EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

Receptor-orientalt daganatterapia vizsgalata ErbB

fehérjéket kifejezo human tumorokban

Varadi Timea Erzsébet

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2012



EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

Receptor-orientalt daganatterapia vizsgalata ErbB

fehérjéket kifejezo human tumorokban

Varadi Timea Erzsébet

Témavezeto: Dr. Nagy Péter

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2012



1.
2.

3.
4.

5.

Tartalomjegyzék

BeVEZELES ..o e 1
Irodalmi AtteKinteés ...............occiiiiiiiiii e 2
2.1. Az epidermalis novekedeési faktor receptor (EGFR) csaldd ..................................... 2
2.2. Az ErbB receptorcsalad szignalizdcios folyamatdi.........................c.ccocoevveiiinnnnns 5
2.3. Az ErbB fehérjék szerepe mellrakban, molekuldris daganatterdpia....................... 7
2.4.  Antitestterdpia, specifikus tirozin kindz inhibitorok ..........................cc.cccoceeiniinn. 8
2.4.1. ErbB2 ellenes monoklonalis antitestek ...................cccocoviiiiiiiiicniiee, 8
2.4.2. ErbBl ellenes monoklonalis antitest ...................ccccoooiiiiiiiiinii i, 9
2.4.3. ErbBl tirozinKinaz gatloK ..............ccccoovviiiiiiiiiii i 9
2.5.  Trastuzumab hatasmechamiZMuUSQ.....................c...ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 10
2.6.  Trastuzumab reziSZteNCIa..........cccviviieiiiiiiii s 12
2.7. A CD44 molekula szerkezete €S funkcioja.......................ccoocouvveiiiioiiiiniiiiinnennn, 13
2.8. A hialuronsav szerepe a tumor progresszioban és az ErbB2 maszkirozasaban... 13
2.9. Az elisidepsin molekularis hatasmechanizmusa ........................c.ccocoeveceeneennnnne. 14
2.10. Molekularis asszocidciok szerepe és azok vizsgdlata ........................cc.ccocoe.... 16
2.11. Lipid tutajok szerkezete, biologiai funkcioi.......................ccccccvovioiniinninnnnnnnn. 21
COIKItUZESEK ..., 24
Anyagok és mOASzZerek ................ccoooiiiiiiii e 25
4.1. A kisérletekhez alkalmazott sejtvonalak és plazmidok ........................................... 25
4.2, RNS INEITEIENCIA. .....cviiiiiieiciree e 26
4.3.  Alkalmazott antitestek és vegyiiletek .......................cccccooovviiiiniiiiiiiniiiiiicic e 27
4.4, Western BIOt @RaliZis ..., 27
45.  Elethépesség VizSGALALOK.......................coevvovvvevsesiirsrssieesesssssesissssessss s 28
4.6.  Eletképesség vizsgdlatok statisztikai elemzése.....................cocoovvvevivrererivreriniennes 29
4.7.  Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések............................. 29
4.8.  Konfokadlis mikroszkopos vizsgalatok ........................cccccoovvioiiiiniiciiiiiiiieenn 32
4.9.  Fluoreszcencia anizotropia és generalizdlt polarizdacio mérések........................... 32
4.10. Paciensek, human metszet MIRtAk .......................ccc...cccvvueeeeciiieeeiiiiieeeeiiieeeeee, 34
4.11. Metszetek jelolése és azok vizsgalata konfokalis mikroszkoppal ....................... 34
4.12. Képanalizis, statisztikai Kiértékeles .......................ccoooiiviiiiiiniiiiiiiiiiiiieen, 36
4.13. Sejtek aktivalasa EGF-TEl ..o 36
4.14. Oligonukleotiddal jelolt antitestek (proximitds probak) készitése ..................... 36
4.15. PLA vizsgalata konfokalis mikroszkoppal..........................ccooovviiiiiiiiiinnnn, 37
4.16. Sejtek jelolése ,in situ” PLA vizsgalatokhoz.....................ccccocooiiiiiiiiiiicnnnn, 37
4.17. PLA mérések és kiértékelésiik........................cccooconiiiiniiiiniiiiiiiiiiiiiiiiieiiens 38
Eredmények és megbeszelésiik.................cccoevviiiiiiiiiiiii e 39
5.1. Az elisidepsin hatasmechanizmusdnak vizsgalata .........................c.ccccoocvveniinnnene. 39
5.1.1. Az ErbB1-3 expresszio nem befolyasolja a CHO és az A431 sejtek
elisidepsin iranti érz€kenysegeét................ccoooiriiiiiiiiei 39
5.1.2. Az elisidepsin specifikusan megnévelte egy konformacio-szenzitiv ErbB3
ellenes antitest KOTOAESEL..................coooiiiiiiiiii e 46
5.1.3. Az elisidepsin csokkentette az ErbB2 és ErbB3 homoasszociacidjat ........... 49
5.1.4. Az elisidepsin megvaltoztatta az ErbB3 és a lipid tutaj fehérjék (GPI-
horgonyzott GFP, PLAP) eloszIAsat ................cccoooiiiiiiiii 51

5.1.5. Az elisidepsin a plazmamenbran rendezettségében okoz valtozast.............. 54



5.2.  Trastuzumab kotodés gatlasa hialuronsav dltal emberi emlotumor mintdkban ... 58
5.2.1. A paciensekben a trastuzumab koét6dését a magas hialuronsav képzoédés

MEEZALOLJA .......oiiiiiii e 58
5.2.2. A hialuroniddz enzimes emésztés ,,leleplezi” az ErbB2 trastuzumab koté
EPIEOPJAL......ooiiiiiiiie e e e are s 61
5.2.3. A FRET nem okozza a trastuzumab kotédés és a hialuronsav stirtisége
Kko0zOotti negativ KOrrelACiOt...............cvvviiiiiiiiiiii e 62
5.2.4. A trastuzumab kotodés és a hialuronsav siiriiség kozotti negativ korrelacio
tipikusan jelen van egyedi mintak esetében is ..............c.ccccceviiiiiiiiiii 64
5.3. A PLA mdodszer kvantitativ jellegének vizsgalata.........................ccccoovvviinvinnnnnnn. 65
5.3.1. Kezdeti észrevételek a FRET és a PLA kozotti korrelacio hianyardl .......... 65
5.3.2. AFRET és a PLA Kkiilonboz6 fiiggése a fehérje expresszios szinttél az
ErbB2 homoasszociaciojanak mérésekor................ccccooviviiiiiiiiiiiii e 67
5.3.3. A FRET és a PLA Kkiilonboz6 fiiggése az expresszios szinttol
intramolekularis mérések esetében..................cccoooiiiiiiiiii s 70

