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1. Bevezetés

A tumorok hatékony kezelése a klinikum egyik kritikus problémdja. Jelenleg szdmos
modszer (kemo-, radio- €s sebészeti terdpia) dll rendelkezésre a daganatok gydgyitdsara,
azonban Onmagukban ritkdn mutatnak kell6 hatékonysdgot, és a mellékhatdsok is
szamottevoek lehetnek.

A tirozinkindz aktivitdssal biré6 EGF receptorcsaldd egyik tagja az ErbB2 fehérje, mely
az epidermalis eredetli emlétumorok 30%-dban fokozott mértékben fejezddik ki a sejtek
felszinén. Ez a 185 kDa tomegli molekula — a csaldd tobbi tagjdhoz (ErbB1, ErbB3 és ErbB4)
hasonléan — hajlamos a receptorcsalddhoz tartozé tovabbi fehérjékkel di-, ill. oligomereket
képezni. A kolcsonhatdsba keriilt receptorok transzfoszforildlédnak, aktivdlédnak,
foszfotirozin oldalldncaikon jeldtviteli kaszkddokat inditanak, s végeredményben a sejtek
prolifercigjat, ill. tulélését segitik elo. Az ErbB2-t tulzott mértékben kifejezd emldétumorok
prognézisa kifejezetten rossz. Ugyanakkor, mivel az ErbB2 a felnétt szervezet viszonylag
kevés szovetében, és alacsony szinten fejezddik ki normalis koriilmények kozott, az ErbB2
fehérje molekuldris terdpidk kivalo célpontja.

Az els, szolid tumorok kezelésére kifejlesztett humanizalt antitest is az ErbB2 ellen
irdnyult: a trastuzumab (Herceptin) az egér eredetli 4DS5 jelli antitest varidbilis régidjanak
antigénkotd szekvencidjat tartalmazza. Béar a trastuzumab - kiilondsen kemoterdpidval
(antraciklin, doxorubicin, vagy Paclitaxel) kombindlva jo klinikai eredményeket ad, gyakori a
primer rezisztencia, €s a kezdetben érzékeny tumorok kezelése sordn is sokszor megsziinik a
trastuzumab hatékonysdga. A rezisztencia mechanizmusa(i) részleteiben nem ismert(ek), mint
ahogy szenzitiv tumorok esetén a hatdsmechanizmus sem, azonban feltételezhetd, hogy a

receptor aktivacio €s internalizacio, ill. azok hidnya mindkét esetben fontos szereppel bir. A



trastuzumab-rezisztencia okainak tanulmdnyozasa in vitro koriilmények kozott mindeddig
nehézkes volt, ugyanis nem 4llt rendelkezésre olyan tenyészthetd sejtvonal, mely hordozta
volna ezen sajitsagot.

Nemrég azonban kollaboricids partneriinknek (Jorma Isola, Finnorszdg) sikeriilt egy
klinikailag trastuzumab-refrakter emldtumoros beteg pleurdlis 4ttétjébdl trastuzumab-
rezisztens, in vitro tenyészthetd sejtvonalat eldéllitani. Munkédnk els6 részében ezen JIMT-1
sejtvonal, és a mdr ismert, trastuzumab szenzitiv SKBR-3 eml6tumor sejtvonal in vitro
Osszehasonlitdsat végeztilk, a trastuzumab-rezisztencia hdatterében 4ll6 molekuléris
kolcsonhatdsokat, valamint a Hsp90-dajkafehérje inhibitor 17-AAG (17-allilamino-17-
dimetoxi-geldanamicin) lehetséges proliferaciogatlé szerepét vizsgéilva. Ez utébbi egy
anzamicin szdrmazék, mely gatolja a receptor stabil konformdcidjanak internalizacié utani
visszaalakuldsat, igy elvileg potencirozhatja a trastuzumab hatésat.

Az immun- és inhibitor terdpidn kivil a fényterdpiat is nagy hatékonysdggal
alkalmazzak az emlddaganatok kezelésében. A fotodindmids terdpia (PDT) egy olyan
fényterdpids eljards, ahol a daganatos sejtekben felhalmozddott fotoszenzitizal6t specifikus
hulldmhosszusdg tartomdnyban (dltalaban voros, ill. infravords fénnyel) vilagitjdk meg. Az
abszorbedlt fotonoknak koszonhetden a fotoszenzitizdl6 molekuldk gerjesztett allapotba
keriilnek, ahol konnyen reakcidba 1épnek oxigénnel, valamint kiilonféle biomolekuldkkal. A
reakciokban képzddott szinglett oxigén, illetve mds szabadgyokok a daganatos sejtek
pusztuldsit okozzak.

A fotodindmids terdpia — tekintve, hogy a fotoszenzitizdl6 dgens feldidsuldsa a
daganatsejtekben nem tokéletesen szelektiv — mellékhatasokat okozhat, igy célszerli olyan
kiegészitd kezeléseket kiprobalni, melyek a PDT-val szinergista hatdstiak. Munkédnk sordn
egy patkdny eredetli emlotumort in vivo patkdny modellben vizsgalva a fotodindmids terdpiat

cisztein proteindzokat gatlo (CPI) cisztatinnal kombindltuk. A tojasfehérjébdl izolalt cisztatin



az extracelluldris matrix komponenseinek bontdsdban résztvevd katepszin B és L miikodését

gatolja, igy varhatéan a metasztazis képzddés csokkentésével javitja a PDT hatdsat.

2. Irodalmi attekintés

2.1 Az EGF receptorcsaldd jelatviteli modellje, az ErbB2 dimerjeinek jelentosége

Az epidermadlis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad tagjai jelentds szerepet
jatszanak szamos jelatviteli kaszkdd meginditdsaban; kiilonféle jelatviteli utak aktivalasaval
valtozatos sejtvdlaszokat valtanak ki, ugy, mint proliferacid, tilélés, adhézid, migracié és
differenciacié. A novekedési faktor-indukdlt EGFR jelatvitel elengedhetetlen a normal
morfogenetikus folyamatok lejatszodasaban, ugyanakkor ismert ezen receptorcsalad tagjainak
aberrdns aktivitdsa is, ami kulcsfontossagu szerepet jatszik a tumor sejtek kialakuldsdban és
novekedésében (Yarden 2001).

A csaldd négy tagja az EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 valamint a
HER4/ErbB4 néven ismert transzmembran receptor fehérje. Szerkezetiiket tekintve két fo
részbdl dllnak, egy extracellularis ligandum-koté doménbdl, illetve egy enzimaktivitassal bird
citoplazmatikus régiébol (Ullrich és Schlessinger 1990). Ezen szerkezetnek koszonhetden a
specifikus ligandumok bekotodése altal indukélt jel konnyen &atjut a plazmamembranon,
génexpresszid valtozast, illetve kiilonbozd sejtvalaszokat eredményezve. A receptorokhoz
kapcsolddé ligandumok koziil megkiilonboztethetiink EGF-szerti molekuldkat, transzformald
novekedési faktor-szeri molekuldkat, valamint neuregulinokat. A ligandumok a receptorok
extracellularis doménjéhez kotdédve elOsegitik azok homo-, illetve heterodimerjeinek
képzodését. Az egymdéshoz kapcsolddott receptor fehérjék tirozin oldalldncai kereszt-
foszforildlédnak, ezéltal biztositva citoplazmatikus enzimek és adapter fehérjék kotodését. Az

aktivalt effektorok, adapter proteinek kiillonboz0 jelatviteli kaszkadokat stimuldlnak.



Végiil, a jelatvitel elsddlegesen a receptor-ligandum komplex endocitézisan keresztiil

ubiquitin ligdz jelenlététdl fliggden vagy degraddlddik, vagy ismét a sejtfelszinre keriil (Wells

1999).
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1. abra Az EGFR-csalad jelatvitelt indit6 modellje: A receptorok extracellularis doménjéhez kotddott
ligandumok eldsegitik a homo- illetve heterodimerek képzddését (1-2). Az egymdshoz kapcsolddott
receptorok tirozin oldalldncai kereszt-foszforildlédnak (2), ezekhez citoplazmatikus enzimek és adapter
effektorok és adapter proteinek szabadon diffundélnak a citoplazméban (4), és kiilonbdzd jelatviteli

kaszkadokat, transzkripcids reguldtorokat stimuldlnak (5). Végiil, a receptor dimerek a jeldtvitelt
inaktivalva internalizaciot kovetden degradilddnak (6) vagy ismét a sejtfelszinre keriilnek (7).

A jelatviteli folyamatokban az EGFR legfontosabb dimerizacids partnere az ErbB2
(Tzahar és mtsai. 1996), azonban szdmos mechanizmusnak koszonhetden ez a fehérje

potencidlis heterodimerizaciés partnere a tobbi ErbB receptornak is. Az ErbB2-t eldszor



potencidlis onkogén mutdnsként karcinogén-kezelt patkdnyok neuroglioblasztom4jabol
izolaltdk (Harari €s Yarden 2000). Ez a fehérje a csalad kivételes tagjanak tekinthetd, ugyanis
nem rendelkezik specifikus szekretdlt ligandummal. Ezen tény ellenére azonban képes
aktivalodni, foszforildlodni és ezaltal jelatviteli folyamatot indukélni, pl. nagy mennyiségii
ErbB2 kifejezddésekor homodimereket, ill. nagyobb asszocidtumokat képezve (Nagy és
mtsai. 1998; Nagy és mtsai. 1999). Emellett felmeriil pl. a Muc4/szialomucin transzmembran
glikoproteinnel kialakitott ligandum-receptor tipusi membrank6tott komplex aktivald szerepe
is. A Muc4/SMC egy olyan heterodimer glikoprotein, mely egy mucin (ASGP-1) és egy
transzmembran (ASGP-2) alegységbol all. Ez utobbi két epidermalis novekedési faktor
domént tartalmaz, melyek koziil az egyik az ErbB2 ligandumaként viselkedik (Jepson és
mtsai. 2002). Az ErbB2 receptor tilzott mértékii sejtfelszini kifejezddése elOsegiti a
daganatok kialakuldsat. Ez a tdlzott mértékli kifejez0dés egyes daganatok esetében, mint
példaul a petefészek és emlddaganatok, rossz progndzissal tarsul.

Az ErbB jeldtvitel lehetséges kimenetelét az ErbB dimerek tipusa jelentOsen
befolydsolja. Ennek fiiggvényében eltérd sejtvdlaszok johetnek létre, Ugy, mint a
tumorigenezissel tarsuld sejtosztdédas és migracid, az adhézid, valamint a differencidcié és az
apoptozis. A homodimert alkotd receptorok kombinacidja kevésbé mitogén és transzformalo
sajatsagu ellentétben a heterodimerekkel, melyek koziil a leghatékonyabb dimereknek az
ErbB2 receptorral alkotott parok szamitanak (2. abra) (Riese és mtsai. 1995). Az EGF-szeri
ligandumok, illetve a neuregulinok kotddése az ErbB1, ErbB3 vagy ErbB4 receptorok
extracellularis doménjéhez in vitro homodimer képzddést idéz eld, amikor viszont az ErbB2
tulzott mértékben expresszdlodik a sejt felszinén, akkor a heterodimerek kialakuldsa a

dominans.
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2. abra A homodimerek és ErbB2-tartalmu heterodimerek indukalta jelatvitel erGssége: A tirozinkinaz
aktivitassal biré ErbB1 és ErbB4 receptorok homodimerjei konnyen indukélnak jelatvitelt, mig a
tirozinkinaz aktivitdssal nem rendelkezd ErbB3 erre onmagdban nem képes. Mindharom receptor

ErbB2-vel alkotott heterodimerje azonban igen hatékony jelatvitelt indukal.

Az ErbB?2 talan legfontosabb heterodimerizacios partnere a tirozinkindz aktivitds nélkiili
ErbB3, ezzel alkotja a legerdsebb mitogenikus €s transzformdlé hatdssal biré komplexet
(Kokai és mtsai. 1989; Yarden és Sliwkowski 2001), mely neuregulin megkotésével is képes
az aktivalodasra. Az ErbB2 talzott mértékii kifejezddésének kdszonhetden az ErbB2 és ErbB3
az emlddaganatok sejtfelszinén nagy mitogenikus aktivitdsi heterodimert képezhet, s ennek
aktivitasit fokozhatja a Muc4/SMC jelenléte (Jepson és mitsai. 2002). Az ErbB2 tartalmu
heterodimerek sokkal stabilabbak a sejtfelszinen, mint az olyan dimerek, melyek az EGFR-
csalad egyéb tagjait tartalmazzdk. A stabilitdsnak koszonhetéen ezek a heterodimerek
lényegesen hosszabb iddt toltenek a membranban, mint mds ErbB homodimerek (Lenferink és

mtsai. 1998).
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2.2 Az EGF-csalad jeldtviteli folyamatqdt befolydsolo tényezok

Az intracelluldris szignédlok specificitdsit és hatékonysagiat az ErbB proteinek olyan
pozitiv és negativ effektorai hatdarozzdk meg, mint példaul a ligandum fajtdja, az oligomer
Osszetétele valamint a receptor specifikus szerkezeti sajatsiga. A legjelentdsebb befolydsold
tényezd az eltérd foszfotirozin-kotd fehérjék megléte, melyek képesek kapcsolatot 1étesiteni a
dimereket képez6 ErbB molekuldkkal. Az autofoszforilalodott és ennek koszonhetden jelatvivo
proteinekkel Osszekapcsolddott intracellularis domén a ligandum fajtajatol, illetve a
heterodimerizacids partner jelenlététdl fiiggden fog viselkedni (Olayioye €s mtsai. 1998). A
Shc és Ras fehérjék altal medidlt mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) utvonal az ErbB3
ligandumok &llandé célpontja; azonban a foszfoinozitol-3-kindz (PI3K) altal aktivalt
apoptotikus kindz (Akt) valamint a p70S6K/p85S6K ttvonal a legtobb aktiv dimer szdméra
elérhetd. A jelatviteli ut kimenetelét az egyes utvonalak eltéré kinetikdja is befolydsolja.
Példaul a PI3K aktivdcidjanak hatékonysdga €s kinetikdja eltér a tobbi kindzEtdl, valdsziniileg
azért, mert az ErbB3 és ErbB4 receptorokkal kozvetleniil 1ép kdlcsonhatdsba, mig az ErbB1 és
ErbB2 receptorokhoz csak kozvetett médon képes kapcsolddni (Soltoff €s Cantley 1996).

Az ErbB indukdlt jeldtvitelt a ligandum-indukalt receptor endocitézisa zarja le, mely
folyamat kinetikdja erdsen fiigg a receptor Osszetételétdl, valamint az ubiquitin ligdz celluléris
vagy virdlis (mutans) formdjinak jelenlétét6l. Endocitézis sordn a receptorok klatrin burkos
vezikulumban f{iz6dnek le a sejtmembranbdl. Attdl fiiggden, hogy a burkolatlan vezikuldkhoz
cellulédris vagy virdlis Cbl ubiquitin ligdz kapcsolddik, a fehérjék degraddlédnak vagy ujra a
sejtfelszinre keriilnek (Levkowitz és mtsai. 1998) (3. abra).

A receptorok 1045-06s tirozin oldallanca elengedheteleniil fontos az ErbB jelatvitel Cbl-
medidlt leszabdlyzdsdhoz, mely folyamatban a c-Cbl csaldd adapter fehérjéi a Grb-2
fehérjéhez kotddve fejtik ki hatasukat. A Cbl ubiqutin ligdz tovabba részt vesz a citokin

receptorok, immunreceptorok és integrinek leszabalyozdsaban is. N-termindlis részen SH2
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foszfotirozin-kot6 domént (melyen keresztiil aktivalt PTK-hoz kotddik), illetve Ring-finger
domént (ami E2 ubiqutin ligdz enzimeket kot) tartalmaz. C-termindlisa prolin/szerin-
gazdag régiobol (Grb2-hoz, Src-csalddbeli kindzokhoz kotddik), tirozin foszforildcids
helyekbdl (SH2 domént tartalmazé adapter fehérjéket kot) valamint ubiquitin-k6té doménbdl
all (van Leeuwen és mtsai. 1999a; van Leeuwen és mtsai. 1999b). Az Cbl ubiquitin ligaz altal
vezérelt endocitdzis jelentds szerepet jatszhat az EGFR-csaldd tagjai ellen irdnyitott antitest
készitmények antitumor hatdsanak kifejtésében. Példaul, az 1.26-al, azaz egy ErbB2 ellenes
antitest alkamazasdval az N87 humdn gyomortumor sejtvonalon az ErbB2 receptorok
degradicidjat figyelték meg fokozott ubiquitindcié mellett. A degradacié mértékét a Cbl
expresszidja valamint a receptor 1112-es tirozin ldncan taldlhaté Cbl kotohely megléte
egyardnt befolydsolja. Ezen eredmények birtokdban feltételezhetd, hogy a trastuzumab, bar az
ErbB2 receptor egy masik epitdpjahoz kotddik, szintén Cbl-medidlt receptor degraddcidt idéz

eld (Klapper és mtsai. 2000).

klatrin burkos
godor

burkolatlan
vezikula
(2 Korai
orat 15-20
endoszéoma /

- 30

késoi
endoszéma

lizoszoma

G-

recirkulacio

3. abra Az internalizalt receptorok sorsa Cbl ubiquitin ligaz jelenlétében: Az ErbB indukalt jelatvitelt
a receptor endocitdzisa zarja le. Endocit6zis sordn a receptorok klatrin burkos godorben fiiz6dnek le a
sejtmembranrdl, majd a burkolatlan vezikulabdl korai endoszéma képzddik. A korai endoszomas
allapotban attdl fiiggden, hogy celluldris (c-Cbl) vagy virdlis Cbl (mutans, v-Cbl) ubiquitin ligdz
kapcsolédik a receptorokhoz, a fehérjék vagy lizoszémdaban degraddlédnak, vagy djra a sejtfelszinre
keriilnek.
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A receptorok sorsit meghatdrozé kovetkezd fontos tényezd az aktivélt ligandum-
receptor komplex stabilitasa (4. abra). Az aktivalt ErbB1 homodimerek viszonylagos
stabilitasuknak koszonhetéen a Cbl-hez kotddve az endoszomaban maradnak, ezaltal
lizoszoémalis leflizOdést és degradécidt eldidézve. Az ErbB1-ErbB2 heterodimer azonban
kevésbé stabil, igy hamar szétdisszocidl a Cbl ligazt is levalasra kényszeritve. Ezt kovetden a

receptorok ismét a sejtfelszinre keriilnek (Lenferink és mtsai. 1998).

homodimer heterodimer

ﬁ endoszma ﬁ{’\

L recirkulacio
degradacio

stabil instabil

pH=5,5

4. abra A dimerek stabilitasa degradaciohoz és recirkulaciéhoz egyarant vezethet: A receptorok
sorsdt az aktivalt ligandum-receptor komplex stabilitdsa is meghatdrozza. Az aktivalt ErbB
homodimerek relativ stabilitdsuknak koszonhetden a Cbl-hez kotodve az endoszomaban maradnak, és
lizoszémaban degradidlédnak. Az ErbB1-ErbB2 heterodimer azonban kevésbé stabil, hamar elvalnak a
receptorok egymadstol és a Cbl ligaztdl, minek kdszonhetden a receptorok ismét a sejtfelszinre
juthatnak.

