják  közvetett

módon  az  Src-t  (valószínőleg  a  Pyk2  útvonalon  keresztül),  amely  foszforilálja  az  ErbB

intracelluláris doménjét. A receptor aktivációt követıen a Ras-MAPK útvonalon keresztül az
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ErbB  ligandumokat  kódoló  gének  átírása  aktiválódik,  amit  még  az  anti-ösztrogénnekkel

blokkolt  szteroid-hormon-receptorok  is  erısítenek  (Yarden  és  Sliwkowski  2001).  Az

ErbB2/neu  onkogén  fokozott  mértékő  kifejezıdésével  egyidıben  megnı  a  tumorsejtek

proliferációs készsége, a TNF-α-val (tumor nekrózis faktor) szembeni rezisztencia és a VEGF

(vaszkuláris endoteliális növekedési faktor) szekréció, valamint fokozódik a sejtek motilitása

és aggregációs hajlama, de csökken az adhéziós molekulák expressziója.  Ez utóbbi három

hatás metasztázis képzıdéséhez vezet.  
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6. ábra Az ErbB jelátvitelt elımozdító útvonalak: Az ErbB jelátvitelt a G-protein kapcsolt (GPC)
receptorok (LPA, trombin és endotelin receptorok) is képesek befolyásolni, ezáltal a daganat

progressziót elısegítve.

Mindezek  fényében  nem  meglepı,  hogy  az  ErbB2  rutinszerő  meghatározása  a

daganatdiagnosztika egyik elterjedt eleme, és a fehérje különféle daganatterápiák molekuláris

célpontjává  vált  az  utóbbi idıben.  Többféle  ErbB2 gátló  stratégiát  dolgoztak ki  kísérletes
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körülmények  között.  Az  egyik  ilyen  eljárás  az  ErbB2-gén  átírásának  gátlása  antiszensz

oligonukleotidokkal.  Egy  másik  eljárás  során  az  ErbB2  mőködés  gátlására  tirozinkináz

gátlókat,  vagy  specifikus  ellenanyagokat  alkalmaztak.  Jelenleg  a  klinikumban  a

leghatásosabbnak  bizonyult  trastuzumabot  (Herceptin)  használják,  ami  az  ErbB2-receptor

extracelluláris  doménje  ellen  irányított  humanizált  monoklonális  antitest.  A  trastuzumab

tumorgátló hatása mind kísérletes, mind pedig klinikai körülmények között arányos az ErbB2

receptor  kifejezıdésének  mértékével.  Magát  a  gyógyszert  már  több  országban

törzskönyvezték  a  ErbB2-pozitív  elırehaladott  emlıtumorok  elsı  vonalbeli  kezelésére

taxollal  kombinálva,  illetve  másod-  és  harmadvonalbeli  kezelésre  monoterápiában  adva.

Egyéb  adjuváns  terápiában  történı  alkalmazását  azonban  még  klinikai  vizsgálatokban

tesztelik (Campone és mtsai. 2003). 

2.4  A trastuzumab humán emlıtumorokra kifejtett hatása

A  Genentech  által  szabadalmaztatott  trastuzumab  (Herceptin)  egy  ErbB2  receptor

ellen  irányított,  4D5  jelő,  egérben  termeltetett  monoklonális  antitest  variábilis  régiójának

antigénkötı  szekvenciája,  melyet  emberben  nem  immunogén  humán  IgG-be  építettek  be

(Carter és mtsai. 1992). Monoterápiában történı alkalmazása a metasztatikus emlıdaganatos

nık ~15%-ában volt eredményes, míg kemoterápiával történı együttes adása növelte a pozitív

reakciók arányát  (Baselga és mtsai.  1996).  AC-kemoterápiával  (adriamicin=doxorubicin és

citoxán=ciklofoszfamid) együtt alkalmazva a páciensek 52%-ában hozott eredményt, viszont

a  kemoterápia  önmagában  csak  az  esetek  43%-ban  volt  hatásos.  A  trastuzumab-taxol

kombinált terápia 43%-ra növelte az eredményes kezelések arányát a taxol-monoterápia 16%-

ához képest.

A trastuzumab pozitív hatásának  ismerete egyre  elterjedtebbé teszi  alkalmazását.  Az

FDA azonban kötelezıen elıírja a Dako Corporation által forgalmazott Herceptest elvégzését
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a trastuzumab kezelés indikációjának felállítása elıtt. A teszt értékelésénél a festıdı sejtek

arányát, a membránfestıdés jellegét, valamint intenzitását vizsgálják, miknek ismeretében a

tumort 0, 1, 2 vagy 3 kereszttel jellemzik (Toth és Szentkuti 2000). Klinikai tapasztalatok

szerint  az  immunhisztokémiai  háromkeresztes  vizsgálatok  elég  jól  korrelálnak  a  FISH-

módszerrel  kimutatott ErbB2 amplifikációval,  a kétkeresztes eredmények azonban csak az

esetek  24%-ában  mutatnak  átfedést  (Dybdal  és  mtsai.  2005).  A  Hercepteszten  két,  vagy

három  keresztet  elérı  daganatok  általában  jól  reagálnak  transtuzumab  terápiára.  A

trastuzumab  monoterápiás  alkalmazása  során  azonban  a  betegek  4.7%-a  szívmőködési

zavarokkal küzdött, s ezt az arányt a kemoterápiával történı együttes alkalmazás fokozta.

A  trastuzumab  monoterápiát  az  ErbB2-pozitív  emlıdaganatok  metasztázisainak

kezelésére  is  kipróbálták  4  mg/kg  kezdı  és  2  mg/kg  heti  fenntartó  dózissal,  ill.  ezek

duplájával  is.  Mindkét  esetben  enyhe  fokú  fájdalom,  gyengeség,  láz,  hányinger,  hányás,

hidegérzet,  fejfájás,  hasmenés és kiütés jelentkezett,  mely tünetegyüttes  a nagyobb dózisú

terápiánál  a  kezelés  alatt  állók  30%-ában  fokozódott.  A  trastuzumab  elsıvonalbeli

alkalmazása a paciensek elenyészı részénél szívpanasszal, leukopéniával, trombocitopéniával

és  sztomatitisszel  járt.  Mivel  a  mellékhatások  intenzitásán  kívül  jelentısebb  eltérést  nem

tapasztaltak  a  két  dózis  hatása  között,  így  jelenleg  az  alacsonyabb  koncentrációjút

alkalmazzák (Tripathy 1998). 

A trastuzumab pontos hatásmechanizmusa a mai napig tisztázatlan. Egyes kutatások

szerint  az  ErbB2-höz  kötıdve  a  receptor  leszabályozásával  blokkolja  a  dimerképzıdést,

minek  köszönhetıen  a  jelátviteli  út  gátlódik,  emellett  a  TNFα-val  szembeni  rezisztencia

lecsökken,  az  addhéziós  molekulák  expressziója  visszaáll,  a  VEGF  termelıdése  pedig

mérséklıdik (Lane 1998). A trastuzumab hatásmechanizmusát a sejtenként 1 millió ErbB2-t

kifejezı  BT-474  humán  emlıtumor  sejtvonalon  tanulmányozva  megfigyelték,  hogy

trastuzumab adáskor számos fehérje szintézise és aktivitása mérséklıdött S fázisban (pl.: Rb
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foszforiláció,  ciklin  A,  skp2),  vagy  G2  fázisban  (ciklin  B)  (Lane  1998).  A  p27Kip1 Rb-

aktivációt gátló, ciklin-függı kináz inhibitor expressziója megnıtt, minek következményeként

a  ciklin-függı  kináz-2  (CDK2)  aktivációja  lecsökkent  a  sejtciklus  G1  fázisában  blokkot

eredményezve. Az utóbbi hatására a sejt proliferációja lelassult (Sliwkowski és mtsai. 1999).

A paclitaxel ezzel ellentétben G2-M fázisban eredményezett sejtciklus blokkot. A 4D5 jelő

antitest  in vitro biokémiai hatásain túl  in vivo   az immunrendszer  közvetítésével  is  kifejti

tumorellenes  hatását.  Konstans  régiójával  az  FcγRIII-hoz  kötıdve antitest-függı  sejt  által

közvetített citotoxicitást (ADCC) eredményez (Clynes és mtsai. 2000), emellett még fokozza

az  ErbB2  internalizációját  követıen  képzıdött  peptidek  prezentációját  is (Kono és  mtsai.

2004). 

A trastuzumab terápia elsı klinikai sikerei ellenére kiderült, hogy az emlıkarcinómák

nagy hányadában a trastuzumab kezelés hatástalan, és a kezdetben jól reagáló betegek esetén

is gyakori  a  késıbb kialakuló (szekunder)  rezisztencia (Slamon és mtsai.  2001; Esteva és

mtsai.  2002).  A trastuzumab-rezisztencia feltehetıen multifaktoriális,  de néhány fontosabb

okra vonatkozólag már vannak feltételezések.  Ezek egyike  szerint  a trastuzumab szenzitív

daganatos sejtekben (7. ábra) a PI3K katalitikus alegység és a p85 szabályozó alegység az

aktivált  ErbB2  intracelluláris  doménjéhez  kötıdik,  így  a  PI3K  stimulálódik  a  PIP3

termelıdését elısegítve. Ezt követıen a foszfoinozitid-függı protein kináz (PDT) a PIP3-hoz

kapcsolódik  a  PI3K-t  és  az  Akt  kinázt  aktiválva.  Ugyanakkor  a  stimulált  transzmembrán

receptorok foszforilációja során az  Src a  foszforilált  ErbB2-höz kötıdik,  és  aktiválódva a

tumor szuppresszor  PTEN (lipid foszfatázként  is  mőködik)  foszforilációját  elısegíti.  Ez a

mechanizmus  azonban  gátolja  a  PTEN  plazmamembránbeli  transzlokációját,  minek

köszönhetıen  a  PI3K  által  generált  PIP3 nem  defoszforilálódik.  Ezen  folyamatok

végeredményeként a sejtek fokozott proliferációja és túlélése figyelhetı meg. A trastuzumab

rövid  idejő  hatása  a  PI3K-útvonal  gyors  leszabályozását  eredményezi.  A  szer  1  óránál
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rövidebb alkalmazása során az Src ledisszociál az ErbB2-rıl, ami receptor-defoszforilációt és

inaktivációt eredményez. Ennek köszönhetıen a PTEN nem foszforilálódik a Src útvonalon, s

a  plazmamembránban  maradva  a  PIP3 defoszforilációját  okozza.  A  20  óránál  hosszabb

trastuzumab hatás mindemellett elısegíti még az ErbB2 defoszforilációját, majd ezt követı

internalizációját és degradációját is. Mind a rövid-, mind pedig a hosszútávú kezelés gátolja

az  aktivált  ErbB2  által  kifejtett  sejtes  válaszokat.  A trastuzumab szenzitív  karcinómákkal

ellentétben  számos  rezisztens  daganatban  PTEN-deficienciát  észleltek,  így  ezen  foszfatáz

gátló hatása nem érvényesül trastuzumab kezelés esetén (Nagata és mtsai. 2004).  

a sejt túlélése, proliferációja és  protein szintézise megnı
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7. ábra Az ErbB2/PI3K jelátviteli útvonal gátlása trastuzumabbal: 1 órán belüli Trastuzumab kezelés
hatására a PTEN a sejtmembránban a PIP3 képzıdését gátolva  a sejt túlélését és proliferációját

mérsékli. A 20 óránál hoszzabb kezelés receptor internalizációt, defoszforilációt és leszabályzást
eredményez.

A  PTEN  defektus  mellett  számos  egyéb  lehetséges  rezisztencia  mechanizmust  is

felfedeztek  különféle  ErbB2-pozitív  daganatokban,  köztük  az  EGF-szerő  ligandumok

autokrin termelıdését (Motoyama és mtsai. 2002), az IGF-I receptor jelátviteli útvonalának

aktiválódását  (Lu  és  mtsai.  2001),  a  trastuzumab  kötıhely  maszkírozását  a  MUC4
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szialomucin komplex által (Price-Schiavi és mtsai. 2002; Nagy és mtsai. 2005), valamint a

csökkent ADCC reakció szerepét (Kono és mtsai. 2004).

2.5  A kis molekulatömegő inhibitorok terápiás alkalmazása: a 17-allilamino-17-dimetoxi

geldanamicin

A kis molekulatömegő,  természetben is  elıforduló herbimicin, genisztein, emodin és

anzamicin  mellett  a  szintetikus  analógok  is  felismerik  az  ErbB  fehérjék,  valamint

dajkafehérjéik nukleotid-kötı helyét.  In vitro és állat kísérletek egyaránt igazolták, hogy az

ErbB1-et,  illetve  ErbB2-t  fokozott  mértékben  kifejezı  sejtek  proliferációja  csökken  ezen

hatóanyagok jelenlétében (Levitzki és Gazit 1995; Fry és mtsai. 1998). 

Az  emlıdaganatos  betegek  jelentıs  része  két  fı  terápiás  célponttal  jellemezhetı,  a

Hsp90  dajkafehérje  kliens  proteinjének  tekintett  ErbB2  fehérjével,  illetve  ösztrogén-  és

progeszteronreceptorral. A kezdeti hormonterápiára pozitív választ adó tumorok 1 éven belül

rezisztenssé váltak a kezelésre, így e probléma megoldására proklinikai fázisban anzamicin

származékot alkalmaztak, mely az ösztrogén receptor funkciót befolyásolta (Bagatell és mtsai.

2001).  Ez  a  hatóanyag  a  Hsp90  dajkafehérje  mőködését  gátló  geldanamicin  volt,  amit

Streptomyces hygroscopicus-ból izoláltak elıször (Chiosis és mtsai. 2003). Az ösztrogén- és

progeszteronreceptorok olyan multimolekuláris komplexek, melyek a hormonkötı fehérjéken

kívül egyéb esszenciális chaperont (pl.: Hsp70, Hsp90) is tartalmaznak. A geldanamicin ezen

komplex Hsp90 fehérjéjéhez kötıdve a több molekulát tartalmazó szerkezetet felbontja és így

a hormonreceptor  érési  folyamatát  leállítja (8. ábra).  A ligandumkötı  konformáció ennek

köszönhetıen  nem  alakul  ki,  s  így   a   hormonreceptorok   proteaszómális   degradációt

szenvednek (Bagatell és mtsai. 2001).  
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8. ábra A geldanamicin hatása a multimolekuláris komplexre: A multimolekuláris chaperon
komplexben lévı Hsp90-hez kötıdött geldanamicin a Hsp90 mőködését gátolja, így a hısokk fehérje

kliens proteinjeivel együtt degradálódik.