5.3.4. Az antitestek siiriisége nagyban befolyasolja a FRET és PLA méréseket... 72
5.3.5. A PLA telitodési jelenségét az RCA reakcio idétartama nem befolyasolja

SZIGNIFIKANSAN ... 74

B.  OSSZELOZIALAS ........cocvvveiicieicece ettt 76
6.1. Az elisidepsin hatasmechanizmusdanak vizsgalata .........................cccccoooeeeniennnne. 76
6.2.  Trastuzumab kotodés gatlasa hialuronsav dltal emberi emlotumor mintikban... 77
6.3. A PLA mddszer kvantitativ jellegének vizsgalata.........................cccocovvveeniinnnnn. 78
7. Az eredmények Kritikai elemzése orvos-biologiai szempontbdl ........... 79
8. SUMIMANY ..ottt st e et e s nbe e e snaeenneee s 81
8.1.  Investigations in the mechanism of action of elisidepsin ...........cccccovvevviicieenenn, 81
8.2.  Trastuzumab binding is inhibited in patients with high hyaluronan production. 82
8.3.  Quantitative properties of the PLA method............ccccooveiiieiicii e, 83
9. Referenciak ............cccoooviiiiiiiii e 84
10, KOZIEMENYEK..........ccooiiiiiiiiiiiiee e 91
10.1. Az értekezéshez felhasznalt publikdciOk ..........................ccoccooviiiiiiiiiiiiiin, 91
10.2. Az értekezés témdjahoz nem kapcsolodo publikdcio .......................................... 91
10.3. Az értekezés témdjahoz kapcsolodo poszterek és eléaddsok .............................. 91
11, KOSZOnetnyilVANIEAS ............cccooviiiiiiiiii s 93

12. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények kiilonlenyomatai .......... 94



Roviditések és kémia nevek jegyzéke

ADCC: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (antitest-kdzvetitette sejtfiiggd
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BP: band-pass filter (savsziir6)

DMSO: dimetil-szulfoxid

dNTP: deoxinukleozid trifoszfat

ECD: extracellularis domén

ECM: extracellularis matrix
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EGF: epidermal growth factor (epidermalis novekedési faktor)

eGFP: enhanced GFP (javitott (fluoreszcenciaju) GFP)

ER: endoplazmatikus retikulum

EMT: epithelial-mesenchymal transition (epitelialis-mezenchimalis 4tmenet)
FA2H: fatty acid 2-hydroxylase (zsirsav 2-hidroxilaz)

FBS: fetal bovine serum (fetalis borji savo)

FCS: fluorescence correlation spectroscopy (fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia)
FISH: fluorescence in situ hybridization (fluoreszcens in situ hibridizacio)

FRET: fluorescence resonance energy transfer (fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer)
GFP: green fluorescent protein (z61d fluoreszcens fehérje)

GP: generalizalt polarizacid

GPI: glikozil-foszfatidil-inozitol

HABC: hyaluronic acid binding complex
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I1Cs0: half maximal inhibitory concentration (félhatasos gatlo koncentracio)

IGFR: insulin-like growth factor receptor (inzulin-szerti névekedési faktor receptor)
Laurdan: 6-dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-naphthylamine

LP: long-pass filter (feliilateresztd sziird)

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

4-MU: 4-metilumbelliferon

mYFP: monomer YFP

PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1
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P1: propidium-iodid

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PLA: proximity ligation assay (proximitas ligacios vizsgalat)

PLAP: placental alkaline phosphatase (placentalis alkalikus foszfataz)

PTEN: foszfatdz- és tenzinhomolog gén

PVDF: polyvinylidene fluoride (polivinilidén fluorid)

r: fluoreszcencia anizotropia

RCA: rolling circle amplification (gordiil6 ciklikus amplifikacio)

SANH: succinimidyl 4-hydrazinonicotinate acetone hydrazone

ShRNS: ,,short hairpin” RNS

THF: tetrahidro-furan

TGF-a: transforming growth factor-o ( transzformalo novekedési faktor-o)
TMA-DPH: 4’-(trimethylammonio)-diphenylhexatriene (4’-(trimetilammoénium)-difenil-hexatrién)
TSP-1: thrombospondin-1

VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkularis endotél névekedési faktor)
WST: water-soluble tetrazolium salt (vizben oldédé tetrazélium so)

YFP: yellow fluorescent protein (sarga fluoreszcens fehérje)
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Bevezetés

1.Bevezetés

A fejlett orszagokban a rosszindulati daganatok a halalozasi lista €lén jarnak, ezen beliil
is az emlérdk a nék korében az egyik leggyakoribb rakfajta. A daganatok hatékony kezelése
még napjainkban is nagy problémat jelent a klinikumban. Jelenleg szdmos modszer all
rendelkezésre, de ezek Onmagukban nem elég effektivek és a mellékhatasok is igen
szamottevoek, ezért aktualis cél kevés mellékhatassal rendelkezd gyodgyszerek kifejlesztése.
Ilyen molekuldk megtalalasanak egyik moddja az adott vdzmolekula természetben talalhato
¢lolényekbdl torténd izoldlasa és karakterizalasa. Az elisidepsint igy talaltak meg, ¢és
daganatellenes hatasat most is széleskorben vizsgaljak, ugyanis teljesen egyedi mechanizmusa
van az eddig vizsgalt kemoterapids szerekhez viszonyitva. Feltételezések szerint a drog
nekrozisos sejthalalt okoz, membrankarosodassal tarsitva. Mas indirekt bizonyitékok alapjan
az ErbB tirozin kindz receptorok és a lipid tutajok jatszanak szerepet az elisidepsin
hatasmechanizmusaban, ezért f6 célkitlizésiink az volt, hogy a gydgyszer hatasat vizsgaljuk az
ErbB fehérjék és lipid tutajok eloszlasara és szerkezetére, valamint kiilonbozé ErbB
receptorokat kifejezd sejtvonalak elisidepsin érzékenységét hasonlitsuk dssze.