A jelatviteli folyamatokban internalizalédott receptorok recirkuldcigjaban a
stresszfehérjék csoportjdba tartozé Hsp90 (heat shock protein 90) dajkafehérje is aktivan részt
vesz. A stresszfehérjék jelenléte nélkiilozhetetlen az olyan proteinek szerkezetének

visszadllitidsaban, melyek valamilyen kornyezeti stressz hatdsdra meghibdsodtak. A Hsp90
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egy olyan 90 kDa tomegli hdsokkfehérje, ami passziv médon segit a hibds szerkezetli
proteineknek azdltal, hogy azok kil6g6 hidroféb felszinéhez kotddve megvédi a felszineket az
Osszetapadastol és a kovetkezményes aggregaciotol, koagulaciotl. Mivel ez a folyamat nem
igényel ATP-t, igy a sejt hosokk hatdsara megnyilvanuld elsé védekezési reakcidjaként is
értelmezhetd. Ezt koveti az aktiv segits€g, ami energiaigényes, igy ATP-hidrolizissel jar
egyiitt. Ebben az esetben a helytelen szerkezetli szubsztratfehérjét a stresszfehérjék
kismértékben kitekerik, lehetOséget adva a proteinnek arra, hogy visszatekeredve
megtaldlhassa a helyes, nativ szerkezetet. Ennek a folyamatnak két {6 irdnyitéja a HspS0 és a
Hsp60 dajkafehérje (Csermely 2001), azonban a Hsp90, mivel ATP/ADP ké&tOhellyel
rendelkezd adenin nukleotid zsebet tartalmaz (Chiosis és mtsai. 2001; Chiosis és mtsai. 2003),
szintén aktiv részese lehet. A Hsp90 tovdbba kismértékben mutans fehérjék helyretekerésével
szamos olyan mutacid hatdsat képes semlegesiteni, melyek csendben meghtizédnak a hordoz6
egyed genetikai dllomdnydban (Csermely 2001). Megfeleld funkcidjanak hidnydban
legfontosabb kliens fehérjéinek (az ErbB2, EGFR, G,a, raf, eEt2 kindz, ciklin D, telomeraz,
ER, PR, valamint pAkt) abnormdlis konformdciéja ubiquitindciét, majd proteaszémalis
degradaciot szenved. Helyes miikodésekor azonban a membrinrdl lefliz6d6 receptorhoz
kotddve segit a harmadlagos és negyedleges szerkezet visszaalakitdsdban, minek
koszonhetéen a receptor ismét a sejtfelszinre keriilhet (5. abra). Ez a recirkulacié
hozzéjarulhat az emlorak sejtfelszinén tilzott mértékben kifejezett ErbB2 felhalmozddasihoz,

ami a daganatos sejtek fokozott proliferdcidjdhoz vezet (Sausville 2001).
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5. abra A Hsp90 és kliens fehérjéi kozotti kapcsolat: Az endoplazmatikus retikulum felszinén 1évo
riboszomdkrdl a fehérjék (X) vezikuldkban fliz6dnek le. Lefliz6dést kovetden vagy degradidlddnak,
vagy Hsp90 kotddése révén az éretlen fehérjékbdl érett fehérjék jonnek 1étre, melyek képesek a
sejtmembrinban kifejezddni. Sejtfelszini dimerizaciét kdvetden a fehérjék degradalodnak, vagy djra
hajtogatddnak.

2.3 Az ErbB2 receptor tilzott mértékii kifejezodése, az ErbB2-pozitiv daganatok
kezelésének nehézségei

Szamos daganat fejezi ki sejtjeinek felszinén az ErbB2 receptort, koztiik az emldérakok,
melyek koziil az invaziv duktdlis karcinémak 30%-a mutat ErbB2 gén amplifikaciét, mely a
fehérje magas szintli expresszidjaval tarsul (Slamon és mtsai. 1987). Az overexpresszid a
tumor méretével, a tumorsejtek nyirokerekbe torténd bedramldsdval, az S fazisu sejtek
novekvd ardnydval, valamint a sztreoid receptorok hidnydval egyarant korreldl. Az invaziv
karcinémak korai fazisdban a tdlzott mértékii ErbB2 kifejez6dés dnmagéban nem elegendd a

joindulatd daganat rosszindulativa torténd dtalakuldsdhoz (Ross és Fletcher 1998). Az esetek
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jelentds részében ehhez a folyamathoz hozzdjarul még az overexpresszival tarsuld
osztrogénreceptor és progeszteronreceptor hidny is (Borg és mtsai. 1994). Osztrogénreceptor-
pozitivitds esetén az anti-6sztrogének bekotddése a hormonreceptorhoz gatolja a szteroid
hormon bekapcsoldddsat, minek kovetkeztében az Osztrogén-aktivalt jeldtvitel blokkolddik,
igy a daganat progresszidja lelassul. Az Osztrogén ugyanakkor elnyomja az ErbB2
promoéterrdl induld géndtirdst, és ezaltal specifikusan gatolja az ErbB2-t overexpresszild
emldsejtek novekedését (Giani és mitsai. 1998). Annak az Osztrogénreceptor-deficiens
betegnek azonban, kinek tumordban az ErbB2 receptor tilzott mértékben fejezddik ki, az anti-
Osztrogén terdpia akdr karos is lehet (Carlomagno és mtsai. 1996). In vitro tanulményok
szerint az ErbB2 és NRG tulzott mértékii expresszidja anti-Osztrogének addsdra hormon-
rezisztenciat idéz eld, illetve az esetek jelentds részében a daganatos sejtek novekedését teljes
mértékben fiiggetleniti az 6sztrogéntdl (Pietras €s mtsai. 1995). Ennek az a magyardzata, hogy
a meglévd csekély mennyiségli hormonreceptorhoz kapcsolddott anti-Osztrogén kivédi az
Osztrogén hatdsat, igy szabad utat nyitva az ErbB2 expresszionak. Mindezt egyiittvéve, mind
a molekularis, mind pedig a klinikai megfigyelések arra utalnak, hogy a szteroid és ErbB
utvonalak ugyan alternativ jellegliek, de funkciondlisan olyan 0sszekapcsol6dé folyamatok,
melyek a sejtek proliferaciéjat novelni képesek (6. abra).

A daganat progressziot emellett a G-protein kapcsolt (GPC) receptorok (LPA, trombin
és endotelin receptorok) is képesek befolydsolni az ErbB jeldtvitelre kifejtett pozitiv
hatdsuknak koszonhetéen. Ezen receptorok elsdsorban a métrix-metalloproteindzokat (MMP)
aktivaljak, melyek olyan membrin-kot6 ErbB ligandumokat hasitanak, mint példaul a
heparinkot6 EGF-szerli faktor (HB-EGF). A szabaddé vélt ligandumok kotddhetnek az ErbB
fehérjékhez €és aktivalhatjak azokat. A GPC-receptorok tovabba aktivalhatjak kozvetett
modon az Src-t (valdszinlleg a Pyk2 utvonalon keresztiil), amely foszforilalja az ErbB

intracellularis doménjét. A receptor aktivaciot kovetden a Ras-MAPK ttvonalon keresztiil az
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ErbB ligandumokat koédolo gének atirasa aktivdlodik, amit még az anti-Osztrogénnekkel
blokkolt szteroid-hormon-receptorok is erdsitenek (Yarden és Sliwkowski 2001). Az
ErbB2/neu onkogén fokozott mértékli kifejezodésével egyidoben megnd a tumorsejtek
proliferacids készsége, a TNF-o-val (tumor nekrdzis faktor) szembeni rezisztencia és a VEGF
(vaszkuléris endotelidlis novekedési faktor) szekrécid, valamint fokozddik a sejtek motilitdsa
és aggregicios hajlama, de csokken az adhéziés molekuldk expresszidja. Ez utébbi harom

hatds metasztazis képzddéséhez vezet.
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6. abra Az ErbB jelatvitelt elomozdit6 dtvonalak: Az ErbB jelatvitelt a G-protein kapcsolt (GPC)
receptorok (LPA, trombin és endotelin receptorok) is képesek befolyasolni, ezéltal a daganat
progresszidt eldsegitve.

Mindezek fényében nem meglepd, hogy az ErbB2 rutinszeri meghatirozdsa a
daganatdiagnosztika egyik elterjedt eleme, és a fehérje kiillonféle daganatterdpidk molekuléris

célpontjava valt az utébbi idOben. Tobbféle ErbB2 gatld stratégidt dolgoztak ki kisérletes
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koriilmények kozott. Az egyik ilyen eljards az ErbB2-gén 4tirdsdnak gitldsa antiszensz
oligonukleotidokkal. Egy mdsik eljards sordn az ErbB2 miikodés gatldsara tirozinkiniz
gatlokat, vagy specifikus ellenanyagokat alkalmaztak. Jelenleg a klinikumban a
leghatdsosabbnak bizonyult trastuzumabot (Herceptin) hasznaljdk, ami az ErbB2-receptor
extracellularis doménje ellen irdnyitott humanizdlt monoklonalis antitest. A trastuzumab
tumorgatl6 hatdsa mind kisérletes, mind pedig klinikai koriilmények kozott ardnyos az ErbB2
receptor kifejez6désének mértékével. Magat a gydgyszert mdar tobb orszdgban
torzskonyvezték a ErbB2-pozitiv eldrehaladott emlétumorok els6 vonalbeli kezelésére
taxollal kombindlva, illetve mdsod- és harmadvonalbeli kezelésre monoterdpidban adva.
Egyéb adjuvans terdpidban torténd alkalmazdsit azonban még klinikai vizsgdlatokban

tesztelik (Campone és mtsai. 2003).

2.4 A trastuzumab humdn emlotumorokra kifejtett hatdsa
A Genentech éaltal szabadalmaztatott trastuzumab (Herceptin) egy ErbB2 receptor
ellen irdnyitott, 4D5 jell, egérben termeltetett monoklondlis antitest varidbilis régidjanak
antigénkotd szekvencidgja, melyet emberben nem immunogén humdan IgG-be épitettek be
(Carter €s mtsai. 1992). Monoterdpidban torténd alkalmazdsa a metasztatikus emlddaganatos
nok ~15%-aban volt eredményes, mig kemoterdpidval torténd egyiittes addsa novelte a pozitiv
reakcidk aranyat (Baselga és mtsai. 1996). AC-kemoterdpidval (adriamicin=doxorubicin €s
citoxdn=ciklofoszfamid) egyiitt alkalmazva a paciensek 52%-aban hozott eredményt, viszont
a kemoterdpia Onmagaban csak az esetek 43%-ban volt hatdsos. A trastuzumab-taxol
kombinalt terdpia 43%-ra novelte az eredményes kezelések ardnyat a taxol-monoterdpia 16%-
ahoz képest.
A trastuzumab pozitiv hatdsdnak ismerete egyre elterjedtebbé teszi alkalmazisat. Az

FDA azonban kotelezden eldirja a Dako Corporation éltal forgalmazott Herceptest elvégzését
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a trastuzumab kezelés indikacidjanak feldllitasa eldtt. A teszt értékelésénél a festddd sejtek
ardnyat, a membrinfestddés jellegét, valamint intenzitdsit vizsgdljak, miknek ismeretében a
tumort 0, 1, 2 vagy 3 kereszttel jellemzik (Toth és Szentkuti 2000). Klinikai tapasztalatok
szerint az immunhisztokémiai hiromkeresztes vizsgdlatok elég jol korreldlnak a FISH-
modszerrel kimutatott ErbB2 amplifikdcidval, a kétkeresztes eredmények azonban csak az
esetek 24%-aban mutatnak 4tfedést (Dybdal és mtsai. 2005). A Hercepteszten két, vagy
harom keresztet elér0 daganatok 4ltaldban jol reagdlnak transtuzumab terdpidra. A
trastuzumab monoterdpids alkalmazdsa sordn azonban a betegek 4.7%-a szivmilkodési
zavarokkal kiizdott, s ezt az ardnyt a kemoterdpidval torténd egyiittes alkalmazds fokozta.

A trastuzumab monoterdpidt az ErbB2-pozitiv emlddaganatok metasztazisainak
kezelésére is kiprobaltdk 4 mg/kg kezdd és 2 mg/kg heti fenntarté doézissal, ill. ezek
dupldjdval is. Mindkét esetben enyhe foku fdjdalom, gyengeség, 14z, hdnyinger, hédny3s,
hidegérzet, fejfajas, hasmenés és kiiités jelentkezett, mely tiinetegyiittes a nagyobb dézisu
terapiandl a kezelés alatt 4allok 30%-aban fokozddott. A trastuzumab elsOvonalbeli
alkalmazdasa a paciensek elenyészd részénél szivpanasszal, leukopénidval, trombocitopénidval
és sztomatitisszel jart. Mivel a mellékhatasok intenzitdsan kiviil jelentosebb eltérést nem
tapasztaltak a két dozis hatdsa kozott, igy jelenleg az alacsonyabb koncentracidjut
alkalmazzak (Tripathy 1998).

A trastuzumab pontos hatdsmechanizmusa a mai napig tisztdzatlan. Egyes kutatdsok
szerint az ErbB2-hoz kotddve a receptor leszabdlyozdsdval blokkolja a dimerképzddést,
minek koOszonhetOen a jelatviteli ut géatlodik, emellett a TNFa-val szembeni rezisztencia
lecsokken, az addhéziés molekuldk expresszidja visszadll, a VEGF termelddése pedig
mérséklodik (Lane 1998). A trastuzumab hatdsmechanizmusat a sejtenként 1 milli6 ErbB2-t
kifejez0 BT-474 humin eml6tumor sejtvonalon tanulminyozva megfigyelték, hogy

trastuzumab addskor szdmos fehérje szintézise €s aktivitdsa mérséklodott S fazisban (pl.: Rb
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foszforilacid, ciklin A, skp2), vagy G2 féazisban (ciklin B) (Lane 1998). A p27Kipl Rb-
aktivaciot gatlo, ciklin-fliggd kindz inhibitor expresszidja megndtt, minek kovetkezményeként
a ciklin-fiiggd kindz-2 (CDK2) aktivacidja lecsokkent a sejtciklus G1 fazisaban blokkot
eredményezve. Az utdbbi hatdsara a sejt proliferacidja lelassult (Sliwkowski és mtsai. 1999).
A paclitaxel ezzel ellentétben G2-M fazisban eredményezett sejtciklus blokkot. A 4D5 jeli
antitest in vitro biokémiai hatdsain tul in vivo az immunrendszer kozvetitésével is kifejti
tumorellenes hatdsat. Konstans régidjaval az FcyRIIl-hoz kotddve antitest-fliggd sejt altal
kozvetitett citotoxicitdst (ADCC) eredményez (Clynes €s mtsai. 2000), emellett még fokozza
az ErbB2 internalizicidjat kovetden képzddott peptidek prezenticidjat is (Kono és mtsai.
2004).