A geldanamicin nemcsak steroid receptorok funkcióját gátolja, hanem a Raf-1 kinázok

és ErbB tirozinkinázok mőködését is hasonlóan befolyásolja, ezáltal számos daganatos sejt

növekedését és túlélését gátolva. Emellett elısegíti a v-Src, Bcr-Abl és p53 mutáns fehérjék

internalizáció utáni  degradációját  is  anélkül,  hogy ezen mutáns formák normális  celluláris

megfelelıit befolyásolná. Geldanamicinnel való kezelés során a sejtciklus G1 fázisban reked

meg, amit morfológiai és funkcionális differenciáció és/vagy sejtpusztulás követ. A felsorolt

elınyök  ellenére  azonban  magát  a  geldanamicint  nem  alkalmazzák  a  klinikumban,  mert

jelentıs májkárosodást okoz (Chiosis és mtsai. 2003). 

A Hsp90 dajkafehérje mőködését egy geldanamicin származékkal, a 17-allilamino-17-

dimetoxi-geldanamicinnel  (17-AAG)  is  lehet  gátolni,  melyet  jelenleg  mindössze  egy  elsı

fázisú  tesztben  kapnak  emlıdaganatos  betegek,  monoterápiaként.  Ez  a  továbbfejlesztett

változat a geldanamicinnel ellentétben nem okoz májkárosodást és szövetpusztulást.  In vitro

kísérletekben különbözı sejtvonalaknak adták 2 nM és 40 µM közötti tartományban, minek
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hatására  a  sejtek  proliferációja  mérséklıdött.  A  szer  maximális  aktivitását  a  Hsp90-kötı

affinitásának megfelelı  mikromoláris koncentrációban mutatja,  ennek ellenére az esetleges

mellékhatások  elkerülése  érdekében  a  humán  terápiában  az  alacsony  nanomoláris

koncentrációkban  alkalmazzák.  A  17-AAG  a  Hsp90  dajkafehérje  N-terminálisa  felıli

konzervált zsebbe kötıdik. Ennek, a chaperon szabályozásában fontos szerepet játszó zsebnek

két  endogén  liganduma  ismert,  az  ATP  és  ADP.  Az  ágens  beékelıdése  gátolja  az  ATP

bekötıdését,  így  a  Hsp90-tartalmú  multimolekuláris  komplex  összetétele  megváltozik,  a

kötött  fehérje  mőködése módosul. Az ATP bekötıdés blokkolása azért  fontos,  mert  az ép

mőködéső  sejtekkel  ellentétben  számos  tumorsejtekben  a  Hsp90  jelentısebb  ATP-áz

aktivitással bír, ami elısegítheti pl. az ErbB2 fehérje újbóli kijutását a sejtfelszínre (Chiosis és

mtsai. 2003).

17-AAG hatására az ErbB2 gyorsan degradálódik (9. ábra), így sejtfelszíni expressziója

lecsökken. Ennek következményeként az ErbB3-asszociált PI3K aktivitás mérséklıdik, ami

maga  után  vonja  az  Akt  aktivitás  csökkenését,  valamint  az  Akt  szubsztrátumok

defoszforilációját. Ez a folyamat vezethet a D-ciklin expressziójának mérséklıdéséhez, ami a

p27Kip1 kifejezıdését elısegíti. A CDK2 aktivációja így lecsökken, minek eredményeképpen

G1 fázisban megreked  a  sejtciklus  a  sejtek szaporodását  lassítva (Basso  és  mtsai.  2002).

Mivel mind a 17-AAG mind pedig a trastuzumab hasonló módon változtatja meg a daganatos

sejtek jelátviteli útvonalait, így elvileg egymás hatását potencírozhatják.
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9. ábra A 17-AAG hatása az ErbB2 fehérjére: A Hsp90 az ErbB2 fehérjéhez kötıdve segít annak a
harmadlagos és negyedleges szerkezet kialakításában. A Hsp90-hez kapcsolódó 17-AAG azonban

gátolja a hısokk fehérje mőködését, ami az ErbB2 degradációjához vezet.

2.6 A fotodinámiás terápia (PDT) 

A tumorok  hatékony kezelése  aktuális  probléma  a  klinikumban,  ugyanis  jelenleg  a

rendelkezésre  álló  terápiák  közül  nincs  olyan  monoterápia,  ami  önmagában  elég  hatásos

lenne. A sebészileg maradéktalanul el nem távolítható, ill. többszörös metasztázisokat képzı

daganatok  esetében  a  kemoterápia  a  leggyakoribb  megközelítés,  azonban  az  alkalmazott

citosztatikumok kivétel nélkül komoly mellékhatásokat okaznak (Oktay és mtsai. 2001; Oktay

és  mtsai.  2004;  Shapiro  és  mtsai.  2001;  Tran  és  mtsai.  2000).   A kemoterápiát  gyakran

radioterápiával  is  kombinálják  (Naunheim  és  mtsai.  1992),  azonban  ennek  is  komoly

mellékhatásai vannak (Halverson és mtsai. 1993).

Daganatos és egyéb proliferatív elváltozások kezelésére egy viszonylag új módszer a

fotodinámiás terápia (PDT). A fotoérzékeny anyagok viselkedését megvilágítás hatására már

1900-ban vizsgálta Oscar Raab papucsállatkákon (Strizhak 1996). A PDT modern korszaka a

Mayo  klinikán  Lipson  és  Schwartz  megfigyelésével  kezdıdött  az  1960-as  években.
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Észrevették,  hogy  hematoporfirin  injektálásakor  a  rákos  szövetek  fluoreszkálnak.  Ettıl

kezdve vizsgálták  a  jelenség hatásmechanizmusát,  és  optimalizálták  terápiás  hatását  mind

állatmodelleken, mind humán tumorok kezelésére. Ezeknek a tanulmányoknak köszönhetıen

különbözı fotoérzékeny anyagokat fejlesztettek ki, melyek közül az elsı a porfirin oligomer

elegybıl álló Photophrin®  volt (McCaughan és Williams 1997).

A PDT-t az 1970-es évektıl kezdték el preklinikai és klinikai tesztekben alkalmazni. A

terápia  során  a fotoérzékeny anyagot  parenterálisan,  intravénásan,  vagy intraperitoneálisan

adják, így a véráramon keresztül jut el a tumoros szövethez, ahol feldúsul (Qian és mtsai.

1987).  A  szelektív  akkumuláció  idıfüggı,  pl.:  a  napjainkban  leggyakrabban  alkalmazott

chlorin e6 három óra múlva éri el a célszövetet és 24 órán belül stabilizálódik (Kostenich és

mtsai. 1991). A stabilizációt követıen a megfelelı gerjesztı fény hullámhosszát kétféle elv

szerint választják meg. Az egyik megválasztási szempont az, hogy a hosszabb hullámhossz

jobban  áthatol  a  szöveteken,  mint  a  rövidebb,  így  az  optimális  hullámhossz  tartomány a

600-700 nm-es sáv (Bolin és mtsai. 1984). A másik szempont az, hogy a vörös tartományon

belül a megfelelı gerjesztı fény hullámhossza erısen függ a fotoérzékeny anyag abszorpciós

maximumától, ami pl.: a fotofrin II esetében 630 nm, a ftalocianinnál pedig 675 nm. Ennek

ismerétében az alacsony energiájú lézereket (soft laser) egyre gyakrabban és szélesebb körben

alkalmazzák a terápia során (Ferrario és mtsai. 1991). Számos klinikai tanulmányban azonban

a lézereket nem-lézer típusú fényforrásokkal helyettesítik, mint pl. wolfrám, halogén és xenon

lámpák (Ziolkowski  és  mtsai.  1995).  A megvilágító  fény  jellegétıl  függıen  beszélhetünk

fotodinámiás diagnózisról (PDD) és terápiáról (PDT). A PDD esetében UV fénnyel világítják

meg a  tumorban  felhalmozódott  fotoérzékeny anyagot  és  a  fluoreszcenciát  detektálják.  A

PDT-nál  azonban  600  nm-nél  nagyobb  hullámhosszat  alkalmazva  a  tumor  sejtjeit  és

vaszkularizációját roncsolják (Betz és mtsai. 2002).
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A  fotoszenzitizáló  anyag  akkumulációját  és  a  megfelelı  hullámhosszal  történı

megvilágítást követıen számos fotokémiai reakció iniciálódik (10. ábra). A tumor nekrózist

három fı mechanizmus idézi elı. Ezek közül az I. típusú mechanizmus (TO) a reaktív gyökök

képzıdése, a II.  típusú (TT) mechanizmus során a gerjesztett, triplett állapotú fotoérzékeny

anyag és az alapállapotú molekuláris oxigén reakciójából szinglett oxigén keletkezik (Strizhak

1996;  Gal 1994).  A III.  típusú reakció  (MTO) során a  tumor sejtekben  in  situ képzıdött

gyökök  közvetlenül  reagálnak  a  triplett  állapotú  fotoérzékeny  anyagokkal  (Gal  1994).  A

szinglett  oxigén  és  a  szabad  gyökök  reakciója  a  sejt  membránját,  a  mitokondriumot,  a

lizoszómát, valamint a sejtmagot károsítja, ami a sejt pusztulását eredményezi.

sens + hν →  1sens (abszorpció)

1sens →  sens + hν (fluoreszcencia)

1sens →  sens (sugárzásmentes átalakulás)

1sens →  3sens (intersystem crossing)

3sens →  sens + hν (foszforeszcencia)

3sens + 3O2 →  sens + hν (foszforeszcencia)

1O2 →  3O2 (szinglett oxigén csökkenés)

1O2  + sub →  subox (szubsztrát oxidáció és sejt halál)

10. ábra PDT által elıidézett fotokémiai reakciók: sens:alapállapotú fotoérzékeny anyag, 1sens:
gerjesztett triplett állapotú fotoérzékeny anyag, 3O2: alapállapotú oxigén, 1O2:  gerjesztett szinglett

állapotú oxigén.

2.7  Cisztein proteináz inhibitorok (CPI)

A tumorsejtek cisztein proteinázai kritikus szerepet játszanak az extracelluláris mátrix

elemeinek  (laminin,  kollagén  és  elasztin)  proteolitikus  kaszkádon  keresztül  történı
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bontásában  (Foekens  és  mtsai.  1998;  Buck  és  mtsai.  1992).  A tumorsejtekben  a  cisztein

proteináz  családba  tartozó  katepszin  enzim  aktivitása  megemelkedik,  ami  angiogenikus

vaszkularizációt  és  a  karcinómák  invazivitását  eredményezi  (Joyce  és  mtsai.  2004).  Ezen

enzimek  gátlását  a  szervezet  által  is  termelt  cisztein  proteináz  inhibitorok  (CPI)  végzik,

melyek  hatására  a  daganat  növekedése  mérséklıdik.  Tumoros  páciensek  esetében  azt

tapasztalták, hogy a CPI mennyisége igen alacsony, így ezen inhibitor pótlása indokolt lehet,

mivel  a  cisztein  proteinázok  és  inhibitoraik  aktivitása  közötti  egyensúly  a  tumor  sejtek

agresszivitását jelentıs mértékben befolyásolja (Lah és mtsai. 1997). Normál szövetekben, az

extracelluláris  proteolízist  az  endogén  inhibitorok  szabályozzák,  míg  patológiás

folyamatokban a proteinázok és inhibitoraik közötti megzavart egyensúly válik uralkodóvá.  

A calpain egy olyan kalcium aktivált cisztein proteináz, amely a sejtek alakváltozását,

mozgékonyságát és apoptózisát irányítja. A proteináz két formája a calpain I és II citoszolikus

proteinek,  melyek  a  sejtben  különbözı  kötıhelyekhez  transzlokalizálódnak.  A  calpain

mőködését két szabályozó protein, a kalpasztatin (a calpain specifikus endogén inhibitora), és

a  28  kDa-os  szabályozó  alegység  határozza  meg.  Kimutatták,  hogy  a  calpain  II  az

endoplazmatikus  retikulumban  és  a  Golgi  készülékben  található  specifikus  proteinekkel

kolokalizálódik.  Az  organellumok  proteináz  K-val  történı  kezelése  megmutatta,  hogy  a

calpain I és II, a kalpasztatin, valamint a szabályozó alegység az organellumok membránjának

citoszolikus felszínéhez kötıdik, míg a calpain II egyik alegysége és szabályozó alegysége

megtalálható az organellumok lumenében is (Hood és mtsai. 2004).

A kaszpázok szintén a cisztein proteinázok családjába tartoznak és a proteinek aszpartát

reziduumok  melletti  hasításért  felelısek.  Kiemelkedı  szerepet  játszanak  az  apoptózis

kiváltásában,  ezen  kívül  aktiválásuk  olyan  jellegzetes  morfológiai  változásokat  idéz  elı  a

sejtben,  mint  pl.  a  zsugorodás,  a  kromatin  kondenzáció,  a  DNS  fragmentálódás  vagy  a

plazmamembránbeli bleb képzıdés (Degterev és mtsai. 2003). 
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A  legumain  egy  lizoszomális  cisztein  proteináz,  mely  fontos  szerepet  játszik  az

endoszomális/lizoszomális  degradációs  rendszerben.  A  legumain  hiánya  a  lizoszomális

cisztein  proteinázok  egy  másik  csoportjának  a  prokatepszin  B,  H  és  L-nek  az

akkumulálódásához  vezet.  A  legumain  számos  tumorban  (pl.  vastagbél,   prosztata  és

emlırákok)  nagyfokú  expressziót  mutat,  s  jelentısen  fokozza  az  inváziót  és

metasztázisképzést  (Liu  és  mtsai.  2003).  A  proteináz  membrán-kötött  vezikulákban

koncentrálódik  a  tumoros  sejtek  invadopódiájában,  ahol  integrinekkel  kolokalizálódik.  Az

aszparaginil-endopeptidázként  is  ismert  legumain  az  Asn  és  Asp  egységeknél  hasítja  a

peptidkötést  P1 pozícióban (Shirahama-Noda és  mtsai.  2003;  Niestroj  és  mtsai.  2002).  A

legumain gátlását illetıen eddig meglehetısen kevés tanulmány született. Ezen tanulmányok

olyan endogén inhibitorok használatát vizsgálták, mint pl. a cisztatin C (Alvarez-Fernandez és

mtsai. 2005; Cheng és mtsai. 2006).

Az  cisztein  proteáz  inhibitorokat  általában  humán  placentából  izolálják,  az  általunk

használt cisztatin azonban egy olyan 120 aminosav és két  diszulfid-híd tartalmú inhibitor,

amit elıször tojásfehérjébıl nyertek. Jelentıs cisztein proteináz aktivitást csökkentı hatásuk

miatt a CPI fehérjék az inhibitor terápia újabb területét nyitották meg (Lah és Kos 1998).