Az emldkarcinomék 20-30%-a fokozott ErbB2 expressziot mutat, ami rossz prognozissal
tarsul [1]. A trastuzumab (Herceptin) volt az els6 humanizalt ErbB2 ellenes monoklonalis
antitest, amit az elérehaladt allapotud emlddaganatok kezelésére hasznaltak. A kedvezd
klinikai eredmények ellenére egy éven beliil trastuzumab-rezisztencia alakult ki azoknal a
betegeknél is, akik kezdetben valaszoltak a terapiara. Mivel a munkacsoport korabbi
allatkisérletes eredményei szerint a rezisztencia egyik lehetséges oka az ErbB2 trastuzumab
kotd epitopjanak hialuronsav altali maszkirozasa, vizsgalni kivantuk a hialuronsav molekula
szerepét az ErbB2 maszkirozasaban humén tumormintakon.

A fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata eldsegiti a sejtek magasabb szervezddési szintli
komplexeinek, szerkezet-fiiggd funkcidinak és ezaltal a jelatviteli folyamatok
szabalyozasanak megértését. Munkam soran én is gyakran alkalmaztam a fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfer (FRET) modszert, amelyet metszeteken csak korlatozottan lehet
hasznalni. Nemrég irtak le a proximitas ligacios vizsgalatot (proximity ligation assay, PLA),
melyet kivald jel-zaj ardnya miatt nehéz kisérleti koriilmények kozott is ajanlanak, azonban
részletesen még nem elemezték a modszert kvantitativ szempontbdl. Ez 6sztonzott minket
arra, hogy 0Osszehasonlitast végezziink a FRET ¢és a PLA mérési modszerek kvantitativ

teljesitményét illetden.
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2.Irodalmi attekintés

2.1.Az epidermalis névekedési faktor receptor (EGFR) csalad

Az EGFR transzmembran receptor tirozinkinaz 1. tipust csalddnak négy tagja ismert:
ErbB1 (EGFR/Herl), ErbB2 (Her2/Neu), ErbB3 (Her3) és ErbB4 (Her4). JelentOs szerepet
jatszanak szamos jelatviteli kaszkad beinditasaban, a tumoros transzformacio kialakulasaban
¢s daganatok novekedésében. Mig az ErbB1 és az ErbB2 mezenchimadlis szdvetekben is
kifejezodik, addig az ErbB3 ¢és az ErbB4 inkabb csak az epitelidlis sejtekre jellemzo.
Kulcsfontossagi szerepet jatszanak a korai embrionalis fejlédésben, azon belil is a
szivfejlodésben, mivel az ErbB2 és az ErbB4 a szivizomban, az ErbB3 pedig a szivbillentylik
izomsejtjeiben expresszalodik, igy sziikségesek az egészséges sziv kifejlddéséhez, valamint az
eml6 mirigyek megfelel6 miikodéséhez [2]. Elengedhetetlenek a kdzponti és a periférias
idegrendszer kialakulasaban [3], de mutaciojuk, sejtfelszini tulzott kifejezOdésiik, rakos
transzformaciohoz vezethet [4].

Az ErbB receptorok kiterjedt homo- és heteroasszociacios halozatot alakitanak ki. A
molekulacsalad egyes tagjainak viselkedése eltér egymastol, de altaldnossagban elmondhato,
hogy stimuldlatlan sejtekben is asszocialt allapotban helyezkednek el, majd ligandum hatésara
ezen klaszterek atrendezddnek (a ligandumokrol részletesen lasd 2.2. alfejezet). Az ErbB1l
stimulalatlan allapotban kisméretli homoklasztereket alkot, melyek mérete aktivacio hatasara
n6 [5]. Az ErbB2-nek nincs ismert liganduma. A heterodimerizaciora hajlamos konformacio a
fehérje stimulalatlan allapotaban is megfigyelhetd, ezzel magyarazhato, hogy a tobbi ErbB
fehérje kitiind heterodimerizaciés partnere [6]. Aktivalatlan allapotban nagyméretii
homoklasztereket alkot, amelyekben sok az inaktiv ErbB2, majd aktivacié hatasara az ErbB2
elhagyja ezeket a nagy klasztereket [7]. Az ErbB3-nak nincs tirozinkinaz aktivitasa, ezért csak
heterodimer (pl. ErbB2-vel) szerkezetben tud aktivalodni [8]. Irodalmi adatok alapjan az
ErbB3 stimulalatlanul homoaggregatumokat alkot. Az ErbB4 hasonloan az ErbB3-hoz
elsédlegesen az ErbB2-vel képez dimert [9].

A négy transzmembran receptor szerkezete és funkcidja igen nagy hasonlosagot mutat.
Az ErbB1 fehérje felépitése lathato az 1. abran. Az extracelluléris rész 620 aminosavbol épiil
fel, négy doménbdl all, melyek koziil kettdé leucinban, kettd pedig ciszteinben gazdag. A
leucinban gazdag szubdomének (L1/I és L2/III) képesek a ligandum megkdtésére, mig a
ciszteinben gazdagok (CRI1/II/S1 és CR2/IV/S2) a receptor dimerizacidjaban jatszanak fontos
szerepet. A két fo alegységet egy 23 aminosavas, o-helikdlis szerkezetli transzmembran

domén koti Ossze, amelynek Iényeges szerepe van a ligandum kotése utdni konformdcio-
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valtozas atterjedésében az extracellularis doménektél az intracellularisokhoz. A
transzmembran szegmenshez kotddik intracellularisan a 40 aminosavbol alld juxtamembran
domén, majd ezt kdveti a foszforilalhatod tirozinkinaz domén, mely kiilonbozé jelatviteli
utvonalak szabalyozasaban jatszik fontos szerepet. A C-terminalis végen talalhatéak a

foszfotirozint kotd effektor molekulak kotohelyei [10, 11].

domain I (L1)
Herl

165

domain Il (CR1)

domain llI (L2)

480

domain IV (CR2)

transmembrane
juxtamembrane

tyrosine kinase

regulatory region

.

1. abra: A Herl szerkezete (Burgess, Molecular Cell, 2003, 12(3):541-52.)