A trastuzumab terdpia elsd klinikai sikerei ellenére kideriilt, hogy az emlokarcindmak
nagy hdnyadaban a trastuzumab kezelés hatastalan, €s a kezdetben j6l reagald betegek esetén
is gyakori a késobb kialakulé (szekunder) rezisztencia (Slamon és mtsai. 2001; Esteva és
mtsai. 2002). A trastuzumab-rezisztencia feltehetden multifaktoridlis, de néhdny fontosabb
okra vonatkozélag mar vannak feltételezések. Ezek egyike szerint a trastuzumab szenzitiv
daganatos sejtekben (7. abra) a PI3K katalitikus alegység és a p85 szabdlyozé alegység az
aktivalt ErbB2 intracellularis doménjéhez kotodik, igy a PI3K stimuldlédik a PIP;
termel6dését elosegitve. Ezt kovetden a foszfoinozitid-fiiggd protein kindz (PDT) a PIPs-hoz
kapcsolddik a PI3K-t és az Akt kindzt aktivdlva. Ugyanakkor a stimuldlt transzmembrin
receptorok foszforil4cigja sordn az Src a foszforilalt ErbB2-hoz kotodik, és aktivdlddva a
tumor szuppresszor PTEN (lipid foszfatazként is mukodik) foszforilaciojat elosegiti. Ez a
mechanizmus azonban gatolja a PTEN plazmamembrinbeli transzlokacidjat, minek
koszonhetéen a PI3K dltal generdlt PIP; nem defoszforildlodik. Ezen folyamatok
végeredményeként a sejtek fokozott proliferdcidja €s tulélése figyelhetd meg. A trastuzumab

rovid idejii hatdsa a PI3K-utvonal gyors leszabélyozdsit eredményezi. A szer 1 6rdndl
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rovidebb alkalmazdsa sordn az Src ledisszocidl az ErbB2-r6l, ami receptor-defoszforilaciot és
inaktivaciot eredményez. Ennek koszonhetden a PTEN nem foszforildlodik a Src ttvonalon, s
a plazmamembrdnban maradva a PIP; defoszforilacidjat okozza. A 20 o6randl hosszabb
trastuzumab hatds mindemellett eldsegiti még az ErbB2 defoszforildcigjat, majd ezt kdvetd
internalizacidjat és degradacidjat is. Mind a rovid-, mind pedig a hosszatavu kezelés gétolja
az aktivalt ErbB2 dltal kifejtett sejtes vdlaszokat. A trastuzumab szenzitiv karcinémakkal
ellentétben szamos rezisztens daganatban PTEN-deficiencidt észleltek, igy ezen foszfataz

gatl6 hatdsa nem érvényesiil trastuzumab kezelés esetén (Nagata és mtsai. 2004).

l

| a PI3K/AKkt jelatvitel hatékonysaga csokken | | receptor internalizicié,defoszforilacié és leszabalyozas |

7. abra Az ErbB2/PI3K jelatviteli dtvonal gatldsa trastuzumabbal: 1 6ran beliili Trastuzumab kezelés
hatdsara a PTEN a sejtmembranban a PIP; képzddését gitolva a sejt tilélését és proliferacidjat
mérsékli. A 20 6randl hoszzabb kezelés receptor internalizéciot, defoszforilaciot és leszabalyzast
eredményez.

A PTEN defektus mellett szdmos egyéb lehetséges rezisztencia mechanizmust is
felfedeztek kiilonféle ErbB2-pozitiv daganatokban, koztiik az EGF-szerii ligandumok
autokrin termelddését (Motoyama €és mtsai. 2002), az IGF-I receptor jeldtviteli dtvonaldnak

aktivalédasat (Lu és mtsai. 2001), a trastuzumab kotdhely maszkirozasit a MUC4
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szialomucin komplex 4ltal (Price-Schiavi és mtsai. 2002; Nagy és mtsai. 2005), valamint a

csokkent ADCC reakcid szerepét (Kono és mtsai. 2004).

2.5 A kis molekulatomegii inhibitorok terdpids alkalmazdsa: a 17-allilamino-17-dimetoxi
geldanamicin

A kis molekulatomegii, természetben is el6fordulé herbimicin, genisztein, emodin és
anzamicin mellett a szintetikus anal6gok is felismerik az ErbB fehérjék, valamint
dajkafehérjéik nukleotid-kotd helyét. In vitro és éllat kisérletek egyardnt igazoltdk, hogy az
ErbBl1-et, illetve ErbB2-t fokozott mértékben kifejezd sejtek proliferdcidja csokken ezen
hatdéanyagok jelenlétében (Levitzki és Gazit 1995; Fry és mtsai. 1998).

Az emlddaganatos betegek jelentds része két fO terdpids célponttal jellemezhetd, a
Hsp90 dajkafehérje kliens proteinjének tekintett ErbB2 fehérjével, illetve Osztrogén- és
progeszteronreceptorral. A kezdeti hormonterdpidra pozitiv valaszt adé tumorok 1 éven beliil
rezisztenssé véltak a kezelésre, igy e probléma megoldasédra proklinikai fazisban anzamicin
szarmazékot alkalmaztak, mely az dsztrogén receptor funkcidt befolyasolta (Bagatell és mtsai.
2001). Ez a hatéanyag a Hsp90 dajkafehérje miikodését gitld geldanamicin volt, amit
Streptomyces hygroscopicus-bol izoldltak el6szor (Chiosis és mtsai. 2003). Az Osztrogén- és
progeszteronreceptorok olyan multimolekuléris komplexek, melyek a hormonk&td fehérjéken
kiviil egyéb esszencidlis chaperont (pl.: Hsp70, Hsp90) is tartalmaznak. A geldanamicin ezen
komplex Hsp90 fehérjéjéhez kotddve a tobb molekulat tartalmazé szerkezetet felbontja és igy
a hormonreceptor érési folyamatat leéllitja (8. abra). A ligandumkoté konformdacié ennek
koszonhetden nem alakul ki, s igy a hormonreceptorok proteaszomalis degradéciét

szenvednek (Bagatell és mtsai. 2001).
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multimolekularis chaperon komplex | GA-indukalt valtozas a komplexben|

| proteaszomalis degradacio |

8. abra A geldanamicin hatdsa a multimolekularis komplexre: A multimolekularis chaperon
komplexben 1évd Hsp90-hez kotddott geldanamicin a Hsp90 miikddését gatolja, igy a hdsokk fehérje
kliens proteinjeivel egyiitt degradalédik.

A geldanamicin nemcsak steroid receptorok funkcidjat gatolja, hanem a Raf-1 kindzok
és ErbB tirozinkindzok mikodését is hasonléan befolydsolja, ezdltal szimos daganatos sejt
novekedését €s tulélését gatolva. Emellett eldsegiti a v-Src, Ber-Abl €s pS3 mutans fehérjék
internalizacié utani degraddciéjat is anélkiil, hogy ezen mutdns formdk normalis celluldris
megfeleldit befolydsolnd. Geldanamicinnel valé kezelés soran a sejtciklus G1 fazisban reked
meg, amit morfoldgiai és funkciondlis differencidcio és/vagy sejtpusztulds kovet. A felsorolt
elonyok ellenére azonban magédt a geldanamicint nem alkalmazzdk a klinikumban, mert
jelentds majkarosodast okoz (Chiosis €s mtsai. 2003).

A Hsp90 dajkafehérje miikodését egy geldanamicin szarmazékkal, a 17-allilamino-17-
dimetoxi-geldanamicinnel (17-AAG) is lehet gatolni, melyet jelenleg minddssze egy elsd
fazisi tesztben kapnak emlddaganatos betegek, monoterdpiaként. Ez a tovabbfejlesztett
valtozat a geldanamicinnel ellentétben nem okoz majkarosodast és szovetpusztulast. In vitro

kisérletekben kiilonboz6 sejtvonalaknak adtdk 2 nM és 40 uM kozoétti tartomanyban, minek
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hatdsara a sejtek proliferdcigja mérséklodott. A szer maximdlis aktivitdsat a Hsp90-kotd
affinitdsdnak megfeleld6 mikromolaris koncentricidban mutatja, ennek ellenére az esetleges
mellékhatasok elkeriilése érdekében a humdan terdpidban az alacsony nanomoldris
koncentraciokban alkalmazzdk. A 17-AAG a Hsp90 dajkafehérje N-termindlisa feldli
konzervalt zsebbe kotddik. Ennek, a chaperon szabalyozdsdban fontos szerepet jatsz6 zsebnek
két endogén liganduma ismert, az ATP és ADP. Az dgens beékelddése gatolja az ATP
bekotddését, igy a Hsp90-tartalmd multimolekuldris komplex Osszetétele megvdltozik, a
kotott fehérje miikodése modosul. Az ATP bekotddés blokkoldsa azért fontos, mert az ép
mikodésli sejtekkel ellentétben szdmos tumorsejtekben a Hsp90 jelentésebb ATP-4z
aktivitassal bir, ami el0segitheti pl. az ErbB2 fehérje 1jboli kijutdsat a sejtfelszinre (Chiosis és
mtsai. 2003).

17-AAG hatésara az ErbB2 gyorsan degradalédik (9. abra), igy sejtfelszini expresszidja
lecsokken. Ennek kovetkezményeként az ErbB3-asszocidlt PI3K aktivitds mérséklodik, ami
maga utdn vonja az Akt aktivitds csOkkenését, valamint az Akt szubsztratumok
defoszforilacigjat. Ez a folyamat vezethet a D-ciklin expresszidjanak mérséklodéséhez, ami a
p27%"®" kifejez6dését elésegiti. A CDK2 aktivicidja igy lecsokken, minek eredményeképpen
G1 fazisban megreked a sejtciklus a sejtek szaporoddsat lassitva (Basso és mtsai. 2002).
Mivel mind a 17-AAG mind pedig a trastuzumab hasonlé médon véltoztatja meg a daganatos

sejtek jeldtviteli dtvonalait, igy elvileg egymds hatdsat potencirozhatjak.
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1. Fehérje - chaperon komplex 2. Konformaciévaltozas, 3. proteaszémalis
normalis funkcié funkcigjat vesztett chaperon degradacio

ErbB2 17-AAG 17-AAG B
% @@ <} ErbB2
' / — T4

9. abra A 17-AAG hatédsa az ErbB2 fehérjére: A Hsp90 az ErbB2 fehérjéhez kotédve segit annak a
harmadlagos és negyedleges szerkezet kialakitdsdban. A Hsp90-hez kapcsol6d6 17-AAG azonban
gétolja a hdsokk fehérje miikodését, ami az ErbB2 degradicidjahoz vezet.

2.6 A fotodindmids terdpia (PDT)

A tumorok hatékony kezelése aktudlis probléma a klinikumban, ugyanis jelenleg a
rendelkezésre 4ll6 terdpidk koziil nincs olyan monoterdpia, ami Onmagaban elég hatdsos
lenne. A sebészileg maradéktalanul el nem tavolithatd, ill. tobbszorés metasztazisokat képzo
daganatok esetében a kemoterdpia a leggyakoribb megkozelités, azonban az alkalmazott
citosztatikumok kivétel nélkiil komoly mellékhatdsokat okaznak (Oktay €s mtsai. 2001; Oktay
és mtsai. 2004; Shapiro és mtsai. 2001; Tran és mtsai. 2000). A kemoterapidt gyakran
radioterdpidval is kombindljdk (Naunheim és mtsai. 1992), azonban ennek is komoly
mellékhatasai vannak (Halverson és mtsai. 1993).

Daganatos és egyéb proliferativ elvaltozdsok kezelésére egy viszonylag 1) mddszer a
fotodindmids terdpia (PDT). A fotoérzékeny anyagok viselkedését megvilagitas hatdsara mér
1900-ban vizsgdlta Oscar Raab papucsallatkdkon (Strizhak 1996). A PDT modern korszaka a

Mayo klinikdn Lipson és Schwartz megfigyelésével kezdddott az 1960-as években.
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Eszrevették, hogy hematoporfirin injektéldsakor a rdkos szovetek fluoreszkdlnak. EttSl
kezdve vizsgéltdk a jelenség hatdsmechanizmusat, és optimalizaltdk terdpids hatdsat mind
allatmodelleken, mind humdn tumorok kezelésére. Ezeknek a tanulmanyoknak kdszonhetéen
kiillonboz6 fotoérzékeny anyagokat fejlesztettek ki, melyek koziil az elsé a porfirin oligomer
elegybdl all6 Photophrin® volt (McCaughan és Williams 1997).

A PDT-t az 1970-es évektdl kezdték el preklinikai és klinikai tesztekben alkalmazni. A
terdpia sordn a fotoérzékeny anyagot parenterdlisan, intravéndsan, vagy intraperitonedlisan
adjak, igy a véraramon keresztiil jut el a tumoros szévethez, ahol felddsul (Qian és mtsai.
1987). A szelektiv akkumulacié idofiiggd, pl.: a napjainkban leggyakrabban alkalmazott
chlorin e6 harom 6ra mulva éri el a célszovetet és 24 oran beliil stabilizalédik (Kostenich és
mtsai. 1991). A stabilizdciét kovetden a megfeleld gerjesztd fény hullamhosszat kétféle elv
szerint valasztjdk meg. Az egyik megvdlasztasi szempont az, hogy a hosszabb hulldmhossz
jobban dthatol a szoveteken, mint a rovidebb, igy az optimdlis hulldmhossz tartomdny a
600-700 nm-es sav (Bolin és mtsai. 1984). A mdsik szempont az, hogy a vOr0s tartomanyon
beliil a megfeleld gerjesztd fény hullimhossza erdsen fiigg a fotoérzékeny anyag abszorpcids
maximumatol, ami pl.: a fotofrin II esetében 630 nm, a ftalocianinnal pedig 675 nm. Ennek
ismerétében az alacsony energidju lézereket (soft laser) egyre gyakrabban és szélesebb korben
alkalmazzak a terdpia sordn (Ferrario €s mtsai. 1991). Szdmos klinikai tanulményban azonban
a lézereket nem-1ézer tipust fényforrdsokkal helyettesitik, mint pl. wolfrdm, halogén és xenon
lampak (Ziolkowski és mtsai. 1995). A megvilagité fény jellegétdl fiiggben beszélhetiink
fotodindmias diagnozisrdl (PDD) és terapidr6l (PDT). A PDD esetében UV fénnyel vilagitjak
meg a tumorban felhalmozddott fotoérzékeny anyagot és a fluoreszcencidt detektdljak. A
PDT-ndl azonban 600 nm-nél nagyobb hullamhosszat alkalmazva a tumor sejtjeit és

vaszkularizaciéjat roncsoljék (Betz és mtsai. 2002).

26



A fotoszenzitizdl6 anyag akkumulicigjat és a megfelelé6 hulldimhosszal torténd
megvilagitast kovetéen szaimos fotokémiai reakci6 inicidlédik (10. abra). A tumor nekrdzist
harom f6 mechanizmus i1dézi eld. Ezek koziil az I. tipusu mechanizmus (TO) a reaktiv gyokok
képzddése, a II. tipusd (TT) mechanizmus sordn a gerjesztett, triplett allapotud fotoérzékeny
anyag €s az alapallapotd molekuldris oxigén reakcidjabol szinglett oxigén keletkezik (Strizhak
1996; Gal 1994). A III. tipusu reakcié (MTO) sordn a tumor sejtekben in situ képzodott
gyokok kozvetleniil reagdlnak a triplett dllapotu fotoérzékeny anyagokkal (Gal 1994). A
szinglett oxigén és a szabad gyokok reakcidja a sejt membranjit, a mitokondriumot, a

lizoszoémat, valamint a sejtmagot karositja, ami a sejt pusztuldsat eredményezi.

sens + hv — 'sens (abszorpcid)

'sens — sens + hv (fluoreszcencia)

'sens — sens (sugédrzadsmentes dtalakulds)
'sens — “sens (intersystem crossing)

*sens — sens + hv (foszforeszcencia)

sens + 0, — sens + hv (foszforeszcencia)

'0, — 70, (szinglett oxigén csokkenés)

'0, + sub — Subgy (szubsztrat oxidacio és sejt halal)

10. abra PDT éltal el6idézett fotokémiai reakciok: sens:alapéllapoti fotoérzékeny anyag, 'sens:
gerjesztett triplett dllapotd fotoérzékeny anyag, *O,: alapallapoti oxigén, 'O,: gerjesztett szinglett
allapotd oxigén.

2.7 Cisztein proteindz inhibitorok (CPI)
A tumorsejtek cisztein proteinazai kritikus szerepet jatszanak az extracelluldris matrix

elemeinek (laminin, kollagén é&s elasztin) proteolitikus kaszkddon keresztiil torténd
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bontdsdaban (Foekens és mtsai. 1998; Buck és mtsai. 1992). A tumorsejtekben a cisztein
proteindz csalddba tartozé katepszin enzim aktivitdsa megemelkedik, ami angiogenikus
vaszkularizaciot €s a karcindmdk invazivitdsat eredményezi (Joyce €s mtsai. 2004). Ezen
enzimek gatlasat a szervezet dltal is termelt cisztein proteindz inhibitorok (CPI) végzik,
melyek hatdsdra a daganat novekedése mérséklodik. Tumoros paciensek esetében azt
tapasztaltak, hogy a CPI mennyisége igen alacsony, igy ezen inhibitor pétladsa indokolt lehet,
mivel a cisztein proteindzok és inhibitoraik aktivitdsa kozotti egyensily a tumor sejtek
agresszivitdsat jelentds mértékben befolydsolja (Lah és mtsai. 1997). Normadl szovetekben, az
extracellularis proteolizist az endogén inhibitorok szabdlyozzdk, mig patoldgids
folyamatokban a proteindzok €s inhibitoraik kdzotti megzavart egyensily vélik uralkodova.

A calpain egy olyan kalcium aktivalt cisztein proteindz, amely a sejtek alakvaltozdsat,
proteinek, melyek a sejtben kiilonbozd kotOhelyekhez transzlokalizdlédnak. A calpain
muikodését két szabdlyozo protein, a kalpasztatin (a calpain specifikus endogén inhibitora), és
a 28 kDa-os szabdlyozd alegység hatdrozza meg. Kimutattdk, hogy a calpain II az
endoplazmatikus retikulumban és a Golgi késziilékben taldlhatoé specifikus proteinekkel
kolokalizdloédik. Az organellumok proteindz K-val torténd kezelése megmutatta, hogy a
calpain I és II, a kalpasztatin, valamint a szabdlyozé alegység az organellumok membréinjanak
citoszolikus felszinéhez kotddik, mig a calpain II egyik alegysége és szabdlyoz alegysége

megtaldlhat6 az organellumok lumenében is (Hood és mtsai. 2004).