2.8  Az angiogenezis szerepe a tumorok kialakulásában 

Az  angiogenezis  során  képzıdött  vérerek  a  szolid  tumorok  növekedése  mellett  a

metasztázis  képzıdését  is  elısegítik.  Magát  a  folyamatot  a  hipoxia  is  stimulálja,  minek

hatására  a  daganatos  sejtek  egyre  nagyobb  mennyiségben  termelik  az  angiogenikus

faktorokat, úgy mint a TNF-t, FGF-t, valamint a VEGF-t (Fajardo és mtsai. 1992; Miles és

mtsai. 1994). A fokozott citokin koncentráció maga után vonja a kapilláris erek képzıdését a

növekvı tumor központjában (Friedlander és mtsai. 1995). Angiogenezis nélkül a tumor nem

fejlıdik tovább 2-3 mm-es átmérınél (Leibovich és mtsai. 1987).
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A vaszkularizációban szerepet játszó VEGF a 2-es típusú VEGF receptorhoz kötıdve az

endotél sejtek migrációját és proliferációját mozdítja elı, míg az 1-es típusúhoz kötıdve a sejt

migrációján túl az endotél sejtek „szöveti faktor” szekrécióját is beindítja (Ferrara és mtsai.

2003).  A VEGF túlzott mértékő  termelıdése számos daganat  esetén tumor progresszióval,

valamint  rossz  prognózissal  társul  (Wey  és  mtsai.  2005).  A  vaszkuláris  permeabilitási

faktorként  ismert  VEGF-A  a  VEGF-család  legalaposabban  jellemzett  tagja.  Ezen  faktor

megemelkedett koncentrációja a fiziológiás angiogenezis során megnöveli a mikrovaszkuláris

permeabilitást,  minek  hatására  a  környezı  szövetek  normálisan  antiangiogenikus  rétege

proangiogenikus  szövetté  válik.  A  VEGF-ról  kimutatták,  hogy  nekrózis  gátló  hatásának

köszönhetıen elımozdítja az antiapoptótikus Bcl-2 protein mőködését, ezáltal stimulálva a

foszfatidilinozitol 3'-kináz/Akt útvonalat, amely az endotél sejtek túlélését serkenti (Dvorak

2002).

Tumorsejtekben  a  növekedési  faktor  receptorok  mennyisége  befolyásolja  az

angiogenikus  faktorok  kifejezıdésének  mértékét,  ami  közvetve  járul  az  angiogenezis

elımozdításához.   Például  az  EGFR  és  az  ErbB2  az  emlı-  és  gyomorrák  sejtek  VEGF

termelésének  szabályzásában  játszanak  fontos  szerepet  (Akagi  és  mtsai.  2003).  Számos

onkogén  (pl.:  c-Src)  is  fokozhatja  a  VEGF  termelıdését  (Ellis  és  mtsai.  1998).  A

rosszindulatú szolid tumorok egy részének molekuláris patogenezisében résztvevı p53 tumor

szupresszor  gén  szintén központi  szereppel  bír  a  VEGF szabályozásában.  Emlıkarcinóma

sejtek esetében a p53 fehérje és az Sp1 transzkripciós faktor közötti közvetlen kapcsolat a

VEGF promóterrıl történı átírást gátolja (Carmeliet és mtsai. 2001).
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3. Célkitőzések

Munkánk  során  a  klinikai  gyakorlatban  már  alkalmazott  trastuzumab  kezelést  és

fotodinámiás  terápiát  kombináltuk  kismolekulájú  inhibitorokkal,  és  vizsgáltuk

hatékonyságukat emlıkarcinómák kezelésében. 

Kísérleteinkben az alábbi kérdésekre kerestük a választ:

• A  17-AAG-vel  gátolt  Hsp90  dajkafehérje  megváltoztatja-e  az  ErbB2  fehérje

aktivációs folyamatát, és ez hatással lehet-e a tumorsejtek proliferációjára? 

• In vitro körülmények között a trastuzumab hatását  lehet-e potencírozni 17-AAG

hozzáadásával trastuzumab szenzitív és rezisztens sejtvonalak esetén?

• Implantált  szolid  emlıkarcinóma  kezelésére  in  vivo alkalmazott  fotodinámiás

terápia  hatását  lehet-e  fokozni  az  extracelluláris  mátrix  bontásában  aktívan

résztvevı cisztein proteináz enzimek gátlásával?

• Amennyiben  a  fotodinámiás  és  az  inhibitor  terápia  együttes  alkalmazása

szinergisztikusnak bizonyul, melyek a kombináció optimális feltételei, és állhat-e a

háttérben a VEGF szintet csökkentı hatás?
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4. Anyagok és módszerek

4.1 Az  kísérletekhez alkalmazott sejtvonalak és állatmodellek

In vivo összehasonlító kísérleteinket trastuzumab-rezisztens és szenzitív sejtvonalakon

végeztük.  Rezisztens  sejtvonalként  a  JIMT-1-et  alkalmaztuk,  melyet  Jorma  Isolatól,  finn

kollaborációs  partnerünktıl  (Laboratory  of  Cancer  Biology,  Tampere  University  and

University Hospital Institute of Medical Technology, Tampere, Finland) kaptunk (Tanner és

mtsai.  2004).  Ez  a  karcinóma  sejtvonal  egy  62  éves  emlıdaganatos,  trastuzumabra  nem

reagáló nıbeteg pleurális áttétjébıl származik. A kontrollként felhasznált szenzitív sejtekhez

hasonlóan ezek a sejtek is egyrétegben kitapadva nınek és SCID egérben xenograft tumort

képeznek.  A  JIMT-1  sejtvonal  ösztrogén-  és  progeszteron-receptor  deficiens,  ugyanakkor

immunhisztokémiai  pozitivitást  mutat  mind  citokeratin  5/14-re  mind  pedig  8/48-ra.  Ezen

sejtek trastuzumab kezelésre in vitro és xenograft formában egyaránt rezisztensek.  A sejtek

amplifikált ErbB2 onkogénnel rendelkeznek, amely azonosítható mutációt nem tartalmaz. A

JIMT-1 sejtek felszínén az ErbB2 fehérje túlzott mértékben fejezıdik ki, az ErbB1, ErbB3 és

ErbB4 receptorok az  SKBR-3 sejtekéhez  hasonlóan kisebb mértékben expresszálódnak.  A

kismolekulájú  tirozinkináz  inhibitorok,  a  Ci1033  és  a  ZD1839  gátolják  a  JIMT-1  sejtek

proliferációját, de a gátlás mértéke a BT-474 sejtekhez képest kisebb (Tanner és mtsai. 2004).

Kontrollként az ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA) által fenntartott

trastuzumab szenzitív SKBR-3 sejtvonalat alkalmaztuk. 

Mindkét sejtvonalat 37  °C-on és 5% CO2-tartalmú levegın tenyésztettük. Az SKBR-3

sejtek olyan  DMEM (Dµlbecco’s  Modified Eagle’s Medium, SIGMA) médiumban nıttek,

amely  10%  FCS-t  (Fetal  Calf  Serum,  SIGMA),  2  mM  L-glutamint  (ICN)  valamint

antibiotikumot tartalmazott. A JIMT-1 sejtek tenyésztéséhez 1:1 arányú 10% FCS-DMEM és

Ham-féle F-12 médium elegyét  alkalmaztuk.  A sejtvonalakat  250 ml-es  (Greiner  bio-one)
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flaskában inkubáltuk, 3-4 naponta passzáltuk. Az áramlási citometriás kísérletekhez a sejteket

0.05%  tripszin  és  0.02%  EDTA  (SIGMA)-tartalmú  PBS  oldattal  szuszpendáltuk  fel.

Mikroszkópos mérésekhez a sejteket 12 mm átmérıjő fedılemezekre, ill. Lab-Tek  TM II  8-

lyukú  fedılemez  aljú  kamrában  (Nalge  Nunc  International,  Rochester,  NY)  növesztettük

80%-os  konfluencia  eléréséig.  A  stimulációs  kísérletek  elıtt  24  óráig  szérum-mentes

médiumban éheztettük a sejteket. 

In  vitro kísérleteinkben  3-3.5  hónapos,  200  g-os  nıstény  Wistar  patkányokat

alkalmaztunk,  melyeket  a  „Guiding Principles in  the  Care  and Use of  Animals” (Official

Journal  Announcing  Current  Legislation  in  Poland  (Dz.U),  2002:  135  p.  1141)

követelményeinek megfelelıen tartottunk. A Gliwice-i Onkológiai Intézetbıl (Lengyelország)

kapott  patkány  eredető  transzplantálható  emlıkarcinómát  homogenizáltuk,  majd  az  1  ml

homogenizátumot 0.5 ml fiziológiás sóoldattal elegyítve szubkután implantáltuk a patkányok

bal oldalába (Saleh és mtsai. 2001). A HercepTest (DAKO) immunhisztokémia, melyet Dr.

Szöllısi Zoltán (DE OEC Patológiai Intézet) készített, kimutatta, hogy a tumor HER2 negatív.

4.2 Alkalmazott antitestek és vegyületek

In  situ hetero-  és  homodimerizációs  vizsgálatokhoz  az  ErbB2  sejtfelszíni  receptor

jelölésére  az  egyik  epitópja  ellen  irányított,  ún.  2C4  jelő  antitestet  alkalmaztuk,  mely  a

Genentech Inc. (South San Francisco, CA) ajándéka volt. Az ErbB1 fehérje jelölését az 528

jelő antitesttel végeztük, amit laboratóriumunkban izoláltunk a megfelelı hibridóma sejtvonal

(American  Type  Culture  Collection,  Rockville,  MD,  Cat  #  HB-8509)  által  termelt

felülúszóból  protein-C  gyöngyök  (Sigma)  segítségével.  Ezen  antitesteket  Cy3  és  Cy5

szulfoindocianin  alapú  festékekkel  (monofunkcionális  szukcinimidil-észter,  Amersham,

Piscataway,  NJ),  valamint  AlexaFluor  488-cal  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA)  konjugáltuk  a

gyártó útmutatása szerint. A foszforilált ErbB2 jelölését a Lab Vision Corporation-tól vásárolt
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Ab-18  jelő  elsıdleges  antitesttel  (PN2A  klón)  végeztük,  ami  a  receptor  aa1242-1255

foszforilált  tirozint  tartalmazó  intracellulárs  szekvenciájára  specifikus.  A  mikroszkópos

mérések esetén másodlagos antitestként AlexaFluor 488-GaMIg Fab-et (Molecular Probes /

Invitrogen) alkalmaztunk, míg az áramlási citometriás mérésekhez az Ab-18-at közvetlenül

konjugáltuk AlexaFluor 488-cal. 

A sejtek stimulálását egér eredető EGF-ral végeztük, amit az IC Chemikalien forgalmaz

(Ismaning,  Germany).  A  sejtek  kezelésében  felhasznált  trastuzumabot  (Herceptint)  a

Hoffman-La Roche AG-tıl  szereztük be. A 17-AAG a Kosan Biosciences, Inc.  (Hayward)

ajándéka volt, DMSO-ban, 10 mM-os törzsoldatként -20 °C-on tároltuk.

In vitro  kísérleteinkben tojásfehérjébıl  izolált cisztein proteináz inhibitort (CPI), azaz

cisztatint (Biochemical Laboratory of the Department of Gynecology and Obsterics, Wroclaw

Medical University) (Saleh és mtsai. 2003) alkalmaztunk a tumorhordozó patkányok cisztein

proteináz  aktivitásának  csökkentésére.  A  fotodinámiás  terápia  (PDT)  fotoszenzitizáló

szereként (PS) hematoporfirin származékot (HpD) és klorin e6-ot (Ce6) használtunk (Frontier

Scientifice,  Porphyrin Products, Inc.,  Logan, UT, USA). Mindkét fotoszenzitizálót 0.05 M

NaOH  tartalmú  fiziológiás  sóoldatban  oldottuk,  majd  ebbıl  0.5-0.5  ml-nyi  oldatot

injektáltunk  intraperitoneálisan  a  Wistar  patkányokba  10,  illetve  20  mg/testtömeg-kg

koncentrációban. A tumorokban 24 óra alatt akkumulálódott fotoszenzitizálót Penta (Teclas)

lámpával világítottuk meg maszk nélkül, 7 percen át. A megvilágító fény hullámhosszát Ce6

esetében 654 ± 20 nm-es, míg HpD esetében 630 ± 20 nm-es sávszőrıvel állítottuk be. Az

alkalmazott  fényintenzitás  230  mW/cm2 volt,  a  teljes  fotondózis  pedig  90  J/cm2.  Ez  az

alacsony dózis  érték  kismértékben  roncsolja  a  sejteket,  így lehetıvé  válik  a  PDT és  CPI

együttes hatásának nyomonkövetése. 

A továbbiakban külön nem jelölt  kemikáliák a Sigma (Schnelldorf,  Germany)  cégtıl

származnak.
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4.3  Kezelés 17-AAG-vel, trastuzumabbal, valamint a kettı kombinációjával

A 17-AAG, a trastuzumab és a kettı együttes hatásának vizsgálatához a sejteket 8x104

sejt/cm2 sőrőségben passzáltuk, majd a letapadást követıen az egyes mintákat 0, 2, 10, 40, 100

és 200 µg/ml dózisú trastuzumabbal, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5 és 1.7 µM koncentrációjú 17-

AAG-vel,  valamint  a  17-AAG  összes  dózisát  a  klinikumban  alkalmazott  40  µg/ml

koncentrációjú  trastuzumabbal  kombinálva  kezeltük.  Az  elsı  nap  után  még  3  napon  át

naponta kezeltük mintáinkat, melyeket 37  °C-on 5% CO2 tartalmú inkubátorban tartottunk,

majd a sejteket feltripszineztük és jelöltük. 

4.4  Az ErbB2  expresszió és foszforiláció áramlási citometriás meghatározása

Az ErbB2 expresszió és foszforiláció meghatározásához a sejteket  feltripszineztük, a

tripszin aktivitását 10% FCS tartalmú médiummal állítottuk le. Háromszor mostuk a sejteket

10 mM Hepessel  pufferelt  sóoldatban (130 mM NaCl,  5 mM KCl,  1 mM MgCl2,  1 mM

CaCl2, 10 mM glükóz, pH 7,4; továbbiakban HBS), melynek során a centrifugálást 7 percig

600 g-vel végeztük. A mosott sejtszuszpenziót két részre osztottuk: az egyik részt a háttér

meghatározásához, míg a másik részt a következıkben leírt jelölésekhez használtuk fel. Az

extracelluláris ErbB2-t 20 µM Cy5-2C4-el jelöltük 10 percig 4 °C-on, a jelöléshez mintánként

8x105 sejtet  használtunk  100  µl-ben.  HBS-es  mosást  követıen,  a  mintákat  300  µl  1%

formaldehidben  fixáltuk  20  percen  át  4°C-on.  Az  intracelluláris  jelöléshez  a  sejtek

membránját 1% zsírmentes tejport, 0.1% szaponint és 1 mM nátrium ortovanadátot tartalmazó

pufferrel  permeabilizáltuk, mely egyben  a foszfatáz aktivitást is  gátolta.  Az inkubációt  20

percig  szobahın  végeztük.  Mosást  követıen  a  foszfo-ErbB2-t  (P-ErbB2)  100  µl  10  µM

AlexaFluor 488 konjugált Ab-18 antitesttel jelöltük 40 percen át szobahın. Az antitestet 1%

tejpor  és  0.1%  szaponin  tartalmú  oldatban  hígítottuk.  A  mintákat  mostuk  és  500  µl  1%
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formaldehiddel fixáltuk. A sejtenkénti fluoreszcencia meghatározásához FACSCalibur típusú

áramlási citométert (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) alkalmaztunk. A sejtszuszpenziót

488 nm-en, illetve 635 nm-en gerjesztettük, az emissziót 520 nm-es és 661 nm-es sávszőrı

(FL1, FL4) segítségével detektáltuk. Mintánként 10,000 sejtet analizáltunk, a fluoreszcenciás

jeleket  logaritmikus  erısítési  módban  vettük  fel.  Az  egyes  minták  fluoreszcencia

hisztogramjának középértékét a megfelelı háttér hisztogramjának középértékével korrigáltuk.