Az ErbB3 receptor tirozinkindz doménje inaktiv a kindz doménben 1évé aminosav
szubsztitucio miatt [11]. Az EGFR és az ErbB3 extracellularis részének két konformacioja
ismert (2. abra): az egyik, un. ,nyitott” konformacio akkor stabilizalodik, amikor ligandum
kotédik a receptorhoz. A masik, un. ,,zart” konformécidban az I-es €s Il1-as domének kozotti
ligandum kot6é zseb bezarddik. Ebben a konformacioban a receptor nem képes ligandumot
kotni, és ezt az allapotot egy, a Il-es és IV-es domének kozotti intramolekularis hid
stabilizalja [12]. Az egyik elmélet szerint a ligandum kotédés indukalja a zart konformacio
nyiltba vald atmenetét, mas elképzelések szerint pedig a receptor konformécidja allanddéan
fluktudl a zart és a nyitott allapot kozott, €s a ligandum kotédése csak stabilizalja a nyitott

konformaciot.
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extracellular

intracellular

»zart” (ligand-nélkili) forma »nyitott” (ligand-ko6tott) forma

2. abra: Az EGFR konformacio valtozdsa (Franklin, Cancer Cell, 2004, 5 (4):317-28.)

Az ErbB2 fehérje eltér a csalad tobbi tagjatol (3. abra), ugyanis az extracellularis
ligandum ko6t6 domének altal képzett ligandkotd zseb tal kicsi. Az ErbB2-nek a mai napig
nincs ismert fiziologias liganduma, ezért csak heterokomplexben képes jelatviteli utvonalak
aktivalasara [13]. Az ErbB2 extracellularis doménje (ECD) a feltételezések szerint mindig
Lnyitott” allapotban van, még monomer formaban is, ami megmagyarazhatja, hogy miért ez a
molekula a kedvelt dimerizacids partnere a csaldd masik harom tagjanak (preferencialisan az
ErbB3-nak). Elektrosztatikus taszitas miatt homodimerizacidja csak akkor figyelhetd meg, ha
a sejtek felszinén thlzottan expresszalodik, vagy mutacié van jelen a transzmembran

doménjében.

ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4

Ferguson et al. (2003) Mol Cell Cho ot al. (2003) Nature Cho & Leahy (2002) Science Bouyain & Leahy, Unpub.

3. abra: Az ErbB receptorok extracelluldris doménjeinek szerkezete
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Mara mar viszonylag sok kristalyszerkezeti adat all rendelkezésilinkre az EGFR csalad
tagjairol, de ezek fbéleg az extracellularis domén egy részére és az intracellularis kinaz
doménre vonatkoznak. Ezekbdl a receptorok miikddésére lehet kdvetkeztetni, de pontosabb
megértésiikhoz elengedhetetlen a receptor teljes szerkezetének ismerete. Emellett ismertek
még az ErbB2 immunterdpidban hasznalt antitestekkel képzett komplexeinek
kristalyszerkezeti adatai is, igy a trastuzumab (Herceptin™) [14] és a pertuzumab

(Omnitarg™) [15] antitestek pontos kotodési helyét is feltartak mar (4. abra).

Omnitarg

ErbB2 (Pertuzumab)
¥

Herceptin
(Trastuzumab)

Cho et al. (20038) Nature Franklin et al. (2004) Cancer Cell
421 (6924): p.756-60. 5 (4): p.317-28.

4. abra: Terdpidaban hasznalt antitestek kotodési helye az ErbB2 kiilonbozo epitopjaihoz

2.2. Az ErbB receptorcsalad szignalizdcios folyamatai

Az ErbB csalad tagjai kiilonféle jelatviteli utak aktivalasaval valtozatos sejtvalaszokat
valtanak ki, igy mint proliferacio, talélés, adhézio, migracio és differenciacio.
Az ErbB receptorok ligandumai lehetnek membranba integralt fehérjék, valamint
proteolitikus hasitast kovetden az extracellularis térben jelenlevé szolubilis molekuldk. A
ligandumokat a receptorokhoz valo affinitasuk alapjan ma harom csoportba soroljuk:

1. EGF-szerii ligandumok, amelyek féleg az ErbBl-hez ko&tédnek: EGF, TGF-a
(transzformald novekedési faktor a), AR (amfiregulin), EPG (epigén).

2. Neuregulinok (Heregulinok), melyek a neuregulin receptorokhoz (ErbB3 és ErbB4)
kotédnek: NRG-1=HRG, NRG-2, NRG-3, NRG-4, ezen beliil a HRG-nak és a NRG-
2-nek o és P izoforméja is van.

3. Heparint kotd EGF (HB-EGF), BTC (betacellulin) és EPR (epiregulin), melyek
egyarant kotédhetnek az ErbB1-hez és az ErbB4-hez is.

-5-



Irodalmi attekintés

Az ErbB2-nek nincs ismert fiziologias liganduma, ugyanakkor heterokomplexet alkotva a
tobbi ErbB receptorral képes részt venni jelatviteli folyamatokban, hasonléan az ErbB3-hoz,
melynek tirozinkinaz doménje nem miikodoképes, igy onmagidban nem tud jelatviteli
utvonalakat aktivalni [6]. Ugyanahhoz az ErbB receptorhoz kot6dé kiilonb6z6 ligandumok
képesek eltérd biologiai folyamatokban részt venni a ligandum affinitasatol fiiggetleniil [16].

Epidermalis _novekedési_ faktor (EGF): az ErbBl (EGFR) receptor liganduma, 53

aminosavbol felépiilo polipeptid, melynek molekulatomege 6 kDa. Nagy affinitassal kotodik a

------

--------

[17].
Heregulin (HRG, NRG-1): az ErbB3 és az ErbB4 liganduma, 44 kDa molekulatomegii.
Tobb izoformaja is ismert, de a legtobbet emlitett a HRG-a és HRG-B, melyek szerkezetiiket

tekintve nagyon hasonléak, de a kotddés affinitasa eltér6. A HRG-a kotddése 2
nagysagrenddel kisebb, mint a HRG-B-¢é [18]. Kisérleteim soran a nagyobb affinitast HRG-f-
t hasznaltam.

Az ErbB receptorok ¢és ligandjaik altal indukalt jelatviteli utvonalakat szemlélteti az

5. abra.
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A kiilonboz6 ligandumok az ErbB fehérjék ECD-jéhez kotddnek, melynek hatdsara a
receptorok  konformacidvaltozast  szenvednek, ami  el6segiti a  homo-  és
heterodimerizaciojukat. Attol fliggden, hogy milyen ligandum mely receptorhoz kotddik, €s
azon beliil is pontosan melyik tirozin foszforilalodott, eltérd jelatviteli utvonalak aktivaloédnak
[19]. Az EGFR esetében az elsddleges adaptor fehérje a Grb2/SOS komplex [20], amely a
proto-onkogén Ras és azon keresztiil a Raf-1 fehérjéket aktivalja. A mitogén-aktivalt protein
kinaz (MAPK) utvonal szamos transzkripcios faktor aktivalasan keresztiil fokozza a sejtek
kindz (PI3K). Az aktivalt PLC-y, melyet kizar6lag az ErbB1 aktival az ErbB csaladon beliil,
felelds az 1,2-diacil-glicerol (DAG) és az inozitol-1,3,5-trifoszfat (IP3) masodlagos hirvivé
molekuldk képzddéséért. Az IP3 hatasara kalciumionok szabadulnak fel az intracellularis
raktarakbol, melyek befolyasoljak szamos Ca?*-dependens enzim miikodését, mig a DAG a
proteinkinaz C (PKC) kofaktora [21]. Elsdsorban az ErbB3-at is tartalmazé heterodimerek

rrrrr

felel6s, igy feltehetdleg az ErbB fehérjék antiapoptotikus hatasanak f6 mediatora [22].