A kaszpazok szintén a cisztein proteindzok csalddjéba tartoznak és a proteinek aszpartat
reziduumok melletti hasitasért felelések. Kiemelkedd szerepet jatszanak az apoptdzis
kivaltasdban, ezen kiviil aktivdldsuk olyan jellegzetes morfoldgiai véltozdsokat idéz eld a
sejtben, mint pl. a zsugorodds, a kromatin kondenzicié, a DNS fragmentdlédds vagy a

plazmamembrénbeli bleb képzddés (Degterev és mtsai. 2003).
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A legumain egy lizoszomadlis cisztein proteindz, mely fontos szerepet jatszik az
endoszomalis/lizoszomalis degradacios rendszerben. A legumain hidnya a lizoszomalis
cisztein proteindzok egy mdsik csoportjdnak a prokatepszin B, H és L-nek az
akkumuldlédasdhoz vezet. A legumain szdmos tumorban (pl. vastagbél, prosztata és
emlorakok) nagyfoku expresszi6t mutat, s jelentdsen fokozza az invaziét és
metasztazisképzést (Liu és mtsai. 2003). A proteindz membrin-kotott vezikuldkban
koncentralodik a tumoros sejtek invadopddidjaban, ahol integrinekkel kolokalizdlodik. Az
aszparaginil-endopeptiddzként is ismert legumain az Asn és Asp egységeknél hasitja a
peptidkotést P1 pozicioban (Shirahama-Noda és mtsai. 2003; Niestroj és mtsai. 2002). A
legumain gatlasét illetden eddig meglehetdsen kevés tanulmény sziiletett. Ezen tanulmédnyok
olyan endogén inhibitorok hasznélatit vizsgaltak, mint pl. a cisztatin C (Alvarez-Fernandez és
mtsai. 2005; Cheng és mtsai. 2006).

Az cisztein protedz inhibitorokat dltaldban humdn placentabdl izoldljdk, az 4ltalunk
haszndlt cisztatin azonban egy olyan 120 aminosav és két diszulfid-hid tartalmu inhibitor,
amit el6szor tojasfehérjébol nyertek. JelentOs cisztein proteindz aktivitdst csokkentd hatasuk

miatt a CPI fehérjék az inhibitor terdpia tjabb teriiletét nyitottdk meg (Lah és Kos 1998).

2.8 Az angiogenezis szerepe a tumorok kialakuldsdban

Az angiogenezis sordn képzOdott vérerek a szolid tumorok novekedése mellett a
metasztazis képzodését is eldsegitik. Magit a folyamatot a hipoxia is stimulédlja, minek
hatdsdra a daganatos sejtek egyre nagyobb mennyiségben termelik az angiogenikus
faktorokat, ugy mint a TNF-t, FGF-t, valamint a VEGF-t (Fajardo és mtsai. 1992; Miles €és
mtsai. 1994). A fokozott citokin koncentrdacié maga utdn vonja a kapilldris erek képzodését a
novekvo tumor kdzpontjaban (Friedlander és mtsai. 1995). Angiogenezis nélkiil a tumor nem

fejlodik tovabb 2-3 mm-es atméronél (Leibovich és mtsai. 1987).
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A vaszkularizdcioban szerepet jatszé VEGF a 2-es tipusi VEGF receptorhoz kotddve az
endotél sejtek migracigjat és proliferdcidjat mozditja eld, mig az 1-es tipusihoz kotddve a sejt
migricidjan til az endotél sejtek ,,szoveti faktor” szekrécidjat is beinditja (Ferrara és mtsai.
2003). A VEGF tulzott mértékli termelddése szdmos daganat esetén tumor progresszidval,
valamint rossz prognézissal tarsul (Wey és mtsai. 2005). A vaszkuldris permeabilitdsi
faktorként ismert VEGF-A a VEGF-csaldd legalaposabban jellemzett tagja. Ezen faktor
megemelkedett koncentracidja a fiziol6gids angiogenezis sordn megndveli a mikrovaszkuldris
permeabilitast, minek hatdsdra a kornyezd szovetek normélisan antiangiogenikus rétege
proangiogenikus szovetté valik. A VEGF-r6l kimutattdk, hogy nekrézis gitlé hatasanak
koszonhetden elomozditja az antiapoptétikus Bcel-2 protein mitkodését, ezéltal stimuldlva a
foszfatidilinozitol 3'-kindz/Akt Utvonalat, amely az endotél sejtek tulélését serkenti (Dvorak
2002).

Tumorsejtekben a novekedési faktor receptorok mennyisége befolydsolja az
angiogenikus faktorok kifejez0désének mértékét, ami kozvetve jarul az angiogenezis
eldmozditdsahoz. Példaul az EGFR és az ErbB2 az emld- és gyomorrdk sejtek VEGF
termelésének szabdlyzdsdban jatszanak fontos szerepet (Akagi és mtsai. 2003). Szamos
onkogén (pl.: c-Src) is fokozhatja a VEGF termelddését (Ellis és mtsai. 1998). A
rosszindulatu szolid tumorok egy részének molekuldris patogenezisében résztvevo pS53 tumor
szupresszor gén szintén kozponti szereppel bir a VEGF szabdlyozasdban. Emldkarcindma

sejtek esetében a p53 fehérje és az Spl transzkripcids faktor kozotti kozvetlen kapcsolat a

/////
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3. Célkitiizések

Munkédnk sordn a klinikai gyakorlatban mér alkalmazott trastuzumab kezelést és

fotodindmias  terdpidt kombinaltuk kismolekuldju inhibitorokkal, és  vizsgdltuk

hatékonysagukat eml6karcindmak kezelésében.

Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

A 17-AAG-vel gitolt Hsp90 dajkafehérje megvaltoztatja-e az ErbB2 fehérje

aktivacios folyamatat, €s ez hatassal lehet-e a tumorsejtek proliferdcigjara?

In vitro koriilmények kozott a trastuzumab hatdsat lehet-e potencirozni 17-AAG

hozzéaaddsaval trastuzumab szenzitiv és rezisztens sejtvonalak esetén?

Implantdlt szolid emldkarcindma kezelésére in vivo alkalmazott fotodindmids
terdpia hatdsit lehet-e fokozni az extracelluldris maétrix bontdsdban aktivan

résztvevo cisztein proteindz enzimek gatldsaval?

Amennyiben a fotodindmids €s az inhibitor terdpia egyiittes alkalmazdasa
szinergisztikusnak bizonyul, melyek a kombinacié optimdlis feltételei, és dllhat-e a

hattérben a VEGF szintet csokkento hatas?

31



4. Anyagok és modszerek

4.1 Az kisérletekhez alkalmazott sejtvonalak és dllatmodellek

In vivo 0sszehasonlité kisérleteinket trastuzumab-rezisztens €s szenzitiv sejtvonalakon
végeztilk. Rezisztens sejtvonalként a JIMT-1-et alkalmaztuk, melyet Jorma Isolatdl, finn
kollaboriciés partneriinktél (Laboratory of Cancer Biology, Tampere University and
University Hospital Institute of Medical Technology, Tampere, Finland) kaptunk (Tanner és
mtsai. 2004). Ez a karcindma sejtvonal egy 62 éves emlddaganatos, trastuzumabra nem
reagdld nobeteg pleurdlis attétjébol szarmazik. A kontrollként felhasznalt szenzitiv sejtekhez
hasonldan ezek a sejtek is egyrétegben kitapadva ndnek és SCID egérben xenograft tumort
képeznek. A JIMT-1 sejtvonal Osztrogén- és progeszteron-receptor deficiens, ugyanakkor
immunhisztokémiai pozitivitdst mutat mind citokeratin 5/14-re mind pedig 8/48-ra. Ezen
sejtek trastuzumab kezelésre in vitro €s xenograft formdban egyardnt rezisztensek. A sejtek
amplifikédlt ErbB2 onkogénnel rendelkeznek, amely azonosithaté muticiét nem tartalmaz. A
JIMT-1 sejtek felszinén az ErbB2 fehérje tilzott mértékben fejezddik ki, az ErbB1, ErbB3 és
ErbB4 receptorok az SKBR-3 sejtekéhez hasonldan kisebb mértékben expresszaldodnak. A
kismolekuldjd tirozinkindz inhibitorok, a Cil033 és a ZD1839 gatoljdk a JIMT-1 sejtek
proliferacidjat, de a gatlas mértéke a BT-474 sejtekhez képest kisebb (Tanner és mtsai. 2004).
Kontrollként az ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA) dltal fenntartott
trastuzumab szenzitiv SKBR-3 sejtvonalat alkalmaztuk.

Mindkét sejtvonalat 37 °C-on és 5% CO,-tartalmu levegdn tenyésztettiik. Az SKBR-3
sejtek olyan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, SIGMA) médiumban néttek,
amely 10% FCS-t (Fetal Calf Serum, SIGMA), 2 mM L-glutamint (ICN) valamint
antibiotikumot tartalmazott. A JIMT-1 sejtek tenyésztéséhez 1:1 ardnyd 10% FCS-DMEM ¢és

Ham-féle F-12 médium elegyét alkalmaztuk. A sejtvonalakat 250 ml-es (Greiner bio-one)
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flaskdban inkubdltuk, 3-4 naponta passzaltuk. Az dramlési citometrids kisérletekhez a sejteket
0.05% tripszin és 0.02% EDTA (SIGMA)-tartalmi PBS oldattal szuszpendéltuk fel.
Mikroszk6pos mérésekhez a sejteket 12 mm 4tmérdjii feddlemezekre, ill. Lab-Tek ™ II 8-
lyukd feddlemez alji kamrdban (Nalge Nunc International, Rochester, NY) ndvesztettiik
80%-o0s konfluencia eléréséig. A stimuldcids kisérletek eldtt 24 oOrdig szérum-mentes
médiumban éheztettiik a sejteket.

In vitro kisérleteinkben 3-3.5 honapos, 200 g-os ndstény Wistar patkdnyokat
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)
kovetelményeinek megfelelden tartottunk. A Gliwice-i Onkoldgiai Intézetbdl (Lengyelorszag)
kapott patkdny eredetli transzplantdlhaté emldkarcinémat homogenizdltuk, majd az 1 ml
homogenizitumot 0.5 ml fiziol6gids séoldattal elegyitve szubkutdn implantéltuk a patkdnyok
bal oldaldba (Saleh és mtsai. 2001). A HercepTest (DAKO) immunhisztokémia, melyet Dr.

Szol16si Zoltan (DE OEC Patoldgiai Intézet) készitett, kimutatta, hogy a tumor HER2 negativ.

4.2 Alkalmazott antitestek és vegyiiletek

In situ hetero- és homodimerizacids vizsgédlatokhoz az ErbB2 sejtfelszini receptor
jelolésére az egyik epitdpja ellen irdnyitott, in. 2C4 jelli antitestet alkalmaztuk, mely a
Genentech Inc. (South San Francisco, CA) ajandéka volt. Az ErbB1 fehérje jelolését az 528
jell antitesttel végeztiik, amit laboratériumunkban izoldltunk a megfeleld hibridoma sejtvonal
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, Cat # HB-8509) 4ltal termelt
feliiliszobdl protein-C gyongyok (Sigma) segitségével. Ezen antitesteket Cy3 és CyS5
szulfoindocianin alapd festékekkel (monofunkciondlis szukcinimidil-észter, Amersham,
Piscataway, NJ), valamint AlexaFluor 488-cal (Invitrogen, Carlsbad, CA) konjugéltuk a

gyart6 utmutatdsa szerint. A foszforilalt ErbB2 jelolését a Lab Vision Corporation-tdl vasérolt
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Ab-18 jelli elsOdleges antitesttel (PN2A klon) végeztikk, ami a receptor aal242-1255
foszforildlt tirozint tartalmazé intracelluldrs szekvencidjdra specifikus. A mikroszképos
mérések esetén masodlagos antitestként AlexaFluor 488-GaMIg Fab-et (Molecular Probes /
Invitrogen) alkalmaztunk, mig az dramlési citometrids mérésekhez az Ab-18-at kozvetleniil
konjugaltuk AlexaFluor 488-cal.

A sejtek stimuldlasat egér eredetli EGF-ral végeztiik, amit az IC Chemikalien forgalmaz
(Ismaning, Germany). A sejtek kezelésében felhaszndlt trastuzumabot (Herceptint) a
Hoffman-La Roche AG-tdl szereztiik be. A 17-AAG a Kosan Biosciences, Inc. (Hayward)
ajandéka volt, DMSO-ban, 10 mM-os torzsoldatként -20 °C-on téroltuk.

In vitro kisérleteinkben tojasfehérjébdl izoldlt cisztein proteindz inhibitort (CPI), azaz
cisztatint (Biochemical Laboratory of the Department of Gynecology and Obsterics, Wroclaw
Medical University) (Saleh és mtsai. 2003) alkalmaztunk a tumorhordoz6 patkdnyok cisztein
proteindz aktivitdsanak csokkentésére. A fotodindmids terdpia (PDT) fotoszenzitizald
szereként (PS) hematoporfirin szdrmazékot (HpD) €s klorin e6-ot (Ce6) haszndltunk (Frontier
Scientifice, Porphyrin Products, Inc., Logan, UT, USA). Mindkét fotoszenzitizdlét 0.05 M
NaOH tartalmi fizioldgids séoldatban oldottuk, majd ebbdl 0.5-0.5 ml-nyi oldatot
injektaltunk intraperitonedlisan a Wistar patkdnyokba 10, illetve 20 mg/testtomeg-kg
koncentraciéban. A tumorokban 24 6ra alatt akkumulalédott fotoszenzitizalét Penta (Teclas)
ldampaval vildgitottuk meg maszk nélkiil, 7 percen at. A megvilagité fény hulldamhosszat Ce6
esetében 654 + 20 nm-es, mig HpD esetében 630 + 20 nm-es sdvsziirOvel allitottuk be. Az
alkalmazott fényintenzitds 230 mW/cm* volt, a teljes fotondézis pedig 90 J/cm®. Ez az
alacsony dozis érték kismértékben roncsolja a sejteket, igy lehetdvé viélik a PDT és CPI
egyiittes hatdsdnak nyomonkdovetése.

A tovabbiakban kiilon nem jelolt kemikalidk a Sigma (Schnelldorf, Germany) cégtdl

szarmaznak.
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4.3 Kezelés 17-AAG-vel, trastuzumabbal, valamint a ketté kombindcidjdaval

A 17-AAG, a trastuzumab és a kettd egyiittes hatdsdnak vizsgalatdhoz a sejteket 8x10*
sejt/cm’ stirliségben passzaltuk, majd a letapaddst kovetéen az egyes mintdkat 0, 2, 10, 40, 100
és 200 pg/ml dézisu trastuzumabbal, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5 és 1.7 uM koncentraciéji 17-
AAG-vel, valamint a 17-AAG 0sszes dozisdt a klinikumban alkalmazott 40 pg/ml
koncentracigji trastuzumabbal kombindlva kezeltik. Az els6 nap utdn még 3 napon éat
naponta kezeltiik mintdinkat, melyeket 37 °C-on 5% CO, tartalmu inkubétorban tartottunk,

majd a sejteket feltripszineztiik €s jeloltiik.

4.4 Az ErbB2 expresszio és foszforildacio dramldsi citometrids meghatdrozdsa

Az ErbB2 expresszid és foszforilici6 meghatarozdsahoz a sejteket feltripszineztiik, a
tripszin aktivitdsat 10% FCS tartalmi médiummal allitottuk le. Hiromszor mostuk a sejteket
10 mM Hepessel pufferelt séoldatban (130 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM
CaCl,, 10 mM gliik6z, pH 7,4; tovabbiakban HBS), melynek sordn a centrifugélast 7 percig
600 g-vel végeztiik. A mosott sejtszuszpenziot két részre osztottuk: az egyik részt a hattér
meghatdrozasdhoz, mig a masik részt a kovetkezdkben leirt jelolésekhez hasznaltuk fel. Az
extracellularis ErbB2-t 20 uM Cy5-2C4-el jeloltiik 10 percig 4 °C-on, a jeloléshez mintanként
8x10° sejtet haszndltunk 100 pl-ben. HBS-es mosast kovetéen, a mintdkat 300 ul 1%
formaldehidben fixdltuk 20 percen at 4°C-on. Az intracelluldris jeloléshez a sejtek
membrénjat 1% zsirmentes tejport, 0.1% szaponint és 1 mM natrium ortovanadatot tartalmazo
pufferrel permeabilizéltuk, mely egyben a foszfatdz aktivitdst is gétolta. Az inkubdciét 20
percig szobahdn végeztiik. Mosdst kovetden a foszfo-ErbB2-t (P-ErbB2) 100 pl 10 uM
AlexaFluor 488 konjugélt Ab-18 antitesttel jeloltiikk 40 percen at szobahOn. Az antitestet 1%

tejpor és 0.1% szaponin tartalmi oldatban higitottuk. A mintdkat mostuk és 500 pl 1%
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formaldehiddel fixédltuk. A sejtenkénti fluoreszcencia meghatdrozdsidhoz FACSCalibur tipusu
aramlasi citométert (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) alkalmaztunk. A sejtszuszpenzi6t
488 nm-en, illetve 635 nm-en gerjesztettiik, az emissziét 520 nm-es €s 661 nm-es sdvsziird
(FL1, FL4) segitségével detektdltuk. Mintdnként 10,000 sejtet analizaltunk, a fluoreszcencids
jeleket logaritmikus er0sitési modban vettik fel. Az egyes mintdk fluoreszcencia
Az ErbB2 expressziot az SKBR-3 sejtek ismert expresszids szintjére vonatkoztattuk, amelyet
elézetesen 800,000-nek hataroztunk meg QIFIKIT (DakoCytomation, Glostrup, Denmark)

segitségével, a gyarto lefrdsa alapjan.