Az ErbB2 expressziót az SKBR-3 sejtek ismert expressziós szintjére vonatkoztattuk, amelyet

elızetesen  800,000-nek  határoztunk  meg QIFIKIT  (DakoCytomation,  Glostrup,  Denmark)

segítségével, a gyártó leírása alapján.

4.5 Az ErbB2 homo- és heteroasszociációjának meghatározása

A homo- és heteroasszociációs kísérletekben az SKBR-3 és JIMT-1 sejteket 80%-os

konfluenciában  12  mm  átmérıjő  fedılemezekre  növesztettük.  A  nedveskamrába  kitett

fedılemezeken  a  sejteket  mosást  követıen  7  percig  50  µl  40  µg/ml  trastuzumab  teljes

antitesttel, 50 nM EGF-ral, illetve 2, 5 és 10 percen át 0.5 µM 17-AAG-vel kezeltük. Az

ágenseket HBS-ben hígítottuk. A mintákat ezt követıen jéghideg HBS-sel mostuk, majd 5

percig 1%-os formaldehiddel fixáltuk. Háromszori mosást követıen a sejtek ErbB2-ErbB2

homodimerjeit 50 µl 20 µg/ml Cy3-2C4 donor-jelölt és 50 µl 20 µg/ml Cy5-2C4 akceptor-

jelölt antitest elegyével jelöltük 10 percen át 4 °C-on. Az antitesteket 1% BSA tartalmú HBS-

ben hígítottuk. Az ErbB1-ErbB2 heterodimer jelölését hasonló körülmények között végeztük,

azonban  donor  antitestként  Cy3-528-at  alkalmaztunk  a  fent  említett  koncentrációban  és

mennyiségben. Végül a mintákat HBS-sel 3x mostuk és 5 µl Mowiollal (0.1 M Tris-HCl, pH

8.5, 25 w/v% glicerol és 10% Mowiol 4-88, Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt,Germany)

lefedve elıtisztított mikroszkópos lemezre borítottuk. 
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A  fluoreszcencia  rezonancia  energiatranszfer  (FRET)  meghatározásához  pozitív

kontrollt is alkalmaztunk, ahol az ErbB2 két különbözı epitópját jelöltük meg 50-50 µl 20 ug/

ml Cy3-2C4 és Cy5-4D5 antitesttel a fentiekkel azonos módon. Mivel ez a két antitest az

ErbB2  két  különbözı  epitópjához  kötıdik,  közöttük  elég  jelentıs  (intramolekuláris)

energiatranszfer várható.

A FRET hatásfok mérését akceptor fotoelhalványításos módszer segítségével határoztuk

meg (Vereb  és  mtsai.  2004).  A módszer  lényege,  hogy a  donor  emissziója  lecsökken  az

akceptor  fluorofór  molekuláris  közelsége  miatt,  azonban  az  akceptor  fotoelhalványítása

felszabadítja a donort a kioltás alól, minek következtében a donor fluoreszcencia intenzitása

megnı (11. ábra). 

         

Cy3-2C4 Wab
(donor)

Cy5-2C4 Wab
(akceptor)

Cy5 fotoelhalványítás elıtt Cy5 fotoelhalványítás után

Cy3-2C4 Wab
(donor)

Cy5-2C4 Wab
(akceptor)

Cy5 fotoelhalványítás elıtt Cy5 fotoelhalványítás után

11. ábra  ErbB2 homodimerizáció mérése akceptor fotoelhalványítással: Ugyanazon mintán a
Cy5-2C4 akceptor kiégetését (alsó sor, a vörös szín intenzitása a fluoreszcenciával arányos) követıen
az Cy3-2C4 donor (felsı sor) intenzitása megnı. (A szivárvány színskála kéktıl a vörösig a növekvı

intenzitásokat jelöli.) Ennek az a magyarázata, hogy az akceptor kiégetésekor az általa indukált
legerjesztıdési folyamat megszőnik és a donor ezáltal fényesebben világít. Az akceptor jelenléte tehát

csökkenti a donor emisszióját, mely csökkenés mértékébıl  a FRET hatásfok kiszámítható.

A FRET hatásfok, azaz  E a mikroszkópos kép minden egyes pixelére kiszámítható az

alábbi képlet segítségével:

E(i , j ) = 1−
FD(i , j )

I

γ ⋅ FD(i, j)
II , (1)
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ahol  FD(i, j )
I

 és  FD(i, j )
II

 az  akceptor  elhalványítás  elıtti  (I)  és  utáni  (II)  teljes  kép  ij-edik

pixelének háttér korrigált donor fluoreszcencia értéke. A nevezıben megjelenı  γ egy olyan

korrekciós  faktor,  amely  figyelembe  veszi  a  donor  elhalványulását  a  kiégetési  procedura

folyamán. Értékét a  

γ = FD( i, j )
ref ,I

FD(i , j)
ref ,II

(2)

képlettel lehet megadni, ahol az FD(i, j )
ref , I

 és az FD(i, j )
ref , II

a háttér-korrigált  ij pixelenkénti donor

intenzitás  középértéke  elhalványítás  elıtt  (I)  és  után  (II)  egy  olyan  referencia  minta

küszöbérték  feletti  pixeleiben,  melyet  csak  donorral  jelöltünk  és  melyen  azonos  mőszer

beállításokkal  az akceptor elhalványítási procedurát végigfuttattuk. 

A FRET hatásfokot  LSM 510 típusú konfokális  lézer  pásztázó mikroszkóppal  (Carl

Zeiss,  Göttingen,  Germany)  mértük  Plan  Apochromat  63x/1.4  NA  oil  DIC  objektív

alkalmazásával.  A  Cy3-at  543  nm-en,  a  Cy5-öt  633  nm-en  HeNe  lézer  segítségével

gerjesztettük, az elıbbit 560-605 nm sávszőrın, míg az utóbbit 650 nm felüláteresztı szőrın

keresztül  detektáltuk.  512x512  pixeles  képeket  vettünk  fel  maximálisan  nyitott  apertúra

mellett. A csatornák közötti átvilágítás elkerülésére multi-track üzemmódot alkalmaztunk. A

pixelenkénti FRET hatásfokot 2-5 sejtet tartalmazó képekbıl SCIL Image (TNO, Amsterdam,

The  Netherland)  programkörnyezetben  megírt  kiértékelı  program  segítségével  határoztuk

meg.

 

4.6  A sejtproliferáció meghatározása

A trastuzumab, a 17-AAG és kombinációjuk sejtproliferációjára kifejtett hatását három

különbözı módszerrel határoztuk meg: sejtszámolással Bürker kamrában, valamint MTT- és

EZ4U-teszt  alkalmazásával.  Mindhárom  esetben  4  napon  át  naponta  kezeltük  mind  a

szenzitív,  mind  a  rezisztens  sejtvonalat  a  4.3-as  pontnak  megfelelı  koncentrációkkal,

triplikátumban. A kitapadt sejtek proliferációjának vizsgálatára legmegbízhatóbb módszernek
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az  EZ4U tetrazólium alapú teszt  (Biomedica Medizinprodukte GmbH and Co KG, Wien,

Austria)  bizonyult.  A  kezelést  követıen  a  lyukakhoz  20-20  µl  hígított  szubsztrát  oldatot

adtunk, ami a sejtek eltérı metabolitikus aktivitása miatt az SKBR-3 sejteken 6 órán át, míg a

JIMT-1 sejteken 4 órán át maradt 37°C-os hımérsékleten. Az abszorbanciát ELISA reader

segítségével  450  és  620  nm-en  mértük,  majd  a  sejtszám  pontos  meghatározásához

kiszámítottuk az corr
OD karakterisztikus paramétert az alábbi képlet segítségével:

450
e450 620

620

ref
corr

r f

OD
OD OD OD

OD
= − ⋅ , (3)

ahol 450OD  és  620OD  a 450 és 620 nm-en mért tetrazólium kezelt minták optikai denzitása,

míg az 450
ref

OD és 620
ref

OD az azonos sejtszámú jelöletlen kontroll mintákra jellemzı denzitás. A

sejtszám meghatározásához alkalmazott sejtszám függvényében ábrázolt  corr
OD  kalibrációs

görbe  elkészítésére  a  frissen  kitett  hígítási  sejtsor  4  órás  letapadását  követıen  került  sor.

Ahhoz, hogy a sejtszám függvényében ábrázolt  corr
OD  egyenest  adjon, az inkubációs idıt

mindkét sejtvonalnál optimalizáltuk.

4.7 Apoptózis vizsgálat

A  17-AAG-vel  kezelt  minták  apoptózis  vizsgálatát  Annexin  V-FITC  Apoptosis

Detection Kittel (Sigma APO-AF) végeztük mind az SKBR-3, mind pedig a JIMT-1 sejtek

esetében.  8-lyukú  Nunc  kamrába  lyukanként  104 sejtet  tettünk  ki  400  µl  indikátormentes

médiumba. A sejtek letapadását követıen a mintákat 0; 0.005; 0.05 és 0.5 µM 17-AAG-vel

kezeltük 4 egymást  követı  napon. A kezelés  5.  napján 400-400 µl  kötı-puffert  (100 mM

HEPES/NaOH,  1.4  M NaCl  és  25  mM CaCl2,  pH 7.5)  adtunk  a  sejtekhez,  ami  0.2  µM

Annexin V-FITC-et és 0.8 µM propidium-jodidot tartalmazott. 10 perces szobahın történı

inkubáció után minden minta 3-3 véletlenszerően választott területérıl 9, 1 mm2-es területet

lefedı  összefüggı  képet  vettünk  fel  LSM 510 lézer  pásztázó  mikroszkóppal  40x/0.6  NA
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objektívvel. A gerjesztést 488 és 543 nm-en végeztük, az emissziót pedig 505-555 és 560-605

nm-es  sávszőrın  keresztül  detektáltuk,  valamint  rögzítettük  a  fáziskontraszt  képet  is.  Az

összes,  az  apoptόtikus  (Annexin-V-pozitív)  és  a  nekrotikus  (csak  PI-pozitív)  sejteket

megszámoltuk, majd a teljes területre normalizáltuk.

4.8 A cisztatin (CPI) és a fotodinamiás terápia (PDT) kombinációja

A kezeléseket három különbözı protokoll szerint végeztük (12. ábra). Az I. protokoll 0.

napján az egerenkénti 1 ml homogenizált tumort 0.5 ml fiziológiás sóoldattal elegyítettük –

mely  oldat  500  µg  CPI-t  tartalmazott  –,  majd  a  patkányok  hasának  baloldali  régiójába

szubkután  implantáltuk.  Még  ugyanezen  a  napon  intraperitoneálisan  10  vagy  20

mg/testtömeg-kg koncentrációban HpD-t injektáltunk. Az 1. napon a normál és a tumoros

szövet közé történı 500 µg CPI adását követıen a tumort besugároztuk. Az elkövetkezendı 6

napos periódus minden egyes napján CPI-t kaptak állataink a fentiekben leírt módon. 8 napos

kezelést  követıen  az  utolsó  napon  (7.  nap)  a  Biomerk  hatóanyaggal  elaltatott  patkányok

tumorát  eltávolítottuk,  majd kardiális  punkcióval Eppendorf  csövekbe 200-200 µl-nyi  vért

győjtöttünk össze, amit 2 órán át szobahın hagytunk megalvadni. A 10 percig tartó 1000 g-

vel lecentrifugált minták szérumát külön Eppendorf csıvekbe téve -70°C-on tároltuk a VEGF

szint  meghatározásáig.  Az eltávolított,  formaldehid-fixált,  paraffinba  ágyazott  tumorokat  4

µm-es  szeletekre  vágtuk,  majd  hematoxilin-eozinnal  megfestettük.  A  nekrózis  mértékét

fénymikroszkópos vizsgálattal (Olympus BX40) állapítottuk meg. 

Az  I.-höz  képest  a  II.  protokoll  abban  tért  el,  hogy  a  HpD-t  egy  nappal  késıbb

injektáltuk, majd újabb 24 óra múlva besugároztuk. A III.  módszernél fotoszenzitizálóként

Ce6-ot alkalmaztunk (ez önmagában a HpD-val azonos hatást vált  ki),  a kezelést  pedig 1

héttel a tumor implantációt követıen kezdtük el. 
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implantáció
fotoszenzitizáló

III. protokoll CPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPI

PDT

idı (napok)

Kardiális
punkció, 

tumor 
eltávolítás

implantáció
és

fotoszenzitizáló

I. protokoll CPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPI

PDT

implantáció

II. protokoll CPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPI

PDT

fotoszenzitizáló

implantáció
fotoszenzitizáló

III. protokoll CPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPI

PDT

idı (napok)

Kardiális
punkció, 

tumor 
eltávolítás

implantáció
és

fotoszenzitizáló

I. protokoll CPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPI

PDT

implantáció

II. protokoll CPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPICPI CPI CPI CPI

PDT

fotoszenzitizáló

12. ábra Az alkalmazott PDT-CPI kombinált protokollok idırendje: Az I. protokoll során a
tumor implantációval egyidıben történt a fotoszenzitizáló és a CPI adása, majd 24 óra múlva  a

besugárzás és egy héten át naponta CPI kezelés. A II. protokoll esetében az implantációval egyidıben
csak a CPI adása történt, a kombinált kezelés további részét egy nappal késıbb kezdtük. A III.

protokollnál az implantációt követı 1 héttel kezdtük a kezelést.