2.3. Az ErbB fehérjék szerepe mellrakban, molekularis daganatterdpia

A daganatos sejtek novekedését gyakran a fokozottan kifejezett (,,overexpresszalt”)
onkogének befolyasoljak, ezért még eldrehaladott daganatos betegség esetében is sikeres lehet
olyan terapia alkalmazasa, amellyel a fokozottan kifejez6dé onkoproteint célozzak meg [23,
24]. Az ErbB2 gén amplifikacidja és fokozott sejtfelszini kifejezodése figyelhetd meg az
eml6tumorok 20-30%-aban [1], melyeket ErbB2-pozitiv emléraknak neveziink. Ha a beteg
daganata ErbB2-pozitiv, akkor betegségének rosszabb a prognozisa, mint az ErbB-negativ
betegeké, nagyobb a valdszinlisége az attétképzodésnek, tehat csokken a talélés esélye [25,
26]. A klinikumban jelenleg nincs olyan monoterapia, ami 6nmagaban elég hatasos lenne. A
leggyakoribb kezelés a kemoterdpia, azonban az alkalmazott citosztatikumok kivétel nélkiil
jelentds mellékhatasokat okoznak [27, 28]. A kemoterapiat gyakran radioterapiaval is
kombinaljak, azonban ennek is komoly mellékhatasai vannak [29]. A hagyomanyos
tumorterapids eljarasok mellett, amelyek aspecifikusak, egyre elterjedtebbek a molekuléris
alapu kezelések. Az egyik legfontosabb célmolekula az ErbB2, mivel a dimerizacid és
aktivacio gatlasaval csokkenthetd a daganatsejtek novekedése, tehat a receptor funkcidjanak
blokkolasaval befolyasolhatoak lehetnek a malignus folyamatok. Az ErbB2 gatldsa tobb

modon lehetséges, pl. tirozin kindz aktivitasanak gatlasa kinaz inhibitorokkal [30], az ErbB2
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fehérje termelésének gatlasa anti-sense oligonukleotidokkal vagy siRNS-sel [31], mRNS-ének
hasitasa ribozimmal [32], ErbB2 ellenes antitestekkel (trastuzumab, pertuzumab) [33],
toxinok kapcsolasa az antitestekhez (immunotoxin) [34], immunizalas ErbB2 peptidekkel
[35].

Tirozinkindz inhibitorként a klinikumban is hasznaljak az EGFR ellen a gefitinibet
(Iressa®) és az erlotinibet (Tarceva®), de elterjedében van az EGFR és ErbB2 tirozinkindz
aktivitdsat egyarant gatlé lapatinib (Tykerb®) molekula is. A kinazinhibitorok mellett
receptor ellenes monoklonalis antitesteket is hasznalnak mind az EGF receptor, mind az
ErbB2 ellen. Ezek egy része a ligandum kotddéssel kompetal (pl. az EGFR ellenes cetuximab,
Erbitux®) vagy a receptor aktivalodasat gatolja valamilyen modon, vagy az immunrendszert
aktivalja (részletesen lasd a kovetkez6 alfejezetben).

Az ErbB2 jelentdségét tovabb fokozza, hogy nem csak az ErbB csalad tagjaival, de mas
molekulakkal is alkothat funkcionalis egységet. Tobbek kdzott a MUC-4 [36], CD44 receptor
[37] és hialuronsav [38] olyan molekulak, amelyek kapcsolata az ErbB2-vel mar dokumentalt,

ugyanakkor ezek a molekulak 6nmagukban is szerepet jatszanak a tumorok fejlédésében.

2.4. Antitestterdpia, specifikus tirozin kindz inhibitorok
2.4.1. ErbB2 ellenes monoklonalis antitestek

Trastuzumab (Herceptin®, 4D5, 1gG1): A trastuzumab a 4D5 jeld, ErbB2 ellen egérben

crer

crer

engedélyezte 1998-ban az USA-ban az elérehaladt allapota, ErbB2-t fokozottan expresszalo
emlddaganatok kezelésére. II-es €s Ill-as klinikai fazisban egyértelmiien bebizonyosodott
daganatellenes hatasa mind monoterapia formajaban, mind kemoterapiaval kombinalva [39,
40].

Pertuzumab (Omnitarg®, 2C4): A pertuzumabot a 2C4 jelli egér monoklonalis antitest

humanizalasaval allitottak el6. Mivel az ErbB2 1II. extracellularis doménjében a dimerizacioért
felel6s hurokhoz kotddik, ezért sztérikusan gatolja az ErbB2 heterodimerizacidjat [41].
Elénye, hogy nemcsak megillitja a sejtek novekedését, hanem a tumor méretét is csokkenti,
elpusztithatja a rékos sejteket, ellentétben a trastuzumabbal. Képes arra is, hogy a rdkos sejtek
felszinén akar csak kis mennyiségben megjelend ErbB2 fehérjének a csalad mas tagjaival (pl.
ErbB3) torténd heterodimerizacidjat megakadalyozza [15], és igy blokkolja a Ras-MAPK

jelatviteli ttvonalat.
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2.4.2. ErbBl1 ellenes monoklonalis antitest
Az ErbB receptorcsalad mas tagjai ellen termeltetett antitesteket is vizsgalnak, amelyek
koziil tobb klinikai kiprobalas vagy mar alkalmazas alatt all.

Cetuximab (Erbitux®): a tumorterapidban hatékonyan alkalmazzdk a cetuximabot, az

EGF receptor elleni humanizalt monoklonalis antitestet, melyet az EGFR ECD-je ellen
terveztek. Kompetitiven gatolja az EGF kot6dését a receptorahoz [42].