------

A homo- és heteroasszocidcids kisérletekben az SKBR-3 és JIMT-1 sejteket 80%-o0s
konfluencidban 12 mm &tmérdjii fed6lemezekre novesztettik. A nedveskamrdba Kkitett
fedolemezeken a sejteket mosdst kovetéen 7 percig 50 pl 40 pg/ml trastuzumab teljes
antitesttel, 50 nM EGF-ral, illetve 2, 5 és 10 percen at 0.5 uM 17-AAG-vel kezeltik. Az
agenseket HBS-ben higitottuk. A mintdkat ezt kovetden jéghideg HBS-sel mostuk, majd 5
percig 1%-os formaldehiddel fixdltuk. Haromszori mosast kdvetden a sejtek ErbB2-ErbB2
homodimerjeit 50 pl 20 pg/ml Cy3-2C4 donor-jeldlt é€s 50 ul 20 pg/ml Cy5-2C4 akceptor-
jelolt antitest elegyével jeloltiik 10 percen at 4 °C-on. Az antitesteket 1% BSA tartalmu HBS-
ben higitottuk. Az ErbB1-ErbB2 heterodimer jel6lését hasonlé koriilmények kozott végeztiik,
azonban donor antitestként Cy3-528-at alkalmaztunk a fent emlitett koncentriciéban és
mennyiségben. Végiil a mintdkat HBS-sel 3x mostuk és 5 pl Mowiollal (0.1 M Tris-HCI, pH
8.5, 25 w/v% glicerol és 10% Mowiol 4-88, Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt,Germany)

lefedve eldtisztitott mikroszképos lemezre boritottuk.
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A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) meghatdrozdsahoz pozitiv
kontrollt is alkalmaztunk, ahol az ErbB2 két kiillonboz6 epitdpjét jeloltik meg 50-50 pl 20 ug/
ml Cy3-2C4 és Cy5-4DS5 antitesttel a fentiekkel azonos mddon. Mivel ez a két antitest az
ErbB2 két kiilonbozd epitopjdhoz kotddik, kozottik elég jelentds (intramolekuldris)
energiatranszfer varhato.

A FRET hatasfok mérését akceptor fotoelhalvanyitdsos modszer segitségével hatdroztuk
meg (Vereb és mtsai. 2004). A moddszer 1ényege, hogy a donor emisszidja lecsokken az
akceptor fluorofér molekuldris kozelsége miatt, azonban az akceptor fotoelhalvinyitdsa
felszabaditja a donort a kioltds aldl, minek kovetkeztében a donor fluoreszcencia intenzitisa
megnd (11. abra).

Cys fotoelhalvanyitas eldtt CyS5 fotoelhalvanyitas uta

B | S

Cy3-2C4 Wab
(donor)

Cy5-2C4 Wab
(akceptor)

11. abra ErbB2 homodimerizacié mérése akceptor fotoelhalvanyitassal: Ugyanazon mintdn a
Cy5-2C4 akceptor kiégetését (alsé sor, a voros szin intenzitdsa a fluoreszcencidval aranyos) kovetéen
az Cy3-2C4 donor (felsé sor) intenzitdsa megnd. (A szivarvany szinskéla kéktdl a vorosig a novekvo

intenzitasokat jeloli.) Ennek az a magyarazata, hogy az akceptor kiégetésekor az altala indukalt
legerjesztddési folyamat megsziinik és a donor ezéltal fényesebben vildgit. Az akceptor jelenléte tehat
csokkenti a donor emissziéjat, mely csokkenés mértékébdl a FRET hatdsfok kiszamithato.

A FRET hatésfok, azaz E a mikroszkopos kép minden egyes pixelére kiszamithaté az
alabbi képlet segitségével:
FI

_ DG.j)
E =1~ Y Fl (1)

DG, j)
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ahol F,;(,», 5 €s Fg(l-? 5 az akceptor elhalvanyitds elotti (I) és utdni (II) teljes kép ij-edik

pixelének hattér korrigélt donor fluoreszcencia értéke. A nevezdben megjelend y egy olyan
korrekciés faktor, amely figyelembe veszi a donor elhalvanyuldsat a kiégetési procedura

folyaman. Ertékét a

r=(EL)ED) @)
képlettel lehet megadni, ahol az(F,Sf{’,Q és az(F,;f{’jIg)a héttér-korrigdlt ij pixelenkénti donor
intenzitds kozépértéke elhalvanyitds elott (I) és utdn (II) egy olyan referencia minta
kiiszobérték feletti pixeleiben, melyet csak donorral jeloltiink €s melyen azonos miiszer
bedllitasokkal az akceptor elhalvanyitasi procedurét végigfuttattuk.

A FRET hatasfokot LSM 510 tipusu konfokélis l1ézer pdsztazé mikroszképpal (Carl
Zeiss, Gottingen, Germany) mértiilk Plan Apochromat 63x/1.4 NA oil DIC objektiv
alkalmazdsdval. A Cy3-at 543 nm-en, a Cy5-6t 633 nm-en HeNe lézer segitségével
gerjesztettiik, az eldbbit 560-605 nm sdvszlirdn, mig az utébbit 650 nm feliilateresztd sziirén
keresztiil detektaltuk. 512x512 pixeles képeket vettiink fel maximélisan nyitott apertira
mellett. A csatorndk kozotti atvilagitas elkeriilésére multi-track tizemmoddot alkalmaztunk. A
pixelenkénti FRET hatdsfokot 2-5 sejtet tartalmazé képekbdl SCIL Image (TNO, Amsterdam,
The Netherland) programkornyezetben megirt kiértékeld program segitségével hataroztuk

meg.

4.6 A sejtproliferdcio meghatdrozdsa

A trastuzumab, a 17-AAG és kombinécidjuk sejtproliferacidjara kifejtett hatdsat harom
kiilonb6zé mddszerrel hataroztuk meg: sejtszamolassal Biirker kamraban, valamint MTT- és
EZAU-teszt alkalmazisaval. Mindhdrom esetben 4 napon &4t naponta kezeltik mind a
szenzitiv, mind a rezisztens sejtvonalat a 4.3-as pontnak megfeleld koncentracidkkal,

triplikditumban. A kitapadt sejtek proliferaciéjanak vizsgélatara legmegbizhatébb médszernek
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az EZAU tetraz6lium alapu teszt (Biomedica Medizinprodukte GmbH and Co KG, Wien,
Austria) bizonyult. A kezelést kovetden a lyukakhoz 20-20 pl higitott szubsztrat oldatot
adtunk, ami a sejtek eltéré metabolitikus aktivitdsa miatt az SKBR-3 sejteken 6 6rdn at, mig a
JIMT-1 sejteken 4 6ran 4t maradt 37°C-os homérsékleten. Az abszorbancidt ELISA reader

segitségével 450 és 620 nm-en mértilk, majd a sejtszdm pontos meghatdrozasdhoz

kiszamitottuk az OD"" karakterisztikus paramétert az aldbbi képlet segitségével:
: oD}
OD“" =0D,;,,—OD,,, -~ %%
450 620 %Dgze()f s (3)

ahol OD,, és OD,, a 450 és 620 nm-en mért tetrazélium kezelt mintdk optikai denzitdsa,

ref -

mig az OD}J és OD az azonos sejtszami jeloletlen kontroll mintikra jellemzd denzitds. A

sejtszam meghatdrozasdhoz alkalmazott sejtszdm fiiggvényében dbrazolt OD“"" kalibrécids

gorbe elkészitésére a frissen kitett higitdsi sejtsor 4 oOrds letapaddsat kovetden keriilt sor.

corr

Ahhoz, hogy a sejtszdm fiiggvényében dbrazolt OD“"" egyenest adjon, az inkubdcids 1d6t

mindkét sejtvonalnal optimalizaltuk.

4.7 Apoptozis vizsgdlat

A 17-AAG-vel kezelt mintdk apoptdzis vizsgalatit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kittel (Sigma APO-AF) végeztiik mind az SKBR-3, mind pedig a JIMT-1 sejtek
esetében. 8-lyukd Nunc kamriba lyukanként 10* sejtet tettiink ki 400 pl indikdtormentes
médiumba. A sejtek letapadasit kovetden a mintdkat 0; 0.005; 0.05 és 0.5 uM 17-AAG-vel
kezeltiik 4 egymdst kovetd napon. A kezelés 5. napjan 400-400 pl koté-puffert (100 mM
HEPES/NaOH, 1.4 M NaCl és 25 mM CaCl,, pH 7.5) adtunk a sejtekhez, ami 0.2 pM
Annexin V-FITC-et és 0.8 uM propidium-jodidot tartalmazott. 10 perces szobahdn torténd
inkub4cié utan minden minta 3-3 véletlenszerien valasztott teriiletérél 9, 1 mm?’-es teriiletet

lefedd Osszefiiggd képet vettiink fel LSM 510 lézer pdsztazé mikroszkoppal 40x/0.6 NA
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objektivvel. A gerjesztést 488 €s 543 nm-en végeztiik, az emissziét pedig 505-555 és 560-605
nm-es sdvszirdn keresztiil detektdltuk, valamint rogzitettiik a faziskontraszt képet is. Az
Osszes, az apoptotikus (Annexin-V-pozitiv) és a nekrotikus (csak Pl-pozitiv) sejteket

megszamoltuk, majd a teljes teriiletre normalizaltuk.

4.8 A cisztatin (CPI) és a fotodinamids terdpia (PDT) kombindcioja

A kezeléseket harom kiilonb6z6 protokoll szerint végeztiik (12. abra). Az 1. protokoll 0.
napjan az egerenkénti 1 ml homogenizélt tumort 0.5 ml fizioldgids sdoldattal elegyitettiik —
mely oldat 500 pg CPI-t tartalmazott —, majd a patkdnyok hasdnak baloldali régidjaba
szubkutan implantdltuk. Még ugyanezen a napon intraperitonedlisan 10 vagy 20
mg/testtomeg-kg koncentracioban HpD-t injektdltunk. Az 1. napon a normdl és a tumoros
szovet kozé torténd 500 ug CPI adédsit kovetden a tumort besugdroztuk. Az elkdvetkezendd 6
napos periddus minden egyes napjan CPI-t kaptak allataink a fentiekben leirt médon. 8 napos
kezelést kovetden az utols6 napon (7. nap) a Biomerk hatéanyaggal elaltatott patkdnyok
tumorét eltavolitottuk, majd kardiélis punkciéval Eppendorf csovekbe 200-200 pl-nyi vért
gyljtottiink 0ssze, amit 2 6rdn 4t szobahdn hagytunk megalvadni. A 10 percig tarté 1000 g-
vel lecentrifugdlt mintdk szérumat kiilon Eppendorf csévekbe téve -70°C-on taroltuk a VEGF
szint meghatdrozdsdig. Az eltdvolitott, formaldehid-fix4lt, paraffinba dgyazott tumorokat 4
um-es szeletekre vdgtuk, majd hematoxilin-eozinnal megfestettiik. A nekrozis mértékét
fénymikroszképos vizsgdlattal (Olympus BX40) allapitottuk meg.

Az 1.-hoz képest a II. protokoll abban tért el, hogy a HpD-t egy nappal késObb
injektéltuk, majd ujabb 24 6ra mulva besugaroztuk. A III. médszernél fotoszenzitizaloként
Ce6-ot alkalmaztunk (ez onmagdban a HpD-val azonos hatést valt ki), a kezelést pedig 1

héttel a tumor implanticiét kovetden kezdtiik el.
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Kardialis

implantacié punkcié

, 1

és tumor
fotoszenzitizalo eltavolitas

l. protokoll CPlI cpPl CPI CPI CPI CPI CPlI CPI

fotoszenzitizalo
implantacio

Il. protokoll CPlI cp1 CPI CPI CPI CPI CPI CPI
fotoszenzitizalo

implantacio

lil. protokoll CPlI cpl1 CPI CPI CPI CPI CPI CPI

idé (napok)

12. abra Az alkalmazott PDT-CPI kombindlt protokollok idérendje: Az I. protokoll sordn a

/////

besugarzas és egy héten 4t naponta CPI kezelés. A II. protokoll esetében az implanticidval egyidében
csak a CPI adésa tortént, a kombindlt kezelés tovabbi részét egy nappal késobb kezdtiik. A II1.
protokollndl az implantaciot kdvetd 1 héttel kezdtiik a kezelést.

4.9 Szovettani metszetek elemzése

A nekrézis mértékét minden egyes minta esetén 4-4 db, 4 um-es, paraffinba dgyazott,
hematoxilin-eozinnal festett teljes metszetbdl hataroztuk meg 200x-os nagyitds mellett. A
sejtek szamlalasat kovetden a roncsolt sejtek ardnyat a mindenkori patolégids kritériumoknak
megfeleléen szdzalékban kifejezve adtuk meg. Elhalt sejteknek vettilk a koéros nukledris
(piknézis, kariorexis, kariolizis), illetve citoplazmatikus (koagulacié, -elfoly6sodas)
morfologidt mutatd sejteket, mint példaul az apoptétikus jellegli, intenziven jel6lodott
0sszezsugorodott magot koriilvevo tomor citoplazmaval bird sejteket. A vérerek szamat 10x-

es nagyitds mellett harom kiilonb6z0 latétérben szamoltuk meg, majd atlagoltuk.
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4.10 Patkdny szérum VEGF tartalmdnak meghatdrozdsa

A VEGEF szintet a Quantikine kittel (R & D Systems GmbH, Germany, Cat# MMVO00) a
gyartd lefrdsa alapjdn hatdroztuk meg. A mintdkat 5-szorosére higitottuk RDST nevil
kalibrator oldattal. A VEGF-re specifikus poliklonalis antitesttel bevont 96-lyukd mikroplétbe
lyukanként 50-50 pl fehérje alapi puffer higitét tettiink, melyhez az eldzetesen kihigitott
standard kalibracios sor (0; 7; 8; 15.6; 31.2; 62.5; 250 és 500pg/ml) oldatainak, valamint a
mintdknak 50-50 pl-ét adtuk. 2 6rds inkubdldst és Otszori mosdast kovetoen a VEGF-re
specifikus peroxidaz-konjugalt poliklondlis antitestbél 100 pl-nyit adtunk lyukanként, majd
ismét 2 Oran 4t inkubdltuk, és Otszor mostuk a mintat. Ezt kovetden 50 pl stabilizalt hidrogén-
peroxidot és 50 ul stabilizdlt kromogént (tetrametilbenzidin) adtunk a lyukakhoz, és 30 perc
mulva, sdsavas ledllitds utan 450 nm-es hullimhosszon mértiik az optikai denzitast ELISA

olvasdval.

4.11 Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai értékeléséhez az SPSS programot (v.11.0) haszndltuk. A
csoportok kozotti Osszehasonlitdst variancia analizissel (ANOVA) végeztiik, melyet
paronkénti t-préba kovetett. A normalis eloszlast nem kovetd adatokat rang szerinti, egy- ill.
kétszempontd variancia analizissel elemeztilk, melyet a kontrolltél vald -eltérések
megdllapitdsdra pdronkénti Wilcoxon rang szerinti 0Osszevetés kovetett (Holm-Sidak
modszer). Az egyes paraméterek kozotti korrelaciot Pearson féle korreldcids koefficienssel

jellemeztiik. A dozis hatasgorbék illesztését Sigmaplot programmal végeztiik.
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5. Eredmények és megbeszélés
5.1 Az SKBR-3 és a JIMT-1 sejtek ErbB2 dimerizdcidja és aktivdcidja

Tekintve, hogy a receptor tirozinkindzok aktivacidja a receptorok dimerizicigjat, ill.
oligomerizacigjat kovetden jon létre, vizsgalatainkat az ErbB2 homo- és heterodimerek
tanulmanyozasaval kezdtik (13. abra). Immunfluoreszcens jelolést kovetden a dimerek
kozotti fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert az akceptor elhalvdnyitdsos FRET
mikroszképos véltozataval hataroztuk meg. A JIMT-1 sejteknél az ErbB2-ErbB2
homoasszocidcié nagyon alacsony, és S0nM EGF, illetve 40pg/ml trastuzumab kezelésre sem

valtozik.
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13. abra A trastuzumab-rezisztens €s szenzitiv sejtek ErbB2 receptoraiak dimerizaciéja: Az ErbB1-
ErbB2 és az ErbB2-ErbB2 dimerek k6zott a FRET hatasfokot mikroszképos akceptor-elhalvanyitasos
modszerrel mértiik nyugalmi dllapotban, illetve 7 perces 50 nM EGF vagy 40 pg/ml trastuzumab
kezelést kovetden. (>5 egymastdl fiiggetlen mérés atlaga + S.E.M.)