4.9 Szövettani metszetek elemzése

A nekrózis mértékét minden egyes minta esetén 4-4 db, 4 µm-es, paraffinba ágyazott,

hematoxilin-eozinnal  festett  teljes  metszetbıl  határoztuk  meg 200x-os  nagyítás  mellett.  A

sejtek számlálását követıen a roncsolt sejtek arányát a mindenkori patológiás kritériumoknak

megfelelıen  százalékban  kifejezve  adtuk  meg.  Elhalt  sejteknek  vettük  a  kóros  nukleáris

(piknózis,  kariorexis,  kariolízis),  illetve citoplazmatikus  (koaguláció,  elfolyósodás)

morfológiát  mutató sejteket,  mint  például  az  apoptótikus  jellegő,  intenzíven  jelölıdött

összezsugorodott magot körülvevı tömör citoplazmával bíró sejteket. A vérerek számát 10x-

es nagyítás mellett három különbözı látótérben számoltuk meg, majd átlagoltuk. 
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4.10  Patkány szérum VEGF tartalmának meghatározása

A VEGF szintet a Quantikine kittel (R & D Systems GmbH, Germany, Cat# MMV00) a

gyártó  leírása  alapján  határoztuk  meg.  A  mintákat  5-szörösére  hígítottuk  RD5T  nevő

kalibrátor oldattal. A VEGF-re specifikus poliklonális antitesttel bevont 96-lyukú mikroplétbe

lyukanként  50-50 µl  fehérje  alapú  puffer  hígítót  tettünk,  melyhez  az  elızetesen  kihígított

standard kalibrációs sor (0; 7; 8; 15.6; 31.2; 62.5; 250 és 500pg/ml) oldatainak, valamint a

mintáknak  50-50  µl-ét  adtuk.  2  órás  inkubálást  és  ötszöri  mosást  követıen  a  VEGF-re

specifikus peroxidáz-konjugált poliklonális antitestbıl 100 µl-nyit adtunk lyukanként,  majd

ismét 2 órán át inkubáltuk, és ötször mostuk a mintát. Ezt követıen 50 µl stabilizált hidrogén-

peroxidot és 50 µl stabilizált kromogént (tetrametilbenzidin) adtunk a lyukakhoz, és 30 perc

múlva, sósavas leállítás után 450 nm-es hullámhosszon mértük az optikai denzitást ELISA

olvasóval. 

4.11  Statisztikai elemzés 

Az  adatok  statisztikai  értékeléséhez  az  SPSS  programot  (v.11.0)  használtuk.  A

csoportok  közötti  összehasonlítást  variancia  analízissel  (ANOVA)  végeztük,  melyet

páronkénti t-próba követett. A normális eloszlást nem követı adatokat rang szerinti, egy- ill.

kétszempontú  variancia  analízissel  elemeztük,  melyet  a  kontrolltól  való  eltérések

megállapítására  páronkénti  Wilcoxon  rang  szerinti  összevetés  követett  (Holm-Sidak

módszer). Az egyes  paraméterek közötti korrelációt Pearson féle korrelációs koefficienssel

jellemeztük. A dózis hatásgörbék illesztését Sigmaplot programmal végeztük. 
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5. Eredmények és megbeszélés

5.1 Az SKBR-3 és a JIMT-1 sejtek ErbB2 dimerizációja és aktivációja 

 Tekintve,  hogy a receptor tirozinkinázok aktivációja a receptorok dimerizációját, ill.

oligomerizációját  követıen  jön  létre,  vizsgálatainkat  az  ErbB2  homo-  és  heterodimerek

tanulmányozásával  kezdtük  (13.  ábra).  Immunfluoreszcens  jelölést  követıen  a  dimerek

közötti  fluoreszcencia  rezonancia  energiatranszfert  az  akceptor  elhalványításos  FRET

mikroszkópos  változatával  határoztuk  meg.  A  JIMT-1  sejteknél  az  ErbB2-ErbB2

homoasszociáció nagyon alacsony, és 50nM EGF, illetve 40µg/ml trastuzumab kezelésre sem

változik.
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13. ábra A trastuzumab-rezisztens és szenzitív sejtek ErbB2 receptoraiak dimerizációja: Az ErbB1-
ErbB2 és az ErbB2-ErbB2 dimerek között a FRET hatásfokot mikroszkópos akceptor-elhalványításos

módszerrel mértük nyugalmi állapotban, illetve 7 perces 50 nM EGF vagy 40 µg/ml trastuzumab
kezelést követıen. (>5 egymástól független mérés átlaga ± S.E.M.)

Ezzel ellentétben az SKBR-3 sejtek ErbB2 homoasszociációja jelentıs, melyet mind

EGF  mind  pedig  trastuzumab  adással  fokozni  lehet.  Az  ErbB1-ErbB2  heteroasszociáció

szintén  nagyfokú  a  trastuzumab  szenzitív  sejteken,  mértéke  a  rezisztens  sejtvonalon  a

homodimerizáció mértékével egyezik meg. A trastuzumabnak egyik sejtvonal ErbB1-ErbB2

heterodimerjére  sincs  hatása,  ami  koherens  azon  legújabb  felfedezéssel,  miszerint
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trastuzumab-konjugált  paramágneses  mikrogyöngyökkel  történı  lokális  stimuláció  sem

serkenti  –  az  ErbB1  foszforiláció  mértékébıl  ítélve  –  az  ErbB1-ErbB2  heterodimer

kialakulását (Friedlander és mtsai. 2005). Áramlási citometriás méréseink szerint a JIMT-1

sejtek alacsony ErbB2 dimerizációs szintje párhuzamos ugyanezen receptor foszforilációjának

alacsony szintjével,  mely foszforilációs  szint  csak  csekély mértékben növekszik 40 µg/ml

trastuzumab  adására  (14.  ábra).  Az  SKBR-3  ErbB2  specifikus  tirozin  foszforilációja

jelentısebb,  trastuzumab  kezelés  hatására  pedig  háromszorosára  emelkedik.  In  situ

immunfluoreszcens jelölést követı áramlási citometriás méréseink foszforilációra vonatkozó

adatai  jól korrelálnak a Western blot mérésekkel  (Nagy és mtsai.  2005).  Konfokális  lézer

pásztázó mikroszkóppal készült  képeinken jól  látható,  hogy az SKBR-3 sejtvonal jelentıs

ErbB2 foszforilációja feltőnıen nagyfokú a sejtek adhéziós pontjaiban, valamint egymással

érintkezı membránjaiban (15. ábra). A képek utolsó oszlopa az ErbB2, illetve foszfo-ErbB2

átfedését  mutatja  a  sejt  fedılemezhez  kitapadt  (15.  A  ábra)  részén,  valamint

középmagasságában  készült  optikai  szeleten  (15.  B  ábra).  Az  átfedés  (sárga  foltok)

egyenetlen eloszlása is mutatja, hogy az adhéziós jelenségek a lokális ErbB2 koncentrációtól

függetlenül  szabályozhatják  az  ErbB2  foszforilációt.  Hasonló  jelölést  követıen  a  JIMT-1

sejteken nem láttunk számottevı foszfo-ErbB2 jelölıdést a membránban (15. C ábra).
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14. ábra Áramlási citométerrel mért alap és trastuzumab-indukált (7 perc, 40 µg/ml) ErbB2
foszforiláció JIMT-1 és SKBR-3 sejteken (3 egymástól független mérés átlaga ± S.E.M.)

A

B

C

A

B

C

15. ábra Az SKBR-3 és JIMT-1 sejteken kifejezıdı ErbB2 receptor, valamint annak foszforilált
formája: Az ErbB2 (vörös) Cy3-2C4 antitesttel direkten jelölt fehérje, míg foszforilált formája (zöld

színő) Ab-18-cal és AlexaFluor 488-GAMIG-gal indirekten jelölt. Az ErbB2 és foszforilált
formájának átfedését sárga szín jelzi. (A) SKBR-3 sejt lemezre kitapadt részének optikai szelete. (B)
Ugyanezen sejt egy optikai szelete középmagasságban. A képek 48 x 48 µm-es területrıl készültek.
(C) JIMT-1 sejtek csoportján látható az ErbB2 heterogén membrán kifejezıdése, és az, hogy a P-

ErbB2 jelölıdése a membránban elhanyagolható. A kép 208 x 208 µm-es területrıl készült.
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A következı lépésben azt szerettük volna eldönteni, hogy a Hsp90 gátlása 17-AAG-vel

megváltoztatja-e  a  JIMT-1  sejtek  alacsony  ErbB2  dimerizációs  és  aktivációs  állapotát.

Ahogyan a  16. ábra is szemlélteti, 0.5 µM 17-AAG mindkét sejtvonal esetében hasonlóan,

idıfüggı módon növeli az ErbB2 homoasszociációt: 5 perces kezelésnél éri el a maximális

FRET  hatásfokot,  ami  10  perces  kezelést  követıen  már  alig  változik.  Munkacsoportunk

eredményei szerint a rezisztens sejtvonal esetében a trastuzumab csökkent hatékonyságának

oka  lehet  az  ErbB2  trastuzumab-kötı  extracelluláris  epitópjának  maszkírozása  (Nagy  és

mtsai.  2005),  azonban  az  ErbB2  teljes  mértékben  mőködıképes  és  a  sztérikus  gátlás

leküzdésével  aktiválható,  pl.: a trastuzumab  magas lokális  koncentrációjával (Friedlander

és  mtsai.  2005).  Ennek  megfelelıen  az  intracellulárisan  ható  17-AAG  képes  az  ErbB2

dimerizációját a sztérikus viszonyoktól függetlenül megindítani mind a rezsisztens, mind a

szenzitív setjvonal esetén.
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16. ábra A JIMT-1 és SKBR-3 sejtek ErbB2 homodimerizációjának megváltozása 2, 5 és 10 perces
17-AAG (0.5 µM) kezelést követıen: (Akceptor fotoelhalványításos mikroszkópos mérés, >5

egymástól független mérés átlaga ± S.E.M.)
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A  hatásmechanizmust  illetın  azok  a  korábbi  eredmények  (Citri  és  mtsai.  2004)

iránymutatóak, miszerint a Hsp90 nemcsak az ErbB2 helyes konformációjának kialakításában

és  fenntartásában  játszik  szerepet,  de  egyszersmind  az  ErbB2-höz  kötıdve  azt  inaktív

állapotban  tartja.  Emiatt  valószínősíthetı,  hogy a Hsp90 17-AAG általi  gátlása  az  ErbB2

felszabadulásához  vezet,  ami  a  receptor  dimerizációs  készségének  és  aktivációjának

fokozódását  eredményezi.  A  tény,  hogy a  17-AAG elımozdítja  az  ErbB2  aktivációját  és

internalizációját  mind az SKBR-3, mind pedig a trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteknél,

arra a lehetıségre irányítja a figyelmet, hogy a Hsp90 gátlás segítségével az ErbB2 mindkét

sejtnél leszabályozható lehet, ami eredményezheti a sejtproliferáció gátlását.

5.2 A trastuzumab, a 17-AAG és kombinációjuk  hatása a sejtek proliferációjára 

A fentiek  fényében  a továbbiakban  a két  sejtvonal  proliferációját  vizsgáltuk:  Dózis-

hatásgörbét  készítettünk  trastuzumab,  17-AAG,  illetve  kombinációs  kezelést  követıen.  A

trastuzumabot 2-200 µg/ml, míg a 17-AAG-t 0.0005-1.7 µM koncentrációban naponta adtuk a

sejtekhez  4  egymást  követı  napon  át.  Az  SKBR-3  sejteknél  kevesebb,  mint  40  µg/ml

koncentrációjú trastuzumab (17.A ábra) és kevesebb, mint 0.05 µM 17-AAG (17.B ábra) is

elegendı ahhoz, hogy a sejt proliferációját már a 3. naptól kezdve gátolja. Az SKBR-3 sejtek

kombinációs kezelésénél csak a kisebb 17-AAG koncentrációk (0.0005 és 0.005 µM) hatását

(17.C ábra) növelte a 40 µg/ml-es trastuzumab, a nagyobb dózisokra nem volt jelentısebb

befolyással.

Várakozásainknak  megfelelıen  a  40  µg/ml  koncentrációjú  trastuzumabnak

elhanyagolható hatása van a JIMT-1 sejtvonalra; az SKBR-3-mal összehasonlítva még a 200

µg/ml-es dózis is kevéssé befolyásolja a sejtek proliferációját (18.A ábra). A 0.05 µM 17-

AAG azonban erélyesebben gátolja a JIMT-1 sejtek növekedését, mint az SKBR-3 sejtekét

(18.B ábra). Ennek alapján felvethetı,  hogy a 17-AAG valószínőleg sikerrel alkalmazható
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önmagában az ErbB2-pozitív, de trastuzumab-rezisztens emlıtumorok kezelésére. A kezelés

40  µg/ml  trastuzumabbal  történı  kiegészítése  nem  változtatott  jelentısen  a  17-AAG

proliferációt gátló hatásán (18.C ábra).
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17. ábra Az SKBR-3 sejtek proliferációjára kifejtett  trastuzumab, 17-AAG és kombinációs hatás:
Tetrazólium alapú kolorimetriás tesztbıl meghatározott sejtszám a kezdeti sejtszámra normalizálva (3

független mérés átlaga) (A) Naponta kezelés 0 (■), 2 (▲), 10 (●), 40 (□), 100 (∆) és 200 (○) µg/ml
trastuzumabbal. (B) Naponta kezelés 0 (■), 0.0005 (▲), 0.005 (●), 0.05 (□), 0.5 (∆) és 1.7 (○) µM 17-
AAG-vel. (C) Naponta kezelés 0 (■), 0.0005 (▲), 0.005 (●), 0.05 (□), 0.5 (∆) és1.7 (○)  µM 17-AAG

és 40 µg/ml trastuzumab kombinációjával.
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18. ábra  A JIMT-1 sejtek proliferációjára kifejtett trastuzumab, 17-AAG és kombinációs hatás:
Tetrazólium-alapú kolorimetriás tesztbıl meghatározott sejtszám a kezdeti sejtszámra normalizálva (3

független mérés átlaga) (A) Naponta kezelés 0 (■), 2 (▲), 10 (●), 40 (□), 100 (∆) és 200 (○) µg/ml
trastuzumabbal. (B) Naponta kezelés 0 (■), 0.0005 (▲), 0.005 (●), 0.05 (□), 0.5 (∆) és 1.7 (○) µM 17-
AAG-vel. (C) Naponta kezelés 0 (■), 0.0005 (▲), 0.005 (●), 0.05 (□), 0.5 (∆) és1.7 (○)  µM 17-AAG

és 40 µg/ml trastuzumab kombinációjával.

5.3 A 17-AAG dózisfüggı apoptozist és kismértékő nekrózist okoz

A 17-AAG által  kifejtett  antiproliferatív  hatását  hátterének  tisztázására  az  elıidézett

nekrózis,  illetve  apoptózis  mértékét  az  Annexin-V  és  propidium-jodid  (PI)-pozitív  sejtek

arányából  határoztuk  meg  0.005;  0.05  és  0.5  µM  17-AAG-vel  történı  4  napos  kezelést

követıen (19. ábra). 

49



0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3 JIMT-1

0

0.005

0.05

0.5

apoptózis nekrózis

Se
jt

sz
ám

 /
m

m
2

±
S.

D
.

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3 JIMT-1

0

0.005

0.05

0.5

apoptózis nekrózis

Se
jt

sz
ám

 /
m

m
2

±
S.

D
.

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3 JIMT-1

0

0.005

0.05

0.5

apoptózis nekrózis

Se
jt

sz
ám

 /
m

m
2

±
S.

D
.