2.4.3. ErbBl tirozinkinaz gatlok

Az ErbBl1 fokozott kifejez6dése a daganatok széles spektrumédban ¢észlelhetd.
Kulcsfontossdgii olyan sejtfunkciok szabalyozasaban, mint a sejtek talélése, igy ha
megakadalyozzuk  aktivacidjat  (anti-ErbB1  antitestekkel vagy  specifikus  kindz
inhibitorokkal), gatolhatjuk a mésodlagos jelatvivd rendszereket, ezaltal megakadalyozhatjuk
a sejt talélését, a daganatok novekedését.

Gefitinib (Iressa®), Erlotinib (Tarceva®): a klinikumban is hasznalt EGFR elleni protein

kinaz gatldo daganatellenes gyogyszerek, melyek eldsegitik a tumorok novekedésének és
terjedésének lelassuldsat. Ezek a gyogyszerek elsdsorban azokban a specidlis esetekben
hatasosak, amikor az ErbBl-et kifejezé daganat a receptor kindz doménjében mutaciot
tartalmaz [43].

A molekularis, 0j tdmadéaspontu gyogyszerek elonye, hogy 4ltalaban csak azon
daganatokra hatnak, melyek a célmolekulat kifejezik és a célmolekula kifejezddése a daganat
fennmaradasaban fontos szerepet jatszik. Ezen szlik hatasspektrum miatt kevés a
mellékhatasuk. Azonban ugyanezen ok miatt szinte minden onkoprotein, vagy tagabb
értelemben daganat keletkezésében szerepet jatszo molekula ellen ki kell fejleszteni
specifikus gatloszert, és meg kell tanulni, hogy ezek, ill. ezek kombinacidja, mely daganatok
ellen hatasosak. Ezért az 01j tamadaspontu gyogyszerek kutatasara jelenleg is nagy erdket
Osszpontositanak. A fejlesztésre az alabbi modszereket hasznaljak:

(i) a molekulat tudatos eljarassal tervezik meg a target fehérje haromdimenzids

szerkezete alapjan

(if) a célfehérje ellen monoklonalis antitestet készitenek

(iii) a természetbOl véletlenszeriien izolalnak uj molekulakat, melyek daganatellenes

hatasat is vizsgaljak. Ezen molekuldk koziil azok a legértékesebbek, melyek 0jszerii
hatasmechanizmust mutatnak (pl. a National Cancer Institute ,,Compare” adatbazisa

alapjan).
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A 25-29 alfejezetekben az A4ltalam részletesebben vizsgalt két, molekularis
tamadaspontu gyogyszerrdl, a trastuzumabrol (ii. csoport, ErbB2 ellenes monoklonalis
antitest) és az elisidepsinrél (iii csoport, természetbdl izolalt anyag szintetikus szarmazéka)

irok részletesen.

2.5. Trastuzumab hatasmechanizmusa

A kedvezo klinikai eredmények miatt a trastuzumab széles korben alkalmazott gyogyszer
ErbB2-t fokozottan kifejezé emlédaganatok kezelésében. Kezdetben elérehaladott daganatok
kezelésében alkalmaztak monoterapidban mint végsd lehetdséget, manapsag viszont mas,
konvencionalis kemoterapids szerrel kombinalva hasznaljdk a primer tumor eltavolitasat
kovetden vagy inoperabilis daganatok esetében. A széleskorli alkalmazas ellenére
hatdsmechanizmusa ma sem teljesen ismert. Irodalmi adatok alapjan, in vitro koriilmények
ko6zott, az alabbi mechanizmusokat feltételezik:

» az antitest kdzvetlen, daganatsejtekre kifejtett hatasa:

e A trastuzumab, mint bivalens antitest, keresztkot két ErbB2 receptort és ezzel
olyan jelatviteli utakat indit el, amelyek egyik eredménye az ErbB2
internalizacidja és down-regulacidja (a sejtfelszini ErbB2 mennyisége
csokken), valamint a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) és a foszfatidil-
inozitol-3-kinaz (PI13K) utvonalak inaktivacidja, ami végiil apoptozishoz vezet
[44, 45]. Masik elmélet szerint a trastuzumab aktivalja a PTEN (foszfataz- és

tenzinhomoldég gén) foszfatdzt, ami az Akt defoszforilacidja 1tjan

e a trastuzumab csokkenti a ciklin D1 expressziojat, ami csokkenti a p27kipl
fazisban torténd leallitasat a ciklin E/cdk2 komplex gatlasa altal [47].

e noveli az ErbB2 human leukocita antigén-l1-hez (HLA-I) kapcsolodo

e a trastuzumab gétolja az ErbB2 metalloproteazok altali proteolitikus hasitasat,
ami egy olyan trunkalt ErbB2 receptort eredményez, ami csak az intracellularis
és a transzmembran domént tartalmazza ¢és konstitutivan aktivalja a

masodlagos jelatviteli rendszereket [49].
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» indirekt hatas a tumorsejtekre, mely in vivo alkalmazas esetén valosulhat meg:

e a kezelés csokkenti a kis erek szamat és atmérdjét, aminek hatterében négy
érképzodést segitdé novekedési faktor (vaszkularis endotél novekedési faktor
(VEGF); transzformald6 novekedési faktor-o (TGF-a); angiopoietin-1,
plasminogen aktivator inhibitor-1 (PAI-1)) expresszidjanak csokkenését
talaltak és érképz6 gatld novekedési faktor (pl. thrombospondin-1 (TSP-1))
szintjének novekedését. Ezeket allatkisérletek soran mutattak ki [50].

e az immunrendszer altal, kozvetve létrejovo hatds, melynek sordn az emlétumor
sejtek ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity) segitségével
pusztulnak el. Ennek sordn a daganatsejt felszinéhez kotodott antitestet Fc-y
receptorral rendelkezd immunkompetens sejtek felismerik és elpusztitjak. Az
antitest Fc részének fontos szerepét bizonyitja, hogy (i) Fc rész mentes,
bivalens F(ab), fragmentum daganatellenes hatasa gyengébb vagy
elhanyagolhaté a teljes antitesthez képest; (ii) aktivalo Fc-y receptor deficiens
egerekben a trastuzumab sokkal kevésbé hatékony [51, 52].