Ezzel ellentétben az SKBR-3 sejtek ErbB2 homoasszociacidja jelentds, melyet mind
EGF mind pedig trastuzumab addssal fokozni lehet. Az ErbB1-ErbB2 heteroasszociicié
szintén nagyfokd a trastuzumab szenzitiv sejteken, mértéke a rezisztens sejtvonalon a
homodimerizacié mértékével egyezik meg. A trastuzumabnak egyik sejtvonal ErbB1-ErbB2

heterodimerjére sincs hatdsa, ami koherens azon legujabb felfedezéssel, miszerint
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trastuzumab-konjugdlt paramdgneses mikrogyongyokkel torténd lokdlis stimuldcié sem
serkenti — az ErbB1 foszforilaci6 mértékébdl itélve — az ErbB1-ErbB2 heterodimer
kialakuldsat (Friedlander és mtsai. 2005). Aramldsi citometrids méréseink szerint a JIMT-1
sejtek alacsony ErbB2 dimerizacios szintje parhuzamos ugyanezen receptor foszforilaciéjanak
alacsony szintjével, mely foszforilacios szint csak csekély mértékben novekszik 40 pg/ml
trastuzumab adasara (14. abra). Az SKBR-3 ErbB2 specifikus tirozin foszforilacidja
jelentdsebb, trastuzumab kezelés hatdsdra pedig haromszorosidra emelkedik. In situ
immunfluoreszcens jelolést kovetd dramldsi citometrids méréseink foszforilaciéra vonatkoz6
adatai jol korreldlnak a Western blot mérésekkel (Nagy és mtsai. 2005). Konfokalis 1ézer
pasztazd mikroszképpal késziilt képeinken jol lathatd, hogy az SKBR-3 sejtvonal jelentds
ErbB2 foszforildcidja feltlinden nagyfoku a sejtek adhéziés pontjaiban, valamint egymdssal
érintkez6 membranjaiban (15. abra). A képek utols6 oszlopa az ErbB2, illetve foszfo-ErbB2
atfedését mutatja a sejt fedGlemezhez kitapadt (15. A dabra) részén, valamint
kozépmagassagaban késziilt optikai szeleten (15. B dabra). Az atfedés (sarga foltok)
egyenetlen eloszldsa is mutatja, hogy az adhézids jelenségek a lokdlis ErbB2 koncentraci6tol
fiiggetleniil szabdlyozhatjdk az ErbB2 foszforilaciét. Hasonl6 jelolést kovetden a JIMT-1

sejteken nem lattunk szamottevo foszfo-ErbB2 jel516dést a membranban (15. C abra).
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14. abra Aramlisi citométerrel mért alap és trastuzumab-indukalt (7 perc, 40 pg/ml) ErbB2
foszforilacié JIMT-1 és SKBR-3 sejteken (3 egymastdl fliiggetlen mérés atlaga + S.E.M.)

15. abra Az SKBR-3 és JIMT-1 sejteken kifejez6dé ErbB2 receptor, valamint annak foszforilalt
formdja: Az ErbB2 (voros) Cy3-2C4 antitesttel direkten jelolt fehérje, mig foszforilalt formdja (zold
szinli) Ab-18-cal és AlexaFluor 488-GAMIG-gal indirekten jelolt. Az ErbB2 és foszforilalt
formdjdnak atfedését sarga szin jelzi. (A) SKBR-3 sejt lemezre kitapadt részének optikai szelete. (B)
Ugyanezen sejt egy optikai szelete kozépmagassagban. A képek 48 x 48 um-es teriiletrol késziiltek.
(C) JIMT-1 sejtek csoportjan lathat6 az ErbB2 heterogén membran kifejezddése, és az, hogy a P-
ErbB2 jelolddése a membranban elhanyagolhaté. A kép 208 x 208 um-es teriiletrdl késziilt.
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A kovetkezd 1€pésben azt szerettiik volna eldonteni, hogy a Hsp90 gatldsa 17-AAG-vel
megvaltoztatja-e a JIMT-1 sejtek alacsony ErbB2 dimerizacids és aktivacios dllapotat.
Ahogyan a 16. abra is szemlélteti, 0.5 uM 17-AAG mindkét sejtvonal esetében hasonldan,
1dofiiggd modon noveli az ErbB2 homoasszocidciot: 5 perces kezelésnél éri el a maximalis
FRET hat4sfokot, ami 10 perces kezelést kovetden mar alig valtozik. Munkacsoportunk
eredményei szerint a rezisztens sejtvonal esetében a trastuzumab csokkent hatékonysagdnak
oka lehet az ErbB2 trastuzumab-kotd extracelluldris epitopjdnak maszkirozdsa (Nagy és
mtsai. 2005), azonban az ErbB2 teljes mértékben miikodoképes és a sztérikus gatlas
lekiizdésével aktivalhatd, pl.: a trastuzumab magas lokalis koncentracidjdval (Friedlander
és mtsai. 2005). Ennek megfeleléen az intracelluldrisan haté 17-AAG képes az ErbB2
dimerizacidjat a sztérikus viszonyoktdl fliggetleniil meginditani mind a rezsisztens, mind a

szenzitiv setjvonal esetén.

129 OSKBR-3 m JIMT-1

FRET (%) + SEM
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17-AAG kezelési 1d0

16. abra A JIMT-1 és SKBR-3 sejtek ErbB2 homodimerizacidjanak megvaltozasa 2, 5 €s 10 perces
17-AAG (0.5 puM) kezelést kovetden: (Akceptor fotoelhalvanyitdsos mikroszképos mérés, >5
egymadstol fiiggetlen mérés dtlaga + S.E.M.)
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A hatdsmechanizmust illetdbn azok a kordbbi eredmények (Citri és mtsai. 2004)
iranymutatdak, miszerint a Hsp90 nemcsak az ErbB2 helyes konformdcidjanak kialakitdsaban
és fenntartdsdban jatszik szerepet, de egyszersmind az ErbB2-hoz kotddve azt inaktiv
allapotban tartja. Emiatt valdszintisithetd, hogy a Hsp90 17-AAG aéltali gitlasa az ErbB2
felszabaduldsahoz vezet, ami a receptor dimerizacios készségének és aktivicigjanak
fokozodéasat eredményezi. A tény, hogy a 17-AAG eldmozditja az ErbB2 aktivacidjat és
internalizaciéjat mind az SKBR-3, mind pedig a trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteknél,
arra a lehetOségre irdnyitja a figyelmet, hogy a Hsp90 gatlés segitségével az ErbB2 mindkét

sejtnél leszabdlyozhat6 lehet, ami eredményezheti a sejtproliferacié gatlasat.

5.2 A trastuzumab, a 17-AAG és kombindciojuk hatdsa a sejtek proliferdciojdra

A fentiek fényében a tovdbbiakban a két sejtvonal proliferdcidjat vizsgiltuk: Dozis-
hatdsgorbét készitettiink trastuzumab, 17-AAG, illetve kombindcids kezelést kovetden. A
trastuzumabot 2-200 pg/ml, mig a 17-AAG-t 0.0005-1.7 uM koncentrdcidban naponta adtuk a
sejtekhez 4 egymadst kovetd napon 4t. Az SKBR-3 sejteknél kevesebb, mint 40 pg/ml
koncentraciéju trastuzumab (17.A abra) és kevesebb, mint 0.05 uM 17-AAG (17.B abra) is
elegendd ahhoz, hogy a sejt proliferdcidjat mar a 3. naptdl kezdve gétolja. Az SKBR-3 sejtek
kombindcids kezelésénél csak a kisebb 17-AAG koncentraciok (0.0005 és 0.005 pM) hatdsat
(17.C abra) novelte a 40 pg/ml-es trastuzumab, a nagyobb dézisokra nem volt jelentdsebb
befolydassal.

Viérakozdsainknak megfeleloen a 40 pg/ml  koncentriciéji  trastuzumabnak
elhanyagolhat6 hatdsa van a JIMT-1 sejtvonalra; az SKBR-3-mal 6sszehasonlitva még a 200
ug/ml-es dozis is kevéssé befolydsolja a sejtek proliferaciéjat (18.A abra). A 0.05 uM 17-
AAG azonban erélyesebben gitolja a JIMT-1 sejtek novekedését, mint az SKBR-3 sejtekét

(18.B abra). Ennek alapjan felvethetd, hogy a 17-AAG valdsziniileg sikerrel alkalmazhat6
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onmagaban az ErbB2-pozitiv, de trastuzumab-rezisztens emlétumorok kezelésére. A kezelés
40 pg/ml trastuzumabbal torténd kiegészitése nem valtoztatott jelentdsen a 17-AAG

proliferaciét gatl6 hatdsan (18.C abra).
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17. abra Az SKBR-3 sejtek proliferdcidjara kifejtett trastuzumab, 17-AAG és kombindcids hatds:
Tetrazdlium alapu kolorimetrids tesztbdl meghatarozott sejtszdm a kezdeti sejtszimra normalizalva (3
fliggetlen mérés atlaga) (A) Naponta kezelés O (m), 2 (A), 10 (@), 40 (O), 100 (A) és 200 (©) pg/ml
trastuzumabbal. (B) Naponta kezelés O (m), 0.0005 (A ), 0.005 (@), 0.05 (0), 0.5 (A) és 1.7 (o) uM 17-
AAG-vel. (C) Naponta kezelés O (m), 0.0005 (A), 0.005 (), 0.05 (O), 0.5 (A) és1.7 (o) uM 17-AAG
és 40 ug/ml trastuzumab kombinéciéjaval.
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18. abra A JIMT-1 sejtek proliferdcidjara kifejtett trastuzumab, 17-AAG és kombindcids hatés:
Tetrazélium-alapt kolorimetrias tesztbdl meghatarozott sejtszam a kezdeti sejtszamra normalizdlva (3
fiiggetlen mérés atlaga) (A) Naponta kezelés O (m), 2 (A), 10 (@), 40 (O), 100 (A) és 200 (©) pg/ml
trastuzumabbal. (B) Naponta kezelés O (m), 0.0005 (A ), 0.005 (@), 0.05 (0), 0.5 (A) és 1.7 (o) uM 17-
AAG-vel. (C) Naponta kezelés 0 (m), 0.0005 (A ), 0.005 (), 0.05 (0), 0.5 (A) és1.7 (o) uM 17-AAG
és 40 pg/ml trastuzumab kombinéciéjaval.

5.3 A 17-AAG dozisfiiggd apoptozist és kismértékii nekrozist okoz
A 17-AAG déltal kifejtett antiproliferativ hatdsat hdtterének tisztdzasara az eldidézett
nekroézis, illetve apoptézis mért€ékét az Annexin-V és propidium-jodid (PI)-pozitiv sejtek

aranyabol hatdroztuk meg 0.005; 0.05 és 0.5 pM 17-AAG-vel torténd 4 napos kezelést

kovetben (19. abra).
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19. abra A 17-AAG éltal kivaltott apopt6zis €s nekrézis dozisfiiggése: A 4 napos kezelés 0, 0.005;
0.05 és 0.5 pM 17-AAG-vel tortént SKBR-3 és JIMT-1 sejteken. Az annexin-V-tel jel6l6dott sejteket
apoptdtikusnak, a csak PI-dal jelolteket nekrotikusnak tekintettiik (3 fiiggetlen mérés dtlaga + S.D.).

A Pl-pozitivitastdl fiiggetleniil a membranjukban Annexin-V-tel jelolodott sejteket
apoptotikusnak, mig a csak PI-dal megfestddotteket nekrotikusnak tekintettiik.. A 17-AAG
dozisfiiggden noveli az apoptozis, illetve a nekrdzis mértékét, melyek koziil mindkét sejtvonal

esetében az apopt6zis domindl.

o s,

vdltozdsa 17-AAG hatdsdra

A 17-AAG proliferaciot gatld félhatasos dozisdnak (ICsy)) meghatdrozasidhoz a sejteket 4
napon at kezeltiik 0.0005-1.7 uM koncentraciéju 17-AAG-vel 6nmagéban, illetve 40 pg/ml
trastuzumabbal kombindlva. Az 5. napon a lyukankénti sejtszdmot tetraz6lium alapu
kolorimetrids teszt segitségével hataroztuk meg, mig a sejtek felszinén kifejez6d6 ErbB2 és
foszfo-ErbB2 molekuldk mennyiségét dramldsi citométerben mértilk. A mért paraméterek
dézis-hatasgorbéje tipikus szigmoid lefutdsi (19.A és B abra), melybdl a Hill-egyenlet

alkalmazasaval az ICs, értéke meghatarozhaté (1. tablazat).
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proliferacio ErbB2 szint P-ErbB2 szint

ICso SKBR-3 JIMT-1 SKBR-3  JIMT-1 SKBR-3  JIMT-1
0.069 + 0.011 £ 0.029 + 0.028 + 0.044+  0.036 +
17-AAG, uM 0.011 0.003 0.001 0.002 0.007 0.009
17-AAG, uyM 0.086 + 0.018 + 0.022 + 0.08 + 0.331 + 0.031 =
(+TR) 0.063 0.004 0.002 0.013 0.090 0.008

1. tablazat A 17-AAG félhatdsos dézisa (ICsp) 6Gnmagéban, és trastuzumabbal kombindciéban: A Hill-
egyenlettel illesztett dozis-hatdsgorbék ICs, értékei (3 fiiggetlen mérés dtlaga + S.D.), R*>0.995. +TR
jeloli a 40 pg/ml trastuzumab adédsat.

A trastuzumab 6nmagdban nem befolydsolja a JIMT-1 sejtek proliferdcigjat, ahogyan
azt a klinikai tapasztalatoknak (Tanner és mtsai. 2004) megfelelden vérjuk, de az SKBR-3
sejtek novekedését 2-200 pg/ml koncentraciés tartomanyban gatolja (17.A és 18.A abra). 17-
AAG kezelésre azonban a JIMT-1 sejtek még az SKBR-3-ndl is érzékenyebbek, amit a
félhatasos dozis 0.011 puM-os értéke (20.A abra) jelez az SKBR-3 0.069 puM-os ICs
értékéhez képest. A 17-AAG antiproliferativ hatdsa 0,005 és 0.05 uM kozott erdsodik
legkifejezettebben, 0,5 uM folott pedig mar nem fokozddik tovabb. Az 17-AAG 40 pg/ml
trastuzumabbal torténd kiegészitése JIMT-1 esetén csekély mértékli ICs, novekedést idézett
el6 (1. tablazat). Az SKBR-3 proliferaciéjat tekintve a 17-AAG félhatdsos ddzisa nem
valtozik jelentds mértékben trastuzumab adédsdra, alacsony 17-AAG koncentricioknal
azonban — ahol a chaperon inhibitor hatdsa még kicsi — a 40 pg/ml trastuzumab nagyfoku
csokkenést 1déz eld a prolifericioban az Onmagaban alkalmazott 17-AAG kezeléshez
viszonyitva (20.A abra).

A 20.B 4bran lathat6é, hogy a két sejtvonalndl az ErbB2 sejtfelszini mennyisége
egyforma mértékben csokken a 17-AAG novekvd koncentricidjaval, az ICs, értéke mindkét
esetben ~0.03 uM. Az is kitlinik, hogy a kezeletlen JIMT-1 sejtek ErbB2 molekuldinak

szama kb. fele az SKBR-3 sejtekének, ami jOl korreldl korabbi adatokkal (Friedlander és
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mtsai. 2005; Nagy és mtsai. 2005) és Western blot eredményekkel. Az SKBR-3 esetében a 40
pg/ml trastuzumab elhanyagolhaté hatdssal van a 17-AAG 1Cs, értékére, a JIMT-1-nél
azonban tobb mint kétszeresére nd a félhatasos dozis értéke (1. tablazat). Megallapithatd,
hogy a JIMT-1 esetén a trastuzumab az ErbB2 leszabdlyozdsdban is mérsékli a 17-AAG
hatdsét, tehdt trastuzumab-rezisztens sejtek esetén nem javasolhatdé a 17-AAG kezelés
kiegészitése trastuzumabbal. A jelenség hatterében vélhetden az all, hogy a kombindlt kezelés
sordn kialakul6 eltérd foszforildciés mintdzat az ErbB2 sejtmembrinba torténd visszakeriilést
eldsegiti, s az azonnali degraddcié mértékét csokkenti — ilyen jelenséget trastuzumab hatés
soran mar megfigyeltek korabban (Austin és mtsai. 2004). Ha a trastuzumab 6nmagéban keriil
alkalmazasra, az csokkenti az ErbB2 sejtfelszini mennyiségét nemcsak az SKBR-3, hanem
érdekes mdédon a JIMT-1 sejteken is, de ez utobbi esetben a hosszitivu leszabalyozds nem
jar egyiitt proliferacié gatldssal.

A trastuzumab szenzitiv SKBR-3 sejteknél a trastuzumab 6nmagaban torténd adagolédsa
a foszfo-ErbB2 szint dézist6l fiiggetlen enyhe mértékii csokkenését okozza (21.B abra). A
17-AAG dltal eldidézett jelentds mértékii ErbB2 downregulacié (21.A abra) mellett az egyre
nagyobb 17-AAG dozisok addsdval a foszforilalt ErbB2 szint mind az SKBR-3, mind pedig a
JIMT-1 sejteknél fokozodik, ami aldtdmasztja azt az elképzelést, miszerint a Hsp90 Altali
gatlds aldl felszabaduldé ErbB2 aktivalédik, majd internalizalédik. A félhatdsos dozis értéke
hasonl6 a két sejtvonalnal, azaz ~ 0.04 uM (1. tablazat). 17-AAG kezelés kiegészitése 40 ug/
ml trastuzumabbal JIMT-1 sejtek foszfo-ErbB2 szintjét a 17-AAG altal kivaltott hatdshoz
képest nem vdltoztatja meg. Ugyanakkor az SKBR-3 sejteknél nagyfoki foszforildcio
csokkenést idéz eld, foként az alacsonyabb, azaz a 0.0005 és 0.005 uM 17-AAG dézisoknal.
Eszerint trastuzumab hatdsara a 17-AAG ErbB2-foszforilaciét eldsegité képessége
trastuzumab szenzitiv sejtekben csOkken, amit a 17-AAG félhatdsos ddzisanak

nagysagrendnyi novekedése is mutat (1. tablazat).
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20. abra A 17-AAG hatésa a sejt proliferdciora és ErbB2 szintre 6nalléan és trastuzumabbal
kombindlva: A kezelés 4 napon at naponta 0, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5, és 1.7 uM 17-AAG-vel tortént
onalléan, vagy a jelolés szerint 40 ug/ml trastuzumabbal kiegészitve. (3 fiiggetlen mérés atlaga + S.D.)