19. ábra A 17-AAG által kiváltott apoptózis és nekrózis dózisfüggése: A 4 napos kezelés 0, 0.005;
0.05 és 0.5 µM 17-AAG-vel történt SKBR-3 és JIMT-1 sejteken. Az annexin-V-tel jelölıdött sejteket
apoptótikusnak, a csak PI-dal jelölteket nekrotikusnak tekintettük (3 független mérés átlaga ± S.D.).

A  PI-pozitivitástól  függetlenül  a  membránjukban  Annexin-V-tel  jelölıdött  sejteket

apoptótikusnak, míg a csak PI-dal megfestıdötteket  nekrotikusnak tekintettük.. A 17-AAG

dózisfüggıen növeli az apoptózis, illetve a nekrózis mértékét, melyek közül mindkét sejtvonal

esetében az apoptózis dominál.

5.4 A sejtek proliferációjának, ErbB2 szintjének és ErbB2 foszforilációjának dózisfüggı

változása 17-AAG hatására  

A 17-AAG proliferációt gátló félhatásos dózisának (IC50) meghatározásához a sejteket 4

napon át kezeltük 0.0005-1.7 µM koncentrációjú 17-AAG-vel önmagában, illetve 40 µg/ml

trastuzumabbal  kombinálva.  Az  5.  napon  a  lyukankénti  sejtszámot  tetrazólium  alapú

kolorimetriás teszt segítségével határoztuk meg, míg a sejtek felszínén kifejezıdı ErbB2 és

foszfo-ErbB2  molekulák  mennyiségét  áramlási  citométerben  mértük.  A  mért  paraméterek

dózis-hatásgörbéje  tipikus  szigmoid  lefutású  (19.A  és  B  ábra),  melybıl  a  Hill-egyenlet

alkalmazásával az IC50 értéke meghatározható (1. táblázat).
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proliferáció ErbB2 szint P-ErbB2 szint
IC50 SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3 JIMT-1

17-AAG, µM

0.069 ±

0.011

0.011 ±

0.003

0.029 ±

0.001

0.028 ±

0.002 

0.044 ±

0.007

0.036  ±

0.009
17-AAG, µM

(+TR)

0.086 ±

0.063

0.018 ±

0.004

0.022 ±

0.002

0.08 ±

0.013

0.331 ±

0.090

0.031 ±

0.008

1. táblázat A 17-AAG félhatásos dózisa (IC50) önmagában, és trastuzumabbal kombinációban: A Hill-
egyenlettel illesztett dózis-hatásgörbék IC50 értékei (3 független mérés átlaga ± S.D.), R2>0.995. +TR

jelöli a 40 µg/ml trastuzumab adását.

A trastuzumab önmagában nem befolyásolja a JIMT-1 sejtek proliferációját, ahogyan

azt a klinikai tapasztalatoknak (Tanner és mtsai. 2004) megfelelıen várjuk, de az SKBR-3

sejtek növekedését 2-200 µg/ml koncentrációs tartományban gátolja (17.A és 18.A ábra). 17-

AAG  kezelésre  azonban  a  JIMT-1  sejtek  még  az  SKBR-3-nál  is  érzékenyebbek,  amit  a

félhatásos  dózis  0.011  µM-os  értéke  (20.A  ábra)  jelez  az  SKBR-3  0.069  µM-os  IC50

értékéhez  képest.  A  17-AAG  antiproliferatív  hatása  0,005  és  0.05  µM  között  erısödik

legkifejezettebben, 0,5 µM fölött pedig már nem fokozódik tovább. Az 17-AAG 40 µg/ml

trastuzumabbal történı  kiegészítése JIMT-1 esetén csekély mértékő IC50  növekedést idézett

elı  (1.  táblázat).   Az  SKBR-3  proliferációját  tekintve  a  17-AAG félhatásos  dózisa  nem

változik  jelentıs  mértékben  trastuzumab  adására,  alacsony  17-AAG  koncentrációknál

azonban – ahol a chaperon inhibitor hatása még kicsi – a 40 µg/ml trastuzumab nagyfokú

csökkenést  idéz  elı  a  proliferációban  az  önmagában  alkalmazott  17-AAG  kezeléshez

viszonyítva (20.A ábra). 

A  20.B ábrán látható,  hogy  a  két  sejtvonalnál  az  ErbB2  sejtfelszíni  mennyisége

egyforma mértékben csökken a 17-AAG növekvı koncentrációjával, az IC50 értéke mindkét

esetben  ~0.03 µM.  Az is  kitőnik,  hogy a  kezeletlen  JIMT-1 sejtek  ErbB2 molekuláinak

száma kb.  fele  az  SKBR-3 sejtekének,  ami jól  korrelál  korábbi  adatokkal  (Friedlander  és
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mtsai. 2005; Nagy és mtsai. 2005) és Western blot eredményekkel. Az SKBR-3 esetében a 40

µg/ml  trastuzumab  elhanyagolható  hatással  van  a  17-AAG  IC50 értékére,  a  JIMT-1-nél

azonban több mint kétszeresére nı  a félhatásos dózis értéke (1. táblázat). Megállapítható,

hogy a  JIMT-1 esetén  a  trastuzumab az  ErbB2 leszabályozásában  is  mérsékli  a  17-AAG

hatását,  tehát  trastuzumab-rezisztens  sejtek  esetén  nem  javasolható  a  17-AAG  kezelés

kiegészítése trastuzumabbal. A jelenség hátterében vélhetıen az áll, hogy a kombinált kezelés

során kialakuló eltérı foszforilációs mintázat az ErbB2 sejtmembránba történı visszakerülést

elısegíti,  s az azonnali degradáció mértékét csökkenti – ilyen jelenséget trastuzumab hatás

során már megfigyeltek korábban (Austin és mtsai. 2004). Ha a trastuzumab önmagában kerül

alkalmazásra, az csökkenti az ErbB2 sejtfelszíni mennyiségét nemcsak az SKBR-3, hanem

érdekes módon a JIMT-1 sejteken is, de ez utóbbi esetben  a hosszútávú leszabályozás nem

jár együtt proliferáció gátlással.

A trastuzumab szenzitív SKBR-3 sejteknél a trastuzumab önmagában történı adagolása

a foszfo-ErbB2 szint dózistól független enyhe mértékő csökkenését okozza (21.B ábra). A

17-AAG által elıidézett jelentıs mértékő ErbB2 downreguláció (21.A ábra) mellett az egyre

nagyobb 17-AAG dózisok adásával a foszforilált ErbB2 szint mind az SKBR-3, mind pedig a

JIMT-1 sejteknél  fokozódik,  ami  alátámasztja  azt  az elképzelést,  miszerint  a  Hsp90 általi

gátlás alól felszabaduló ErbB2 aktiválódik, majd internalizálódik. A félhatásos dózis értéke

hasonló a két sejtvonalnál, azaz ~ 0.04 µM (1. táblázat). 17-AAG kezelés kiegészítése 40 µg/

ml trastuzumabbal  JIMT-1 sejtek foszfo-ErbB2 szintjét  a  17-AAG által  kiváltott  hatáshoz

képest  nem  változtatja  meg.  Ugyanakkor  az  SKBR-3  sejteknél  nagyfokú  foszforiláció

csökkenést idéz elı, fıként az alacsonyabb, azaz a 0.0005 és 0.005 µM 17-AAG dózisoknál.

Eszerint  trastuzumab  hatására  a  17-AAG  ErbB2-foszforilációt  elısegítı  képessége

trastuzumab  szenzitív  sejtekben  csökken,  amit  a  17-AAG  félhatásos  dózisának

nagyságrendnyi növekedése is mutat (1. táblázat).
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20. ábra A 17-AAG hatása a sejt proliferációra és ErbB2 szintre önállóan és trastuzumabbal
kombinálva: A kezelés 4 napon át naponta 0,  0.0005, 0.005, 0.05, 0.5, és 1.7 µM 17-AAG-vel történt
önállóan, vagy a jelölés szerint 40 µg/ml trastuzumabbal kiegészítve. (3 független mérés átlaga ± S.D.)

(A) Az 5. napi sejtszám és  (B) a sejtmembránban kifejezıdı ErbB2 molekulák száma a 17-AAG
koncentráció függvényében.

Érdekes  az  a  megfigyelésünk,  hogy  bár  a  JIMT-1  sejtek  proliferációjára  nincs

jelentısebb  hatással  a  trastuzumab,  az  ErbB2  sejtfelszíni  expresszióját  lecsökkenti,

foszforilációját  pedig  kismértékben  növeli  a  dózis  emelésével  (20.A  és  B  ábra).  Ez  a

megfigyelés  arra  utalhat,  hogy a JIMT-1 sejteknek van egy olyan  alpopulációja,  melynek

trastuzumab-kötı kapacitása jóval nagyobb az átlagosnál (Nagy és mtsai. 2005), és ezekben a

sejtekbıl  trastuzumab kezelés hatására az ErbB2 sokkal hatékonyabban eliminálódik a sejt

felszínérıl, ami az ErbB2 és P-ErbB2 szint mintaátlagát befolyásolja, de a teljes populáció

proliferációjára nincs jelentıs hatással.
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21. ábra A trastuzumab, 17-AAG és kombinációjuk sejtszintő hatásainak összefüggései: A sejtek
kezelése 4 napon át naponta 2, 10, 40, 100 és 200 µg/ml trastuzumabbal, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5, és

1.7 µM 17-AAG-vel, valamint a különbözı 17AAG koncentrációkat 40 µg/ml trastuzumabbal
kiegészítve történt. A citosztatikus hatást a kontrollra normalizált relatív sejtszám csökkenés fejezi ki.

(A) Az ErbB2 szint csökkenése a sejtszám csökkenés függvényében. ErbB2 szint csökkenés = 1-
(ErbB2 szám kezelés után / ErbB2 szám a kezeletlen kontrollban). (B) Az ErbB2 foszforiláció

növekedése a sejtszám csökkenés függvényében. P-ErbB2 szintnövekedés = (kontrollra normalizált P-
ErbB2 értékek)-1, a negatív értékek a kontrollhoz viszonyított foszforiláció csökkenésre utalnak.

5.4 A trastuzumab, a 17-AAG és kombinációjuk antiproliferatív hatása korrelál az ErbB2

számmal, valamint az ErbB2 foszforilációval

A továbbiakban a kezelések 5. napján meghatározott antiproliferatív hatás (kontrollra

normalizált sejtszám csökkenés), a kontroll szintjére normalizált ErbB2 expresszió-csökkenés,

valamint  foszfo-ErbB2  szint  emelkedés  közötti  korrelációt  vizsgáltuk  (21.A  és  B  ábra).

Mindkét  sejtvonalnál  a  membrán  ErbB2  szintjének  csökkenése  szignifikáns  pozitív

korrelációt  (R2>0.8,  p<0.05)  mutat  a  17-AAG  antiproliferatív  hatásával,  függetlenül  a

trastuzumab jelenlététıl, tehát elmondható, hogy in vitro a sejtmembránban található ErbB2

mennyisége  a  proliferáció  fontos  tényezıje  (21.A  ábra).  A  trastuzumab  önmagában  a

várakozásnak megfelelıen gátolja az SKBR-3 sejtek proliferációját, s ezzel párhuzamosan ~

40%-ra  csökkenti  az  ErbB2  szintet.  Ezzel  összhangban  a  17-AAG-val  kezelt  SKBR-3

sejtekhez  adott  trastuzumab eltolja  az  antiproliferatív  hatás  függvényében  ábrázolt  ErbB2

szintcsökkenést  a  nagyobb  kezdı  értékek  felé,  azonban  a  függvény  meredekségét  nem
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változtatja meg. Annak ellenére, hogy a trastuzumab terápiás koncentrációban alig gátolja a

JIMT-1 sejtek proliferációját,  az SKBR-3 sejtekhez hasonlóan ErbB2 szintcsökkenést  idéz

elı. Ezzel összhangban, amikor 40 µg/ml trastuzumabot adunk a 17-AAG-vel kezelt JIMT-1

sejtekhez,  az  antiproliferatív  hatás  –  ErbB2-csökkenés  függvény  kezdıpontja  a  jobban

leszabályzott  ErbB2  értékek  irányába  tolódik,  de  a  sejtszámban  bekövetkezı  relatív

csökkenés szempontjából nem változik. 

Mindkét  sejtvonalnál  pozitív  korreláció  (R2>0.85,  p<0.05)  áll  fenn  a  foszfo-ErbB2

szintnövekedés  és  a  17-AAG  antiproliferatív  hatása  között,  függetlenül  a  40  µg/ml

trastuzumab jelenlététıl  (21.B ábra).  Az ErbB2  szintcsökkenés  és  az  ErbB2-foszforiláció

növekedés  szintén  pozitívan  korrelál  mindkét  sejtvonal  esetében  (R2>0.8,  p<0.05,  nincs

ábrázolva). A trastuzumab önmagában enyhén fokozza a JIMT-1 sejtek ErbB2 foszforilációját

a növekvı dózisok irányába, de a sejtszám csökkenés függvényében ábrázolt foszfo-ErbB2

szintnövekedés korrelációs egyenesét nem változtatja meg. Az SKBR-3 sejtek foszfo-ErbB2

szintjére a trastuzumab – dózisától függetlenül – csekély mértékő csökkentı hatást gyakorol.

A 0.0005 és 0.005 µM 17-AAG-vel kezelt sejtekhez adott 40 µg/ml trastuzumab a 17-AAG

önálló alkalmazásához képest jelentıs csökkenést idéz elı az ErbB2 foszforilációjában, és az

ettıl nagyobb 17-AAG dózisoknál is észlelhetı ez a hatás. 

A  pozitív  korrelációk  egyfelıl  alátámasztják,  hogy  az  ErbB2  szint  csökkentése

antiproliferatív  hatású,  és  azt  is,  hogy  a  fokozott  ErbB2  foszforiláció  serkenti  az

internalizációt. Ugyanakkor az a tény, miszerint a 17-AAG félhatásos dózisa az ErbB2 és P-

ErbB2  szabályozásában  a  JIMT-1  és  SKBR-3  sejtek  esetén  közel  azonos,  míg  az

antiproliferatív hatás szempontjából a magasabb ErbB2 expressziójú SKBR-3-nál magasabb,

arra utal, hogy valószínőleg kettıs hatással állunk szemben. Részben, a Hsp90-et gátolva, és

ezzel  az  ErbB2  fehérje  felszabadulását  elısegítve  az  ErbB2  protein  aktiválódik,  majd

leszabályzódik,  részben pedig az aktivált  ErbB2 olyan túlélési  és proliferációs szignálokat
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indít be, melyek feltehetıleg a PI3K/Akt és MAP kináz útvonalakon keresztül játszódnak le.

Ilyen tumoroknál a trastuzumabbal történı kombináció hatásos lehet a 17-AAG által kiváltott

ErbB2  foszforiláció  gátlásában,  valamint  az  alacsony  dózisú  17-AAG  növekedést  gátló

hatásának fokozásában. 