A trastuzumab lehetséges mechanizmusanak sematikus szemléltetését a 6. abra mutatja:

Nahta et al. . "',c: \ >

Cancer Lett., 232: 123. (2006) Chemotherapy

Phenotype. S\ .
activation &y 7 ® © Cell-mediated
y Immunity

In vitro

. /
NK lymphocyte

In vivo: ADCC

6. abra: A trastuzumab hatismechanizmusanak szemléltetése
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Korabban a trastuzumab ErbB2-t down-regulald képességét tartottak leginkabb felelésnek
daganatgatlo hatasaért, de ujabb klinikai vizsgalatok alatamasztjak az Fc rész medialta ADCC
fontossagat, ahol is az Fc-receptorral rendelkezé6 immunsejtek (NK sejtek, neutrofil
granulocitak, monocitdk, makrofagok) o6lik meg a daganatsejteket. A gyodgyszer hatasanak
nagyobb részéért (~2/3) az ADCC felelés, ~1/3-ad része mogott pedig az antitestnek a

daganatsejtekre kozvetleniil kifejtett hatasa all.

2.6. Trastuzumab rezisztencia

A kedvezd klinikai eredmények ellenére sajnos néhany ErbB2-pozitiv mellrak
elsédlegesen rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab terapiara, és az esetek nagy
részében a rezisztencia egy éven beliil kialakul azoknal a betegeknél is, akik kezdetben
valaszoltak a terapiara (szekunder vagy szerzett rezisztencia) [40, 53]. A trastuzumab
rezisztencia feltehetden multifaktoridlis és az alabbi mechanizmusok egyarant feleldsek
lehetnek ennek kialakulasaért:

» kiilonbozo alternativ jelatviteli utvonalak aktivalodasa

I.  EGF-szerli ligandumok autokrin termelése fokozhatja az ErbB csalad mas
tagjain keresztiili jelatvitelt [54]
ii.  az inzulin-szerii névekedési faktor receptor utvonalanak aktivalodasa [55]
iii. Akt atvonal aktivalodasa [56]

» epitdp maszkirozas:

I.  aMUC-4 nevii sejtfelszini szialomucin eltakarhatja az ErbB2 trastuzumab
kot epitopjat (maszkirozas) [36, 57]

ii. a trastuzumab ErbB2-h6z valo kotédését a tumorban felhalmozodo
hialuronsav is gatolhatja [38]

» aPTEN tumorszuppresszor csokkent expresszioja [46]

» elégtelen trastuzumab altal kivaltott ADCC reakcio; a rezisztencia kialakulasa
ebben az esetben transtuzumab-kozvetitette ADCC-vel szembeni rezisztencia
kialakulasat jelenti [51]

Munkam soran a rezisztencia mechanizmusok koziil részletesen az ErbB2 hialuronsav altali
maszkirozasaval foglalkoztam, ugyanis munkacsoportunk és masok is felvetették korabban,
hogy egyes molekulak (MUC-4, hialuronsav) képesek lehetnek eltakarni az ErbB2 receptort,
igy a trastuzumab kevésbé fér hozza. A 2.7-2.8 alfejezetekben ennek részleteit foglalom

0ssze.
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2.7. A CD44 molekula szerkezete és funkcidja

A CD44 molekulat (limfocita homing receptor, PGP-1, Hermes antigén, HUTCH-1), az
ErbB proteinek interakcios partnerét, elséként mint hialuronsav receptort irtdk le, aminek
szintén fontos szerepe van szamtalan humdn tumor kialakulasaban és fejlodésében. Standard
formaja egy 80-90 kDa-os transzmembran glikoprotein. Szerkezetét tekintve harom részre
oszthato: ECD, transzmembran domén és citoplazmatikus domén. Az ECD amino terminalis
szakasza globularis szerkezetli, melyet harom diszulfid-hid stabilizal. Ezt koté (link)
doménnek is nevezik, itt talalhato a hialuronsav-koté régio is. A hialuronsav kotédése a
CD44-hez aktivalja a receptort és az asszocialt molekulakon (pl. ErbB2) keresztiil valtozatos
jelatviteli utvonalakat indit be [37], amelyek elésegitik a migraciot és a metasztazisképzést. A
hialuronsav akkumulacioja egyértelmiien a tumor kedvezétlen prognozisanak indikatora [58].
A fentiek alapjan megalapozottnak tiinik az ErbB2-hialuronsav indirekt kdlcsonhatds szerepe
emlétumorban, azonban a pontos mechanizmus nem ismert.

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a membranproteinek funkciondlis szabalyozasanak
egyik eleme az extra-, illetve intracellularis doménjeik proteolitikus hasitasa [59]. A
ligandkoto rész (ektodomén) levalasaért és extracellularis részbe torténd jutasaért (shedding)
tobbféle proteolitikus mechanizmus felelés. A shedding soran képzo6dott CD44 szolubilis
intracellularis domén transzlokalodik a magba és ott transzkripicds folyamatokat indit be.
Ennek fontos szerepe van a tumorok metasztazisképzésében. Szamtalan faktorrol (pl. EGF,

heregulin, kis molekulasulyt hialuronsav) kimutattak, hogy fokozza a CD44 sheddingjét,

crer

crer

elosegiti a tumorok migracidjat, attétképzését és a daganatos progressziot [60].
Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy a trastuzumab csokkenti a CD44 kis
molekulasulyt hialuronsav és a heregulin altal kivaltott sheddingjét [61] és ezzel
Osszefliggésben csokkenti a keringé daganatsejtek mennyiségét kisérleti egerekben [62]. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy a hialuronsav, a CD44 és az ErbB fehérjék egyiitt egy

jelatviteli komplex részeit képezik.

2.8. A hialuronsav (HA) szerepe a tumor progresszioban és az ErbB2
maszkirozdasaban
A hialuronsav egy anionos poliszacharid, nagy mennyiségben megtalalhatdé a koto-,

epitelialis és idegszovetekben. Nagy térkitoltésii molekula, az extracellularis matrix (ECM)

egyik f6 komponense. Jelentds szerepet jatszik a karcinogenézisben [63]. Tumorokban
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megfigyelheté a HA mennyiségének novekedése, amit a hialuron szintaz (HAS1-3) termel a
malignus vagy a stroma sejtekben [64, 65]. A HA kozremiikodik a sejtndvekedésben és
motilitasban, de még nagyobb szerepe van a proliferacioban, migracioban,
véredényképzésben, multidrog resisztenciaban (MDR) ¢és az epitelialis-mezenchimalis
atmenetben (EMT) [63]. Az utobbit a HA vagy annak kis molekulasulyu degradacios
termékének kotédése valtja ki elsddleges sejtfelszini receptoraihoz (CD44, RHAMM) [66].
Ezek a receptorok vagy kozvetleniil stimulaljak a sejtvalaszokat vagy ErbB fehérjéket is
magukba foglaldo multiprotein komplexek részeként [61, 63]. Ugy tiinik, hogy a hialuronsav
kett6s szerepet jatszik a malignus folyamatokban. A magas HA tartalma adenokarcindmak
(féleg ndknél) agressziven ndvekednek és enyhén differencidltak, mig laphamrakok (foként
férfiaknal) esetében a csokkent HA szint tarsul rossz prognoézissal [63]. Tovabba, a HA
tultermelddése az emldkarcinoméakban meggyorsitja a tumor ndvekedését a stroma sejtek
toborzasa miatt, stimulalja a véredényképzodést, ami a tumor kedvezbtlen prognoézisanak
indikatora [58, 67, 68].