(A) Az 5. napi sejtszdm €s (B) a sejtmembranban kifejez6dd ErbB2 molekuldk szdma a 17-AAG
koncentricid fiiggvényében.

Erdekes az a megfigyelésiink, hogy bar a JIMT-1 sejtek proliferdciGjara nincs
jelentdsebb hatdssal a trastuzumab, az FErbB2 sejtfelszini expresszidjat lecsokkenti,
foszforilacidjat pedig kismértékben noveli a dézis emelésével (20.A és B abra). Ez a
megfigyelés arra utalhat, hogy a JIMT-1 sejteknek van egy olyan alpopuldci6ja, melynek
trastuzumab-kotd kapacitdsa joval nagyobb az atlagosndl (Nagy és mtsai. 2005), és ezekben a
sejtekbdl trastuzumab kezelés hatdsara az ErbB2 sokkal hatékonyabban elimindlédik a sejt
felszinérdl, ami az ErbB2 és P-ErbB2 szint mintadtlagit befolyasolja, de a teljes populacié

proliferacidjara nincs jelentds hatdssal.
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sejtszam csokkenés sejtszam csokkenés

21. abra A trastuzumab, 17-AAG és kombindcidjuk sejtszintli hatdsainak osszefiiggései: A sejtek
kezelése 4 napon 4t naponta 2, 10, 40, 100 és 200 pg/ml trastuzumabbal, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5, és
1.7 uM 17-AAG-vel, valamint a kiilénb6z6 17AAG koncentracidkat 40 pg/ml trastuzumabbal
kiegészitve tortént. A citosztatikus hatast a kontrollra normalizélt relativ sejtszam csokkenés fejezi ki.
(A) Az ErbB2 szint csokkenése a sejtszdm csokkenés fiiggvényében. ErbB?2 szint csokkenés = 1-
(ErbB2 szdm kezelés utdn / ErbB2 szam a kezeletlen kontrollban). (B) Az ErbB2 foszforilacié
novekedése a sejtszam csokkenés fiiggvényében. P-ErbB2 szintndvekedés = (kontrollra normalizalt P-
ErbB2 értékek)-1, a negativ értékek a kontrollhoz viszonyitott foszforilacié csokkenésre utalnak.

5.4 A trastuzumab, a 17-AAG és kombindciojuk antiproliferativ hatdsa korreldl az ErbB2
szdmmal, valamint az ErbB2 foszforildcioval

A tovibbiakban a kezelések 5. napjdn meghatdrozott antiproliferativ hatds (kontrollra
normalizélt sejtszam csokkenés), a kontroll szintjére normalizdlt ErbB2 expresszio-csokkenés,
valamint foszfo-ErbB2 szint emelkedés kozotti korrelaciot vizsgéltuk (21.A és B abra).
Mindkét sejtvonalndl a membran ErbB2 szintjének csokkenése szignifikdns pozitiv
korreldciét (R*>0.8, p<0.05) mutat a 17-AAG antiproliferativ hatdsdval, fiiggetleniil a
trastuzumab jelenlététdl, tehdt elmondhatd, hogy in vitro a sejtmembréanban taldlhaté ErbB2
mennyisége a proliferacié fontos tényezdje (21.A &bra). A trastuzumab Onmagdban a
varakozasnak megfelelden gatolja az SKBR-3 sejtek proliferdcidjat, s ezzel parhuzamosan ~
40%-ra csokkenti az ErbB2 szintet. Ezzel Osszhangban a 17-AAG-val kezelt SKBR-3

sejtekhez adott trastuzumab eltolja az antiproliferativ hatds fiiggvényében éabrdzolt ErbB2

szintcsokkenést a nagyobb kezdd értékek felé, azonban a fiiggvény meredekségét nem
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valtoztatja meg. Annak ellenére, hogy a trastuzumab terdpids koncentracidban alig gatolja a
JIMT-1 sejtek proliferdcidjat, az SKBR-3 sejtekhez hasonléan ErbB2 szintcsokkenést idéz
eld. Ezzel 6sszhangban, amikor 40 pg/ml trastuzumabot adunk a 17-AAG-vel kezelt JIMT-1
sejtekhez, az antiproliferativ hatds — ErbB2-csokkenés fiiggvény kezddpontja a jobban
leszabdlyzott ErbB2 értékek irdnydba tolddik, de a sejtszdmban bekovetkezd relativ
csokkenés szempontjabol nem véltozik.

Mindkét sejtvonalndl pozitiv korreldcié (R*>0.85, p<0.05) &ll fenn a foszfo-ErbB2
szintnovekedés €és a 17-AAG antiproliferativ hatdsa kozott, fiiggetleniil a 40 pg/ml
trastuzumab jelenlététdl (21.B abra). Az ErbB2 szintcsokkenés és az ErbB2-foszforilacid
novekedés szintén pozitivan korreldl mindkét sejtvonal esetében (R*>0.8, p<0.05, nincs
abrazolva). A trastuzumab dnmagédban enyhén fokozza a JIMT-1 sejtek ErbB2 foszforil4cidjat
a novekvo dozisok irdnyédba, de a sejtszam csokkenés fiiggvényében dbrazolt foszfo-ErbB2
szintnovekedés korrelacios egyenesét nem véltoztatja meg. Az SKBR-3 sejtek foszfo-ErbB2
szintjére a trastuzumab — d6zisatol fiiggetleniil — csekély mértékii csokkentd hatdst gyakorol.
A 0.0005 és 0.005 uM 17-AAG-vel kezelt sejtekhez adott 40 pg/ml trastuzumab a 17-AAG
0ndll6 alkalmazasdhoz képest jelentds csokkenést idéz el6 az ErbB2 foszforildcigjdban, és az
ettdl nagyobb 17-AAG dézisokndl is észlelhetd ez a hatés.

A pozitiv korrelaciok egyfeldl alatdmasztjadk, hogy az ErbB2 szint csokkentése
antiproliferativ hatdsd, és azt is, hogy a fokozott ErbB2 foszforilacié serkenti az
internalizaciot. Ugyanakkor az a tény, miszerint a 17-AAG félhatdsos dozisa az ErbB2 és P-
ErbB2 szabdlyozasdban a JIMT-1 és SKBR-3 sejtek esetén kozel azonos, mig az
antiproliferativ hatds szempontjabol a magasabb ErbB2 expresszi6ji SKBR-3-ndl magasabb,
arra utal, hogy valdsziniileg kettds hatdssal allunk szemben. Részben, a Hsp90-et gatolva, és

ezzel az ErbB2 fehérje felszabaduldsit eldsegitve az ErbB2 protein aktivalédik, majd
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indit be, melyek feltehetfleg a PI3K/Akt és MAP kinaz utvonalakon keresztiil jatszodnak le.
Ilyen tumoroknél a trastuzumabbal torténd kombindcié hatdsos lehet a 17-AAG 4dltal kivaltott
ErbB2 foszforilacié gétldsdban, valamint az alacsony dézisi 17-AAG novekedést gatld
hatdsanak fokozaséaban.

Kisérletes bizonyiték igazolja, hogy az ErbB2 Hsp90-koté helyének muticidja spontin
ErbB2 aktivicidt okoz, tovdbbd a sejtproliferdciot is hatékonyabban fokozza az NIH-3T3
sejtekbe transzfektalt vad tipusi ErbB2-hoz képest (Citri és mtsai. 2004). Igy a 17-AAG
antiproliferativ hatdsa feltehetdleg az ErbB2 fehérjén tdl szdmos egyéb jeldtvivé molekula
leszabédlyzdsdnak is koszonhetd. Mi tobb, az olyan ErbB2-t tdlzott mértékben kifejezd
szigndl dtjdn az alacsonyabb ErbB2 expresszidju (pl. JIMT-1) sejtekhez képest a 17-AAG
ICsy értékének novekedését okozhatja.  Kovetkezésképpen a megemelkedett ErbB2
foszforildcid, tovabba a csokkent membrin ErbB2 szint ugyan a 17-AAG dézisfiiggd

hatdsdnak biztos jele, azonban a csokkent proliferacionak nem feltétleniil egyediili oka.

5.5 A fotodindmids terdpia (PDT) és a cisztatin (CPI) kombindciojanak nekrozist eloidézo
hatdsa patkdny emlokarcinomdban in vivo

Allatkisérleteinkben a fotodindmids és cisztein proteindz inhibitor terdpia
kombinécidjanak Wistar patkdnyokba implantdlhat6 szolid eml6 adenokarcindmara kifejtett
hatasat vizsgéltuk. A daganatos betegek vérének megemelkedett VEGF szintje indokolta teszi
ezen faktor koncentrici6janak redukdldsat, mivel a VEGF fontos szerepet jatszik a
neovaszkularizacio és angiogenezis folyamatdban. Az ErbB2 fokozott mértékii kifejezodése a
VEGEF szint novekedéséhez vezet, amit a trastuzumab — ErbB2-t leszabalyoz6 szerepébdl

kifoly6lag — mérsékelni képes. Az altalunk vizsgdlt emldkarcindma azonban csak csekély
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mértékben ErbB2-pozitiv (22. abra), igy a kombindcids kezeléshez egy tojasfehérjébdl izolalt

cisztein proteindz inhibitort, a cisztatint vilasztottuk.

22. abra A Wistar patkanyokba implantalt szolid emldkarcinéma a Herceptest eredménye alapjan
legfeljebb egykeresztes ErbB2-pozitivitdst mutat. Herceptest: Dako Corporation; hematoxilin
magfestés. A meghatarozast Dr. Szoll6si Zoltan (DE OEC Patoldgiai Intézet) végezte.

A kiilonb6z0 kezelési protokollok koziil a legigéretesebb eredményeket az egy héten ét,
naponta adott CPI-vel kombindlt 20 mg/kg HpD-PDT terdpidval (L. kisérleti protokoll) értiik
el. Ez a protokoll a kontroll ~28%-o0s nekrézisaval szemben (23.A abra) akar 90%-os tumor
elhalast (23.B abra) is eredményez. A CPI és a PS-PDT monoterdpiak csekélyebb hatassal

voltak a nekrozis mértékére, 35-40%-os hatast értek el.

23. abra Wistar patkdnyokba implantalt szolid emlékarcindma: (A) 25-30%-o0s nekrozis a kontroll,
kezeletlen csoportbdl. (B) A tumor 85-90%-a nekrotizalt 20 mg/kg HpD-PDT(90 J/cm? fénydozis) és
500 pg/patkany CPI kezelést kovetéen. Hematoxilin-eozin festés, 200X.
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A 24. abra a tumor nekrdzis kvantitativ elemzését mutatja az egyes protokollok és dozis
kombinacidk esetén. Az 1. kisérleti protokoll a legeredményesebb, ahol a tumor
implantacioval egyidoben tortént a HpD és a CPI adéasa, majd 24 6ra milva a tumor
besugarzdsa és 1 héten at naponta a CPI injektdldsa. A tobbi kisérleti protokoll kisebb
mértékii nekrézishoz vezetett: tigy tlinik, a tumor gyors novekedése miatt leghatékonyabb az
implantacioval egyidoben torténd CPI infiltrdcid. A II. kisérleti protokoll alkalmazédsakor a
kombinalt kezelés, amely CPI tartalmi tumor-szuszpenzié implantaci6jabdl, majd 24 o6ra
mulva HpD injektalasbol, €s tovdbbi 24 6ra mulva besugdrzasbol 4llt, a tumort kisebb
mértékben roncsolta, mint az I. protokoll szerint végrehajtott kombindlt kezelés. A IIL
protokoll, ahol a tumor implantacié utdn 1 héttel késobb kezdddott a kombinalt kezelés, a
tumorszdvetet az 1. protokollhoz képest szintén csekélyebb mértékben roncsolta (p<0.05),
noha a kontrollhoz képest szignifikdnsan nagyobb mértékii elhaldst okozott (p<0.001). Ez a
megfigyelés klinikai jelentdséggel birhat, ugyanis a tumor eltavolitast kozvetleniil kovetd CPI
infiltraci6 PDT-val egyiitt alkalmazva (I. protokoll) a miitét sordn visszamaradt, vagy
szorodott tumorsejtekben hatékonyabban fokozhatja a PDT nekrézist el0segitd hatdsat a
késobb kezdett inhibitor injektdlashoz képest, ami a lokdlis recidivdk és metasztdzisok

képzddésének megakadilyozasit eldmozdithatja.
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24. abra A nekrézis kvantitativ analizise: A kiilon-kiilon alkalmazott PDT és CPI terapia a tumort
mérsékelten nekrotizalja, ellentétben a ketté kombinacidjaval, amely sokkal hatékonyabb roncsolast
eredményez. PS: fotoszenzitizal6; CPI: cisztatin, *: szignifikdns valtozds a kontrollhoz képest (p <
0.001).

Mind a kisebb, mind pedig a nagyobb dézisi PS-PDT CPI-vel kombindlt terdpia
jelentds mértékben nekrotizdlta a tumoros szovetet (p<0.001) a kezeletlen mintdkhoz képest.
A kombindcids terdpidban a magasabb do6zisu fotoszenzitizdlé kismértékben fokozta a tumor
nekrézist az alacsonyabb koncentraci6ji kezeléssel osszehasonlitva (p=0.06). A PS-PDT és
CPI monoterdpidk esetében azonban a 10 mg/kg PS dézisnak nem volt jelentdsebb hatdsa
(p=0.58), mig a 20 mg/kg dozis, a CPI-hez hasonldéan, mérhetd nekrézis novekedést idézett
eld (p=0.01 és p=0.06). Mindazondltal barmelyik monoterdpia hatékonysdga lényegesen
alacsonyabb akar a kisebb (0.03<p<0.1) akar a nagyobb (p=0.001) dézist fotoszenzitizaloval
torténd kombinacié hatékonysaganal. Mindkét PS doézisi PS-PDT CPI-vel kombinalt terdpia
szinergisztikus volt. A kisebb dézisd 429, a nagyobb dézisi 200%-kal novelve a nekrdzis
mértékét a kombindcio6 részeit képezd monoterdpidk altal elért Osszegzett hatdshoz képest. (A
kezelt mintak értékeit a kezeletlen mintakra normalizalva a kezelés altal okozott, 100% feletti

nekrézis mértéke a 10 és 20 mg/kg PS, CPI és a kisebb, illetve a nagyobb doézisu PS
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kombindacids terdpidk esetén rendre: 4.17%, 31,94%, 21,53%, 136,11% és 160,42%. A
komponensek Osszegzett hatdsa a kisebb dozisti PS és CPI esetén 25,69%, mig a nagyobb
dozisu PS és CPI esetén 53,47%; ezen értékeknél a kombindlt kezelések eredménye rendre
110,42%, illetve 106,94% -kal nagyobb, ami a 25,69%-o0s és 53,47%-o0s Osszegzett hatdshoz
képest 429%-os, illetve 200%-os javulast jelent.)