Kísérletes bizonyíték igazolja, hogy az ErbB2 Hsp90-kötı helyének mutációja spontán

ErbB2  aktivációt  okoz,  továbbá  a  sejtproliferációt  is  hatékonyabban  fokozza  az  NIH-3T3

sejtekbe  transzfektált  vad  típusú  ErbB2-höz  képest  (Citri  és  mtsai.  2004).  ĺgy a  17-AAG

antiproliferatív hatása feltehetıleg az ErbB2 fehérjén túl számos egyéb  jelátvivı  molekula

leszabályzásának  is  köszönhetı.  Mi  több,  az  olyan  ErbB2-t  túlzott  mértékben  kifejezı

sejteknél, mint pl. az SKBR-3 a Hsp90-tıl szabaddá vált ErbB2 erıs túlélési és proliferációs

szignál útján az alacsonyabb ErbB2 expressziójú (pl. JIMT-1) sejtekhez képest  a 17-AAG

IC50 értékének  növekedését  okozhatja.   Következésképpen  a  megemelkedett  ErbB2

foszforiláció,  továbbá  a  csökkent  membrán  ErbB2  szint  ugyan  a  17-AAG  dózisfüggı

hatásának biztos jele, azonban a csökkent proliferációnak nem feltétlenül egyedüli oka.

5.5 A fotodinámiás terápia (PDT) és a cisztatin (CPI) kombinációjának nekrózist elıidézı

hatása  patkány emlıkarcinómában in vivo

Állatkísérleteinkben  a  fotodinámiás  és  cisztein  proteináz  inhibitor  terápia

kombinációjának Wistar patkányokba implantálható szolid emlı adenokarcinómára kifejtett

hatását vizsgáltuk. A daganatos betegek vérének megemelkedett VEGF szintje indokoltá teszi

ezen  faktor  koncentrációjának  redukálását,  mivel  a  VEGF  fontos  szerepet  játszik  a

neovaszkularizáció és angiogenezis folyamatában. Az ErbB2 fokozott mértékő kifejezıdése a

VEGF szint  növekedéséhez  vezet,  amit  a  trastuzumab – ErbB2-t  leszabályozó  szerepébıl

kifolyólag  – mérsékelni  képes.  Az általunk vizsgált  emlıkarcinóma azonban csak csekély
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mértékben ErbB2-pozitív (22. ábra), így a kombinációs kezeléshez egy tojásfehérjébıl izolált

cisztein proteináz inhibitort, a cisztatint választottuk. 

22. ábra  A Wistar patkányokba implantált szolid emlıkarcinóma a Herceptest eredménye alapján
legfeljebb egykeresztes ErbB2-pozitivitást mutat. Herceptest: Dako Corporation; hematoxilin

magfestés. A meghatározást Dr. Szöllısi Zoltán (DE OEC Patológiai Intézet) végezte.

A különbözı kezelési protokollok közül a legígéretesebb eredményeket az egy héten át,

naponta adott CPI-vel kombinált 20 mg/kg HpD-PDT terápiával (I. kísérleti protokoll) értük

el. Ez a protokoll a kontroll ~28%-os nekrózisával szemben (23.A ábra) akár 90%-os tumor

elhalást (23.B ábra) is eredményez. A CPI és a PS-PDT monoterápiák csekélyebb hatással

voltak a nekrózis mértékére, 35-40%-os hatást értek el. 

23. ábra Wistar patkányokba implantált szolid emlıkarcinóma: (A)  25-30%-os nekrózis a kontroll,
kezeletlen csoportból. (B) A tumor 85-90%-a nekrotizált 20 mg/kg HpD-PDT(90 J/cm2 fénydózis) és

500 µg/patkány CPI kezelést követıen. Hematoxilin-eozin festés, 200X.
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A 24. ábra a tumor nekrózis kvantitatív elemzését mutatja az egyes protokollok és dózis

kombinációk  esetén.  Az  I.  kísérleti  protokoll  a  legeredményesebb,  ahol  a  tumor

implantációval  egyidıben  történt  a  HpD  és  a  CPI  adása,  majd  24  óra  múlva  a  tumor

besugárzása  és  1  héten  át  naponta  a  CPI  injektálása.  A  többi  kísérleti  protokoll  kisebb

mértékő nekrózishoz vezetett: úgy tőnik, a tumor gyors növekedése miatt leghatékonyabb az

implantációval egyidıben történı CPI infiltráció. A II.  kísérleti protokoll alkalmazásakor a

kombinált  kezelés,  amely  CPI  tartalmú  tumor-szuszpenzió  implantációjából,  majd  24  óra

múlva  HpD  injektálásból,  és  további  24  óra  múlva  besugárzásból  állt,  a  tumort  kisebb

mértékben  roncsolta,  mint  az  I.  protokoll  szerint  végrehajtott  kombinált  kezelés.   A  III.

protokoll, ahol a tumor implantáció után 1 héttel késıbb kezdıdött a kombinált kezelés, a

tumorszövetet  az  I.  protokollhoz képest  szintén  csekélyebb  mértékben  roncsolta  (p<0.05),

noha a kontrollhoz képest szignifikánsan nagyobb mértékő elhalást okozott (p<0.001).  Ez a

megfigyelés klinikai jelentıséggel bírhat, ugyanis a tumor eltávolítást közvetlenül követı CPI

infiltráció  PDT-val  együtt  alkalmazva  (I.  protokoll)  a  mőtét  során  visszamaradt,  vagy

szórodott  tumorsejtekben  hatékonyabban  fokozhatja  a  PDT  nekrózist  elısegítı  hatását  a

késıbb  kezdett  inhibitor  injektáláshoz  képest,  ami  a  lokális  recidívák  és  metasztázisok

képzıdésének megakadályozását elımozdíthatja.
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24. ábra A nekrózis kvantitatív analízise: A külön-külön alkalmazott PDT és CPI terápia a tumort
mérsékelten nekrotizálja, ellentétben a kettı kombinációjával, amely sokkal hatékonyabb roncsolást
eredményez. PS: fotoszenzitizáló; CPI: cisztatin, *: szignifikáns változás a kontrollhoz képest (p <

0.001).

Mind  a  kisebb,  mind  pedig  a  nagyobb  dózisú  PS-PDT CPI-vel  kombinált  terápia

jelentıs mértékben nekrotizálta a tumoros szövetet (p<0.001) a kezeletlen mintákhoz képest.

A kombinációs terápiában a magasabb dózisú fotoszenzitizáló kismértékben fokozta a tumor

nekrózist az alacsonyabb koncentrációjú kezeléssel összehasonlítva (p=0.06). A PS-PDT és

CPI monoterápiák esetében azonban a 10 mg/kg PS dózisnak nem volt jelentısebb hatása

(p=0.58), míg a 20 mg/kg dózis, a CPI-hez hasonlóan, mérhetı nekrózis növekedést idézett

elı  (p=0.01  és  p=0.06).  Mindazonáltal  bármelyik  monoterápia  hatékonysága  lényegesen

alacsonyabb akár a kisebb (0.03<p<0.1) akár a nagyobb (p=0.001) dózisú fotoszenzitizálóval

történı kombináció hatékonyságánál. Mindkét PS dózisú PS-PDT CPI-vel kombinált terápia

szinergisztikus volt. A kisebb dózisú 429, a nagyobb dózisú 200%-kal növelve a nekrózis

mértékét a kombináció részeit képezı monoterápiák által elért összegzett hatáshoz képest. (A

kezelt minták értékeit a kezeletlen mintákra normalizálva a kezelés által okozott, 100% feletti

nekrózis  mértéke  a  10  és  20  mg/kg  PS,  CPI  és  a  kisebb,  illetve  a  nagyobb  dózisú  PS
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kombinációs  terápiák  esetén  rendre:  4.17%,  31,94%,  21,53%,  136,11%  és  160,42%.  A

komponensek összegzett hatása a kisebb dózisú PS és CPI esetén 25,69%, míg a nagyobb

dózisú PS és CPI esetén 53,47%; ezen értékeknél a kombinált kezelések eredménye rendre

110,42%, illetve 106,94% -kal nagyobb, ami a 25,69%-os és 53,47%-os összegzett hatáshoz

képest 429%-os, illetve 200%-os javulást jelent.) 

A  PS-PDT  és  a  CPI  szimultán  terápiájának  hatékonysága  a  HpD  fényindukált

aktivációjával, valamint a CPI által lecsökkentett katepszin, legumain és calpain aktivitással

magyarázható.  A fotoszenzitizálók lizoszómákban dúsulnak fel,  és megfelelı  fényforrással

történı megvilágítást követıen aktívan roncsolják a lizoszómát (Caruso és mtsai. 2004). Ez a

folyamat mitokondriális sejthalálhoz vezet a Bid, a prokaszpáz-9 és-3 aktivációján keresztül

(Reiners és mtsai. 2002). A cisztein proteázok aktivitásának CPI általi gátlása ezzel a hatással

szinergisztikus  lehet.  A katepszinnek  fontos  szerepe  van  a  mátrix  bontásában  és  a  sejtek

inváziójában, ami a tumor agresszivitását eredményezi (Joyce és mtsai. 2004). Az aszparagil

endopeptidáz  legumain  a  tumor  sejtek  invadopódiáján koncentrált  membrán-kötött

vezikulákban  található,  és  a  progelatináz  aktiválásán  keresztül  az  extracelluláris  mátrix

degradációját okozza (Liu és mtsai. 2003). Amennyiben a katepszin és legumain aktivitását

CPI-vel redukáljuk, a peritumor sztrómába történı sejtinvázió gátlódik (Saleh és mtsai. 2003).

A calpain gátlása szintén a migrációt csökkenti  (Dedieu és mtsai. 2004). Az invázió és a

velejáró  vaszkularizáció  hiánya  valószínőleg  elımozdítja  a  tumoros  szövetben  a  sejtek

elhalását,  ami  a  PDT  hatását  tovább  fokozza.  Modellrendszerünkben  ezen  jelenségek

vezethettek a CPI és a PDT szinergisztikus hatásának kialakulásához. 
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5.6 Az emelt dózisú PDT és a CPI-vel kombinált PDT hatékonyan csökkenti a tumor

térfogatát

Mivel  a  tumorok  méretének  változása  különbözı  terápiák  alkalmazásakor  alapvetı

prediktív faktor, a kezelések 8-adik napján eltávolított szövetminták térfogatát is mértük. A

jelentıs  tumornekrózist  elıidézı  nagyobb  dózisú  PS-PDT  és  CPI  kombinációja  a  tumor

térfogatát  mindhárom  kísérleti  protokoll  esetén  szignifikánsan  csökkentette  ~2.5  cm3-re

(p<0.001)  a  kontroll  mintákban  mért  4.5-6  cm3 térfogatokhoz  képest  (25.  ábra).  Az

alacsonyabb  dózisú  PS-PDT-CPI  terápia  szintén  szignifikánsan  befolyásolta  (p=0.003)  a

tumor méretét, ~3.5 cm3-re redukálva azt. A PS-PDT monoterápia enyhébb, de még mindig

jelentıs  hatást  fejtett  ki  a  tumor  térfogatának  csökkentésére,  átlagosan  ~4.5  cm3-t

eredményezve (p=0.03 az alacsonyabb és p=0.04 a nagyobb dózisú terápia esetén). A CPI

önálló  alkalmazása  okozta  a  legkisebb  mértékő  tumorméret  változást  (p=0.19).  A

kombinációs  terápia  mindkét  koncentrációjú  fotoszenzitizáló  alkalmazása  mellett

hatékonyabb  volt  a  monoterápiáknál  (0.003<p<0.06  az  alacsonyabb  és  0.001<p<0.003  a

nagyobb  dózis  esetén),  mely  hatékonyság  közel  azonos  mértékőnek  bizonyult  (p=0.41).

Nemcsak  a  nekrózis  fokozásánál,  hanem  a  tumorméret-csökkentı  hatásnál  is

szinergisztikusnak  mondható  mind  az  alacsonyabb,  mind  pedig  a  magasabb  dózisú

fotoszenzitizálóval  kombinált  CPI  terápia,  mivel  a  monoterápiák  összegénél  rendre  118,

illetve 33%-kal jobb hatás érhetı el alkalmazásukkal.

A nekrózisra  kifejtett  terápiás  hatás  nagyfokú korrelációt  mutatott  a  csökkent  tumor

térfogattal  (2.  táblázat).  A  nagyobb  dózisú,  azaz  a  20  mg/kg  PS-PDT-CPI  kombináció

azonban sokkal hatékonyabb volt a nekrózis mértékének növelésében, mint a tumornövekedés

lassításában.
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25. ábra A tumorméret változása: A tumor térfogata jelentısen csökken az emelt dózisú PS-PDT
hatására mind önállóan, mind CPI-vel történı kombináció esetén. PS: fotoszenzitizáló; CPI: cisztatin,

*: szignifikáns változás a kontrollhoz képest (p < 0.001).

5.7 A szérum VEGF szintje a PDT és a CPI kombinációjánál a legalacsonyabb

 Elızetes tanulmányok alapján azonban megállapítható (Osiecka és mtsai. 2003), hogy a

VEGF  szint  tumor-hordozó  BALB/c  egerekben  számottevı  mértékben  csökken  a  PDT

kezelést  követı  24,  illetve  96  óra  múlva.  A  kapott  alacsony  szintő  VEGF  lassabb

tumorfejlıdéssel,  néhány  esetben  teljes  tumor  regresszióval,  valamint  a  túlélési  idı

szignifikáns meghosszabbodásával jár. A VEGF szint csökkentése és receptorának gátlása a

tumor  angiogenezisének  csökkenését,  valamint  a  tumor  progressziójának  gátlását

eredményezi in vivo. 

Kísérleteinkben az egészséges,  tumor nélküli  patkányok VEGF szintje alacsonyabb

(106.5±7.2  pg/ml)  volt,  mint  a  daganatos  állatoké,  ahol  ezen  faktor  134-170  pg/ml

koncentrációtartományban  ingadozott.  PS-PDT  monoterápiát  követıen  a  szérum  VEGF

koncentrációja  a  kezeletlen  kontrollhoz  képest  enyhe  mértékben  leesett  (p>0.15).  A  CPI
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egyedüli injektálása viszont gyengén megemelte ezen faktor szintjét (p=0.02, 26. ábra), ami

valószínőleg a tumor csökkent invázióra és neovaszkularizációra adott feedback válaszának

köszönhetı. A VEGF mennyisége 20 mg/kg PS-PDT és CPI együttes alkalmazásával volt a

legalacsonyabb,  de  a  kisebb  fotoszenzitizáló  dózisú  kombinált  terápia  is  elég  hatásosnak

bizonyult a kezeletlen kontroll mintákhoz képest (p<0.001 mindkét esetben). 
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26. ábra VEGF szint a patkányok szérumában: A szérum VEGF szintje szignifikánsan csökken a
kombinált terápia alkalmazását követıen. PS: fotoszenzitizáló; CPI: cisztatin, *: szignifikáns változás

a kontrollhoz képest (p < 0.001)

Összességében  a  kombinációs  kezelések  sokkal  hatékonyabbak  voltak,  mint  a

monoterápiák  (p<0.001).  A  20  mg/kg  PS-PDT-CPI  esetén  a  monoterápiák  hatásának

összegébıl számolt 23%-os nettó emelkedéshez képest 86%-os drasztikus csökkenést értünk

el,  míg  az  alacsonyabb  dózisú  fotoszenzitizálóval  kombinált  terápiánál  a  17%-os  nettó

növekedéshez képest 56%-os csökkenést tapasztaltunk. A magasabb fotoszenzitizáló dózisú
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kombinált terápia jelentısebb VEGF csökkenést okozott, mint a kisebb PS-dózisú kombináció

(p=0.001). 