A PS-PDT és a CPI szimultin terdpidjanak hatékonysdga a HpD fényindukalt
aktivicidjdval, valamint a CPI éltal lecsokkentett katepszin, legumain és calpain aktivitdssal
magyarazhatd. A fotoszenzitizdlok lizoszomdkban dusulnak fel, és megfelel6 fényforrassal
torténd megvildgitast kdvetden aktivan roncsoljdk a lizoszomédt (Caruso és mtsai. 2004). Ez a
folyamat mitokondridlis sejthaldlhoz vezet a Bid, a prokaszpdz-9 és-3 aktivacidjan keresztiil
(Reiners és mtsai. 2002). A cisztein protedzok aktivitdsanak CPI altali gétldsa ezzel a hatdssal
szinergisztikus lehet. A katepszinnek fontos szerepe van a madtrix bontdsaban és a sejtek
invazidjdban, ami a tumor agresszivitdsat eredményezi (Joyce és mtsai. 2004). Az aszparagil
endopeptiddz legumain a tumor sejtek invadopddidjan koncentralt membran-kotott
vezikuldkban taldlhatd, és a progelatindz aktivdldsan keresztiil az extracelluldris matrix
degradicidjat okozza (Liu és mtsai. 2003). Amennyiben a katepszin és legumain aktivitasit
CPI-vel redukaljuk, a peritumor sztroméba torténo sejtinvazié gatlddik (Saleh és mtsai. 2003).
A calpain gétlasa szintén a migracidt csokkenti (Dedieu és mtsai. 2004). Az invazid és a
velejar6 vaszkularizacié hidnya valdsziniileg eldmozditja a tumoros szovetben a sejtek
elhalasat, ami a PDT hatdsat tovdbb fokozza. Modellrendszeriinkben ezen jelenségek

vezethettek a CPI és a PDT szinergisztikus hatdsdnak kialakuldsihoz.
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5.6 Az emelt dozisi PDT és a CPI-vel kombindlt PDT hatékonyan csokkenti a tumor
térfogatdt

Mivel a tumorok méretének véltozdsa kiilonbozd terdpidk alkalmazdsakor alapvetd
prediktiv faktor, a kezelések 8-adik napjan eltavolitott szovetmintdk térfogatat is mértiik. A
jelentds tumornekrézist el6idézé nagyobb dézisi PS-PDT és CPI kombiniciéja a tumor
térfogatdt mindhdrom kisérleti protokoll esetén szignifikdnsan csokkentette ~2.5 cm’-re
(p<0.001) a kontroll mintdkban mért 4.5-6 cm’ térfogatokhoz képest (25. dbra). Az
alacsonyabb dozisti PS-PDT-CPI terdpia szintén szignifikdnsan befolydsolta (p=0.003) a
tumor méretét, ~3.5 cm’-re redukdlva azt. A PS-PDT monoterdpia enyhébb, de még mindig
jelentés hatdst fejtett ki a tumor térfogatdnak csokkentésére, dtlagosan ~4.5 cm’-t
eredményezve (p=0.03 az alacsonyabb és p=0.04 a nagyobb ddézisu terdpia esetén). A CPI
0ndll6 alkalmazdsa okozta a legkisebb mértékli tumorméret valtozast (p=0.19). A
kombinéciés terdpia mindkét koncentraciéju fotoszenzitizdl6 alkalmazdsa mellett
hatékonyabb volt a monoterdpidkndl (0.003<p<0.06 az alacsonyabb és 0.001<p<0.003 a
nagyobb dozis esetén), mely hatékonysdg kozel azonos mértékiinek bizonyult (p=0.41).
Nemcsak a nekrozis fokozasanal, hanem a tumorméret-csokkentd hatasnal is
szinergisztikusnak mondhaté mind az alacsonyabb, mind pedig a magasabb dodzisu
fotoszenzitizadloval kombindlt CPI terdpia, mivel a monoterdpidk Osszegénél rendre 118,
illetve 33%-kal jobb hatés érhetd el alkalmazdsukkal.

A nekrézisra kifejtett terdpids hatds nagyfoki korrelaciét mutatott a csokkent tumor
térfogattal (2. tablazat). A nagyobb dozisu, azaz a 20 mg/kg PS-PDT-CPI kombindcié
azonban sokkal hatékonyabb volt a nekrézis mértékének novelésében, mint a tumorndvekedés

lassitasaban.
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25. abra A tumorméret valtozasa: A tumor térfogata jelentsen csokken az emelt dézisi PS-PDT
hatasara mind onalléan, mind CPI-vel torténo kombinacid esetén. PS: fotoszenzitizald; CPI: cisztatin,
*: szignifikédns véltozds a kontrollhoz képest (p < 0.001).

[y

Eldzetes tanulmanyok alapjan azonban megéllapithaté (Osiecka és mtsai. 2003), hogy a
VEGF szint tumor-hordoz6 BALB/c egerekben szdmottevé mértékben csokken a PDT
kezelést kovetd 24, illetve 96 o6ra milva. A kapott alacsony szinti VEGF lassabb
tumorfejlodéssel, néhdny esetben teljes tumor regresszidval, valamint a tdlélési ido
szignifikdns meghosszabbodasaval jar. A VEGF szint csokkentése és receptordnak gatldsa a
tumor angiogenezisének csokkenését, valamint a tumor progresszidjanak gatlasat
eredményezi in vivo.

Kisérleteinkben az egészséges, tumor nélkiili patkdnyok VEGF szintje alacsonyabb
(106.5+£7.2 pg/ml) volt, mint a daganatos dallatoké, ahol ezen faktor 134-170 pg/ml
koncentraciétartomanyban ingadozott. PS-PDT monoterdpidt kovetden a szérum VEGF

koncentraciéja a kezeletlen kontrollhoz képest enyhe mértékben leesett (p>0.15). A CPI
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egyediili injektdlasa viszont gyengén megemelte ezen faktor szintjét (p=0.02, 26. abra), ami
valoszinilileg a tumor csokkent invazidra és neovaszkularizaciora adott feedback védlaszanak
koszonhetd. A VEGF mennyisége 20 mg/kg PS-PDT és CPI egyiittes alkalmazdsaval volt a
legalacsonyabb, de a kisebb fotoszenzitizdlé dozisu kombindlt terdpia is elég hatdsosnak

bizonyult a kezeletlen kontroll mintakhoz képest (p<0.001 mindkét esetben).
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26. abra VEGF szint a patkdnyok szérumaban: A szérum VEGF szintje szignifikdnsan csdkken a
kombinalt terdpia alkalmazasat kovetden. PS: fotoszenzitizald; CPI: cisztatin, *: szignifikdns valtozds
a kontrollhoz képest (p < 0.001)

Osszességében a kombindcids kezelések sokkal hatékonyabbak voltak, mint a
monoterdpidk (p<0.001). A 20 mg/kg PS-PDT-CPI esetén a monoterdpidk hatdsanak
0sszegébdl szamolt 23%-o0s netté emelkedéshez képest 86%-os drasztikus csokkenést értiink
el, mig az alacsonyabb dézisu fotoszenzitizaléval kombindlt terdpidnal a 17%-os nettd

novekedéshez képest 56%-os csokkenést tapasztaltunk. A magasabb fotoszenzitizdlé doézisu
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kombindlt terapia jelentdsebb VEGF csokkenést okozott, mint a kisebb PS-dézisu kombindcié

(p=0.001).

5.8 A tumor vaszkularizdcidjanak alakuldsa a PS-PDT-CPI terdpia alkalmazdsa sordn

A tumor erezddésének mért€két hematoxilin-eozin festett mintdkban hataroztuk meg. A
vérerek latoterenkénti atlagos szdma (27. abra) — ahogyan a redukalt VEGF szintnek
megfelelden is varhaté — a kombinalt kezelések hatdsara csokkent le a legnagyobb mértékben
(p<0.001 mindkét PS koncentracié esetén). A tobbi mért paraméterrel ellentétben itt a
monoterdpidknak is jelentds redukdlé hatdsuk volt (p=0.001). Ezzel egyiitt mindkét
koncentracidju fotoszenzitizdloval kombindlt terapia meghaladta a megfeleld PS-dézisu
monoterdpidk hatdsat (0.02<p<0.1 az alacsonyabb ¢és 0.001<p<0.02 a magasabb dozis esetén),

ugyanakkor egymdstol csak kismértékben kiilonboztek (p=0.08).
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27. abra A terapia fiiggvényében dbrazolt tumor vaszkularizacié: A 20 mg/kg PS-PDT-CPI
kombindlt terdpia a leghatdsosabb, azonban a vaszkularizacié mértékének csokkentését a
monoterapidk is eldidézik. PS: fotoszenzitizalé; CPI: cisztatin, *: szignifikans valtozas a kontrollhoz
képest (p < 0.001).
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A csokkent tumor neoangiogenezis oka feltehetdleg CPI PS-PDT-vel egyiitt kifejtett
szinergisztikus hatdsanak koszonhetd, mely egyrészt csokkentette a szérum VEGF
koncentracidjat, masrészt gatolta a lokdlis invazidt, végeredményben a tumor ndvekedését is
gatolva. A 2. tablazatban bemutatott korrelacidés koefficiensek aldtamasztjak, hogy a
csokkent VEGF szint pozitivan korreldl a csokkent vaszkularizdcioval. A fentiekkel
0sszhangban mind a VEGF szint, mint vaszkularizacié mértéke pozitiv korreldciét mutat a

tumor novekedésével, ugyanakkor negativan korreldl a tumor nekrézisaval.

Tumortérfogat VEGEF szint Erek szama
Nekrozis mértéke -0,661 -0,691 -0,625
Tumortérfogat 0,713 0,734
Erek szama 0,568

2. tablazat A vizsgalt paraméterek korrelacidja: A tumor mérete, a nekrdzis mértéke és
vaszkularizacidja, valamint a sz€rum VEGEF szintje kozotti korrelacié p<0.0001 szignifikancia szinten
jelentds. A nekrézis mértéke negativan korreldl a tumor térfogatdval, valamint a VEGF szinttel és az

erek szdmdval, mig a tumor térfogata pozitiv korrelaciét mutat a vér VEGF szintjével és az erek
szdmdval. A VEGF szint és a vaszkularizaci6 kozott pozitiv korrel4cié 4ll fenn.

A CPI és a PS-PDT kozotti szinergizmus tovabbi lehetséges mechanizmusa, hogy a

CPI gatlas egyik fo célpontja, a katepszin B, lizoszomadlis lokalizaciéji (Joyce és mitsai.
2004), s mivel a fotoszenzitizalok szintén lizoszoOmakban akkumuldlédnak (Caruso és mtsai.
2004), a besugarzds hatdsdra roncsolddott lizoszomdk katepszin B szintje és aktivitdsa is
lecsokken. Mivel a tumorokban megemelkedett katepszin B aktivitds fokozott
neoangiogenezissel €s tumor invazivitdssal tarsul, ennek az aktivitisnak CPI és PS-PDT
egyliittes alkalmazdasaval torténd hatékony gétldsa a tumorndvekedés megel6zésének fontos
faktora lehet.

A PS-PDT monoterdpidk alkalmazisakor lecsokkent vaszkularizdcié mértéke

meghaladja a VEGF szint csokkenésének mértékét. Ez a jelenség azzal magyardzhatd, hogy a
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fotodindmids terdpia roncsold hatdsa nemcsak a daganatos sejtekben manifesztalédik, hanem
az uj vérereket képzo endotél és mezenhimalis sejtekben is (Peng és Nesland 2004). Tovabba
az is lehetséges, hogy a PS-PDT a VEGF-on kiviil mas, az erek kialakuldséaért felelds faktorok
mennyiségét is megvaltoztatja.

A CPI Onmagédban is jelentdsen redukdlja a vaszkularizdcié mértékét, viszont nem
csokkenti a VEGF szintet. Ennek lehetséges oka, hogy a cisztein proteindzok gatldsa CPI-vel
a VEGF termelodését visszacsatolasos szabdlyozdssal fokozza, ugyanakkor a CPI a
tumorsejtek nekrézisdval parhuzamosan a tumor vaszkulatirit is roncsolja. A tumor
térfogatok pozitiv korreldcidja a vér VEGF szintjével aldtdmasztja azt a feltételezést,
miszerint a szérum VEGF tartalménak egy része a tumorbdl ered. A kezelések VEGF szintre
és vaszkularizaciora kifejtett részben eltéré hatdsa azonban megmagyardzza, hogy e két
paraméter korrelacids koefficiense miért olyan alacsony (2. tablazat).

Itt érdemes megjegyezni, hogy a CPI altal lecsokkentett neovaszkularizacié onmagdaban
is képes rontani a PDT hatékonységat, és ezért a CPI tumor sejtekre kozvetleniil kifejtett
egyéb hatdsai fontos szerepet jatszhatnak a CPI és PDT szinergizmusdban. Példdul, a CPI
TGFp-val egyiitt kifejtett antagonista hatdsa az emldkarcindma sejtek proliferacidjat
mérsékelheti (Sokol és mtsai. 2005).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a PDT 4ltal eldidézett sejtkdrosodds, valamint a CPI-
nek koszonhetd tumor invazié gitlds nemcsak kozvetleniil, hanem a szérum csokkend VEGF
koncentracidjan keresztiil is akaddlyozhatja a tumor angiogenezisét. Mivel a PDT és a CPI
egyiittes alkalmazdsa szinergisztikusnak bizonyult a tumor nekrézisdnak, valamint
térfogatdnak és a szérum VEGF szintjének befolydsoldsdban — ahol egyébként a
monoterdpidknak alig vagy egydltaldn nem volt hatdsuk —, a mdédszer klinikai alkalmazdsra
javasolhat6 kiilonos tekintettel arra, hogy a kezelések sordn nem lépett fel mellékhatds. A

fotodindmids terdpiat mar a klinikai gyakorlatban is hasznéljdk, a CPI alkalmazhatésiga
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azonban a biztaté eredmények ellenére sem teljes mértékben tisztdzott. Cegnar és munkatarsai
cisztatin-kotott nanorészecskék alkalmazdsdval optimalizaltak a célsejtek cisztatin felvételét,
minek koszonhetden effektiven lehetett gatolni a katepszin B aktivitdsdt (Cegnar és mitsai.
2004). Paramdgneses részecskék ilyen célra torténd felhaszndldsa a CPI célzott lokalis
felhalmozddasat is eldsegitheti mégneses tér gradiens alkalmazédsa mellett. Felvetddott annak
a lehetdsége is, hogy a CPI kifejez0dését génterdpidval fokozzédk; az adenovirus-medidlt
ektopids cisztatin C expresszid egerekben megakadalyozta a xenograft fibroszarkéma tiido
metasztazisainak képzOodését (Kopitz és mtsai. 2005). Nem hagyhat6é azonban figyelmen kiviil
az a tény, miszerint a cisztatinnak és mds CPI-nak nemcsak antiproliferativ hanem
proliferacidt serkentd hatdsa is lehet, att6l fliggben, hogy milyen rendszert vizsgéalunk

(Keppler 2005).
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6. Osszefoglalas

Kisérleteink {6 célkitlizése az volt, hogy az emlddaganatok kezelésében mér a

klinikumban is alkalmazott terdpidk hatdsat egy mdsik, kiprobdldsi fazisban 1év0 dgens

bevondsdval fokozzuk. Eredményeinket a kovetkezokben foglaljuk dssze:

In vitro kisérleteink eredményeibdl megallapithatjuk, hogy a 17-AAG az ErbB2
homodimerizaciét és foszforilaciét fokozza mind trastuzumab szenzitiv, mind
rezisztens emldtumor sejteken, €s hossziutdvon a receptor leszabdlyozdsat és a
sejtproliferacié gatlasat idézi eld, melynek hatterében elsdsorban apoptdzis, nagyobb
dozisokndl részben nekrdzis 4ll. Ennek alapjan a 17-AAG alkalmas lehet a

trastuzumab-rezisztens, ErbB2-pozitiv tumorok kezelésére.

Az ErbB2-t nagymértékben expresszald trastuzumab szenzitiv daganatsejtek esetén a
17-AAG proliferaciét gatld hatdsa a nagyszamu ErbB2 receptor aktivdcidja miatt
alacsonyabb. Ilyen tumorokndl a trastuzumabbal torténd kombindcié hatasos lehet a
17-AAG altal kivaltott ErbB2 foszforilacié gatlasaban, valamint az alacsony dézisu

17-AAG novekedést gatlé hatasanak fokozasiban.

In vivo tanulmdanyainkban a cisztein proteindz inhibitor (CPI) fotodindmids terapidhoz
(PDT) tarsitva szinergisztikusan gitolja a patkdnyokba implantdlt szolid
emlOkarcindma novekedését, fokozza a tumornekrodzist, s ennek hatterében legaldbbis
részben a szinergista médon csokkentett szérum VEGF szint, ill. a kovetkezményes

nagyfoku neovaszkularizicio-gatlas all.

A PDT és CPI kombinacidja a Wistar patkdnyokba implantélt szolid emldkarcinéma
progressziéjat 20 mg/kg HpD, 500 pg/dllat CPI és 90 J/cm® fotond6zist besugdrzas
mellett képes leghatékonyabban gitolni. A legjobb eredményeket az inokulédcidval
egyidOben elkezdett terdpia adja, ami arra utal, hogy a kombinacids kezelés kiillondsen

hatékony lehet a szérddott, ill. rezidudlis daganatsejtek elpusztitdsdban.
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7. Gyakorlati jelentoség

In vitro eredményeink gyakorlati jelentOsége kettds: egyrészt igazolja a 17-AAG
monoterdpia hatékonysagat trastuzumab-rezisztens, de ErbB2-pozitiv eml6tumorok esetén,
masrészt felhivja a figyelmet arra, hogy magas ErbB2 szintli eml6tumorok 17-AAG terapidjat
érdemes lehet az adverz hatdsként jelentkezd ErbB2 foszforildcié csokkentése érdekében
trastuzumabbal kombindlni. Ennek a megfigyelésnek kiilon apropét ad, hogy a jelenlegi
egyetlen klinikai kiprébalasbol, ahol 17-AAG-t alkalmaznak, a kordbbi vagy fennalld
trastuzumab kezelés kizar6 ok. Olyan 17-AAG-trastuzumab konjugatum létrehozasaval
azonban mar kisérleteztek, amit az ErbB2-t tdlzott mértékben kifejez6 tumorokhoz adva
egyfajta specifikus chaperon terdpidt teremtene. Egy ilyen konjugdtum alkalmazdsa azonban
megkoveteli annak pontos ismeretét, hogy milyen hatdsa van a 17-AAG és a trastuzumab
egyiittes addsanak a kiilonb6zd expresszids szintll és eltérd trastuzumab-reszisztencia foku
tumorokban.

In vivo eredményeink azt mutatjak, hogy a PDT dltal eldidézett sejtkarosodéds valamint a
CPI-nek koszonhetd tumor invazid gatlds nemcsak kozvetleniil, hanem a szérum csokkend
VEGF koncentracidjan keresztiil is akadalyozhatja a tumor neoangiogenezisét. Mivel a PDT
és a CPI egyiittes alkalmazdsa szinergisztikusnak bizonyult a tumor nekrézisdnak valamint
térfogatdnak és a szérum VEGF szintjének befolydsoldsdban, és mellékhatisokat sem

tapasztaltunk, a médszer tovéabbi preklinikai tesztelése javasolhatd.
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