5.8 A tumor vaszkularizációjának alakulása a PS-PDT-CPI terápia alkalmazása során

A tumor erezıdésének mértékét hematoxilin-eozin festett mintákban határoztuk meg. A

vérerek  látóterenkénti  átlagos  száma  (27.  ábra)  –  ahogyan  a  redukált  VEGF  szintnek

megfelelıen is várható – a kombinált kezelések hatására csökkent le a legnagyobb mértékben

(p<0.001  mindkét  PS  koncentráció  esetén).  A  többi  mért  paraméterrel  ellentétben  itt  a

monoterápiáknak  is  jelentıs  redukáló  hatásuk  volt  (p=0.001).  Ezzel  együtt  mindkét

koncentrációjú  fotoszenzitizálóval  kombinált  terápia  meghaladta  a  megfelelı  PS-dózisú

monoterápiák hatását (0.02<p<0.1 az alacsonyabb és 0.001<p<0.02 a magasabb dózis esetén),

ugyanakkor egymástól csak kismértékben különböztek (p=0.08). 
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27. ábra A terápia függvényében ábrázolt tumor vaszkularizáció:  A 20 mg/kg PS-PDT-CPI
kombinált terápia a leghatásosabb, azonban a vaszkularizáció mértékének csökkentését a

monoterápiák is elıidézik. PS: fotoszenzitizáló; CPI: cisztatin, *: szignifikáns változás a kontrollhoz
képest (p < 0.001).
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A csökkent  tumor neoangiogenezis  oka feltehetıleg CPI PS-PDT-vel  együtt  kifejtett

szinergisztikus  hatásának  köszönhetı,  mely  egyrészt  csökkentette  a  szérum  VEGF

koncentrációját, másrészt gátolta a lokális inváziót, végeredményben a tumor növekedését is

gátolva.  A  2.  táblázatban  bemutatott  korrelációs  koefficiensek  alátámasztják,  hogy  a

csökkent  VEGF  szint  pozitívan  korrelál  a  csökkent  vaszkularizációval.  A  fentiekkel

összhangban mind a VEGF szint, mint vaszkularizáció mértéke pozitív korrelációt mutat a

tumor növekedésével, ugyanakkor negatívan korrelál a tumor nekrózisával.

Tumortérfogat VEGF szint Erek száma

Nekrózis mértéke -0,661 -0,691 -0,625

Tumortérfogat 0,713 0,734

Erek száma 0,568

2. táblázat A vizsgált paraméterek korrelációja: A tumor mérete, a nekrózis mértéke és
vaszkularizációja, valamint a szérum VEGF szintje közötti korreláció p<0.0001 szignifikancia szinten
jelentıs. A nekrózis mértéke negatívan korrelál a tumor térfogatával, valamint a VEGF szinttel és az

erek számával, míg a tumor térfogata pozitív korrelációt mutat a vér VEGF szintjével és az erek
számával. A VEGF szint és a vaszkularizáció között pozitív korreláció áll fenn.

A CPI és a PS-PDT közötti szinergizmus további lehetséges mechanizmusa, hogy a

CPI  gátlás  egyik  fı  célpontja,  a  katepszin  B,  lizoszómális  lokalizációjú  (Joyce  és  mtsai.

2004), s mivel a fotoszenzitizálók szintén lizoszómákban akkumulálódnak (Caruso és mtsai.

2004),  a  besugárzás  hatására  roncsolódott  lizoszómák  katepszin  B szintje  és  aktivitása  is

lecsökken.  Mivel  a  tumorokban  megemelkedett  katepszin  B  aktivitás  fokozott

neoangiogenezissel  és  tumor  invazivitással  társul,  ennek  az  aktivitásnak  CPI  és  PS-PDT

együttes  alkalmazásával történı  hatékony gátlása a tumornövekedés megelızésének fontos

faktora lehet.  

A  PS-PDT  monoterápiák  alkalmazásakor  lecsökkent  vaszkularizáció  mértéke

meghaladja a VEGF szint csökkenésének mértékét. Ez a jelenség azzal magyarázható, hogy a
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fotodinámiás terápia roncsoló hatása nemcsak a daganatos sejtekben manifesztálódik, hanem

az új vérereket képzı endotél és mezenhimális sejtekben is  (Peng és Nesland 2004). Továbbá

az is lehetséges, hogy a PS-PDT a VEGF-on kívül más, az erek kialakulásáért felelıs faktorok

mennyiségét is megváltoztatja.

A  CPI  önmagában  is  jelentısen  redukálja  a  vaszkularizáció  mértékét,  viszont  nem

csökkenti a VEGF szintet. Ennek lehetséges oka, hogy a cisztein proteinázok gátlása CPI-vel

a  VEGF  termelıdését  visszacsatolásos  szabályozással  fokozza,  ugyanakkor  a  CPI  a

tumorsejtek  nekrózisával  párhuzamosan  a  tumor  vaszkulatúrát  is  roncsolja.  A  tumor

térfogatok  pozitív  korrelációja  a  vér  VEGF  szintjével  alátámasztja  azt  a  feltételezést,

miszerint a szérum VEGF tartalmának egy része a tumorból ered. A kezelések VEGF szintre

és  vaszkularizációra  kifejtett  részben  eltérı  hatása  azonban  megmagyarázza,  hogy  e  két

paraméter korrelációs koefficiense miért olyan alacsony (2. táblázat).

Itt érdemes megjegyezni, hogy a CPI által lecsökkentett neovaszkularizáció önmagában

is képes  rontani  a  PDT hatékonyságát,  és  ezért  a  CPI tumor sejtekre közvetlenül kifejtett

egyéb hatásai  fontos szerepet  játszhatnak a CPI és PDT szinergizmusában. Például, a CPI

TGFβ-val  együtt  kifejtett  antagonista  hatása  az  emlıkarcinóma  sejtek  proliferációját

mérsékelheti (Sokol és mtsai. 2005).

Eredményeink azt mutatják, hogy a PDT által elıidézett sejtkárosodás, valamint a CPI-

nek köszönhetı tumor invázió gátlás nemcsak közvetlenül, hanem a szérum csökkenı VEGF

koncentrációján keresztül is akadályozhatja a tumor angiogenezisét. Mivel a PDT és a CPI

együttes  alkalmazása  szinergisztikusnak  bizonyult  a  tumor  nekrózisának,  valamint

térfogatának  és  a  szérum  VEGF  szintjének  befolyásolásában  –  ahol  egyébként  a

monoterápiáknak alig vagy egyáltalán nem volt hatásuk –, a módszer klinikai alkalmazásra

javasolható különös tekintettel  arra,  hogy a kezelések során nem lépett  fel  mellékhatás.  A

fotodinámiás  terápiát  már  a  klinikai  gyakorlatban  is  használják,  a  CPI  alkalmazhatósága
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azonban a biztató eredmények ellenére sem teljes mértékben tisztázott. Cegnar és munkatársai

cisztatin-kötött nanorészecskék alkalmazásával optimalizálták a célsejtek cisztatin felvételét,

minek köszönhetıen effektíven lehetett gátolni a katepszin B aktivitását  (Cegnar és mtsai.

2004).  Paramágneses  részecskék  ilyen  célra  történı  felhasználása  a  CPI  célzott  lokális

felhalmozódását is elısegítheti mágneses tér gradiens alkalmazása mellett. Felvetıdött annak

a  lehetısége  is,  hogy  a  CPI  kifejezıdését  génterápiával  fokozzák;  az  adenovirus-mediált

ektópiás cisztatin C expresszió egerekben megakadályozta a xenograft  fibroszarkóma tüdı

metasztázisainak képzıdését (Kopitz és mtsai. 2005). Nem hagyható azonban figyelmen kívül

az  a  tény,  miszerint  a  cisztatinnak  és  más  CPI-nak  nemcsak  antiproliferatív  hanem

proliferációt  serkentı  hatása  is  lehet,  attól  függıen,  hogy  milyen  rendszert  vizsgálunk

(Keppler 2005).
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6. Összefoglalás 

Kísérleteink  fı  célkitőzése  az  volt,  hogy  az  emlıdaganatok  kezelésében  már  a

klinikumban  is  alkalmazott  terápiák  hatását  egy  másik,  kipróbálási  fázisban  lévı  ágens

bevonásával fokozzuk. Eredményeinket a következıkben foglaljuk össze:

 

• In  vitro kísérleteink  eredményeibıl  megállapíthatjuk,  hogy  a  17-AAG  az  ErbB2

homodimerizációt  és  foszforilációt  fokozza  mind  trastuzumab  szenzitív,  mind

rezisztens  emlıtumor  sejteken,  és  hosszútávon  a  receptor  leszabályozását  és  a

sejtproliferáció gátlását idézi elı, melynek hátterében elsısorban apoptózis, nagyobb

dózisoknál  részben  nekrózis  áll.  Ennek  alapján  a  17-AAG  alkalmas  lehet  a

trastuzumab-rezisztens, ErbB2-pozitív tumorok kezelésére. 

• Az ErbB2-t nagymértékben expresszáló trastuzumab szenzitív daganatsejtek esetén a

17-AAG  proliferációt  gátló  hatása  a  nagyszámú  ErbB2  receptor  aktivációja  miatt

alacsonyabb. Ilyen tumoroknál a trastuzumabbal történı kombináció hatásos lehet a

17-AAG által kiváltott ErbB2 foszforiláció gátlásában, valamint az alacsony dózisú

17-AAG növekedést gátló hatásának fokozásában.

• In vivo tanulmányainkban a cisztein proteináz inhibitor (CPI) fotodinámiás terápiához

(PDT)  társítva  szinergisztikusan  gátolja  a  patkányokba  implantált  szolid

emlıkarcinóma növekedését, fokozza a tumornekrózist, s ennek hátterében legalábbis

részben a szinergista módon csökkentett szérum VEGF szint, ill. a következményes

nagyfokú neovaszkularizáció-gátlás áll.

• A PDT és CPI kombinációja a Wistar patkányokba implantált szolid emlıkarcinóma

progresszióját 20 mg/kg HpD, 500 µg/állat CPI és 90 J/cm2  fotondózisú besugárzás

mellett  képes  leghatékonyabban  gátolni.  A legjobb  eredményeket  az  inokulációval

egyidıben elkezdett terápia adja, ami arra utal, hogy a kombinációs kezelés különösen

hatékony lehet a szóródott, ill. reziduális daganatsejtek elpusztításában.
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7. Gyakorlati jelentıség

In  vitro eredményeink  gyakorlati  jelentısége  kettıs:  egyrészt  igazolja  a  17-AAG

monoterápia  hatékonyságát  trastuzumab-rezisztens,  de  ErbB2-pozitív  emlıtumorok  esetén,

másrészt felhívja a figyelmet arra, hogy magas ErbB2 szintő emlıtumorok 17-AAG terápiáját

érdemes  lehet  az  adverz  hatásként  jelentkezı  ErbB2  foszforiláció  csökkentése  érdekében

trastuzumabbal  kombinálni.  Ennek  a  megfigyelésnek  külön  apropót  ad,  hogy  a  jelenlegi

egyetlen  klinikai  kipróbálásból,  ahol  17-AAG-t  alkalmaznak,  a   korábbi  vagy  fennálló

trastuzumab  kezelés  kizáró  ok.  Olyan  17-AAG-trastuzumab  konjugátum  létrehozásával

azonban  már  kísérleteztek,  amit  az  ErbB2-t  túlzott  mértékben  kifejezı  tumorokhoz  adva

egyfajta specifikus chaperon terápiát teremtene. Egy ilyen konjugátum alkalmazása azonban

megköveteli  annak pontos ismeretét,  hogy milyen hatása van a 17-AAG és a trastuzumab

együttes  adásának a különbözı  expressziós szintő  és eltérı  trastuzumab-reszisztencia fokú

tumorokban.

In vivo eredményeink azt mutatják, hogy a PDT által elıidézett sejtkárosodás valamint a

CPI-nek köszönhetı tumor invázió gátlás nemcsak közvetlenül, hanem a szérum csökkenı

VEGF koncentrációján keresztül is akadályozhatja a tumor neoangiogenezisét. Mivel a PDT

és a CPI együttes alkalmazása szinergisztikusnak bizonyult a tumor nekrózisának valamint

térfogatának  és  a  szérum  VEGF  szintjének  befolyásolásában,  és  mellékhatásokat  sem

tapasztaltunk, a módszer további preklinikai tesztelése javasolható.
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megismertetett  a  kutatómunka  szépségével,  izgalmával,  és  hogy  mindvégig  támogatta

fejlıdésemet, elırehaladásomat.

Külön  köszönet  illeti  Dr.  Szöllısi  János  egyetemi  tanárt,  aki  támogatásával,

tapasztalataival  szintén jelentısen hozzájárult eredményeim eléréséhez. Szeretnék köszönetet

mondani  Dr.  Petrás  Miklósnak  a  közös  kísérletezéseink  alkalmával  tanúsított

segítıkészségéért.  Köszönöm munkatársaim, Dr.  Horváth Gábor,  Dr.  Ujlaky-Nagy László,

Dr.  Barok  Márk  és  Dr.  Orosz  Ágnes  munkám során  nyújtott  nélkülözhetetlen  segítségét.

Köszönöm  Dr.  Szöllısi  Zoltánnak  a  patkány  adenokarcinoma  minták  immunhisztokémiai

vizsgálatát.

Köszönettel  tartozom  Anna  Trzeciak  és  Józef  J.  Ziólkowski  külföldi

koordinátoraimnak, akik lehetıvé tették, hogy a lengyelországi Wroclaw-i Orvostudományi

Egyetem  Patológiai  Intézetében  egy  félévet  eltöltsek.  Kitüntetı  köszönet  illeti  külföldi

témavezetımet,  Piotr  Ziólkowskit  és  munkatársamat,  Krzysztof  Symonowiczot,  akik

barátságos légkörben szakmai és gyakorlati tanácsaikkal támogatták munkámat.

Végül, de nem utolsósorban szeretném megköszönni İri Gabriellának, Pálné Terdik

Tündének  és  Harangi  Istvánnénak  a  munkám  gyakorlati  része  során  nyújtott  rengeteg

segítséget.
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