A fenti hatasokon kiviill munkatarsunk korabban sejtvonalon (in vitro) és egér
xenograftokon végzett kisérletei bizonyitottdk, hogy az ErbB2 hialuronsav altal torténd
maszkirozasa a trastuzumab kotodésének csokkenéséhez és rezisztencia kialakulasahoz
vezethet. JIMT-1 xenograftok, amelyek kezdetben szenzitivek voltak a kezelésre, ~10 hét
folyamatos kezelés sordn fokozatosan rezisztensé valtak trastuzumabra. A rezisztencia
Kialakulasat valdsziniileg az ErbB2 hialuronsav altal torténé maszkirozasa okozta, hiszen a 4-
metilumbelliferon (4-MU), a hialuronsav szintetaz gatloszere, szignikifansan novelte a
trastuzumab tumorsejtekhez vald kotédését (in vivo és in vitro) és a trastuzumab tumorellenes
hatasat [38]. Elmondhato, hogy a 4-MU szabadda tette az ErbB2 trastuzumab-k&té epitopjat,
¢és ezaltal hasonld terapias hatasi molekulak a jovOben akar gydgyszerként is hasznalhatoak

lesznek.

2.9. Az elisidepsin molekularis hatasmechanizmusa

Mivel sok természetes, allati, ill. ndvényi eredetli anyagnak van farmakoldgiai és
biologiai hatasa, ezért ezen forrasok olyan 1) hatdéanyagok felfedezésének forrasai, amelyek
alkalmazaséaval kevesebb mellékhatassal ugyanolyan vagy nagyobb tumor ellenes hatas érhetd
el. Egy ilyen igéretesnek bizonyul6 anti-tumor anyag a Kahalalide F, amit el6szor a Csendes-
6cean (Hawaii) egyik puhatestiijéb6l (Elysia rufescens) vontak ki, ugyanis ezek egy olyan
alga fajtaval (Bryopsis pennata) taplalkoznak, amelyek ezt a citotoxikus hatasii anyagot
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termelik [69]. Mivel a Kahalalide F izolalasa elég nehézkesnek bizonyult, ezért ennek egy
kozeli rokonat szerves kémiai szintetézissel kezdték el elallitani [70]. Ennek a hatoanyagnak

a neve az elisidepsin (C;7H125F3N1401g), kereskedelmi neve pedig az Irvalec (PM02734).

H,C NH
(e} H O §
CH3 4o H CH, O < "CH,
H CH,

7. abra: Az elisidepsin kémiai szerkezete

Az elisidepsin egy olyan ciklikus depszipeptid (egy vagy tobb amid kotést észter kotés
helyettesit), ami a daganatos megbetegedések széles spektrumdban bizonyult in vitro
kisérletek alapjan hatdsosnak. Még a részletes farmakodinamikai tanulmanyozas -eldtt
nyilvanvalova valt, hogy az elisidepsin egyedi hatdsmechanizmussal rendelkezik, ugyanis a
National Cancer Institute (NCI) ,,Compare” analizise alapjan tumoros sejtvonalakra kifejtett
hatasspektruma kiilonbozik minden mas, korabban karakterizalt vegytiletétdl. Ezen reményt
kelté kezdeti eredmények alapjan varhatd volt, hogy olyan daganatokra is hatdsos lesz,
melyek a hagyoméanyos kemoterapikumok ellen rezisztensek. Az elisidepsin hatassal van
tobbfajta tumor tipusra (mell-, vastagbél-, hasnyalmirigy-, tiid6-, prosztatarak) és mivel pre-
kliniai vizsgalatokban anti-tumor hatdsa a nem kissejtes tiidérakban (NSCLC) jelentds
(erlotinibbel kombinalva), ezért bevezették a fazis II klinikai vizsgalatokba még azel6tt, hogy
részletes hatasmechanizmusat feltartak volna [71].

Bar tdmadaspontjardl keveset tudtunk, megfigyelések szerint a vegyiilet a lizoszomalis
membran felszakadasat [72], sejtmag fragmentaciot [73] és nekrotikus sejthalalt [73-75]
indukal, melyet intenziv sejtduzzadas kisér. Azt feltételezték, hogy mind a Kahalalide F, mind
az elisidepsin az Akt aktivacio gatlasaval fejti ki hatasat [74, 76]. Egy ujabb cikk szerint az
elisidepsin a tumor-sejtek plazmamembranjara hat, ahol is a lipid kettdsréteg atrendezédését

valtja ki [77]. FA2H-val (fatty acid 2-hydroxylase) torténé transzfekcié érzékenyebbé tette a
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sejteket az elisidepsin irant, utalva arra, hogy az enzimnek, ill. az altala Iétrehozott 2-hidroxi
zsirsavaknak szerepe van a drog hatasmechanizmusaban [78]. Az FA2H-nak szerepe van a
lipid tutajok stabilizacidjaban [79], tehat feltételezhetjiik, hogy az clisidepsin membranhoz
kotddése a lipid tutajokban torténik.

Indirekt bizonyitékok alapjan feltételezték, hogy az ErbB proteinek szerepet jatszhatnak
az elisidepsin hatdsmechanizmuséban. Janmaat és munkatarsai korrelaciot talaltak sejtek
Kahalalide F iranti szenzitivitasa és ErbB3 expresszidjuk kozott és ErbB3 transzfecioval
fokozhato volt a sejtek Kahalalide F iranti érzékenysége [74]. Mas eredmények szerint az
elisidepsin iranti szenzitivitds nemcsak az ErbB3, hanem az ErbB1-3 fehérjék expresszios
szintjével all korrelacioban [76]. Bar az emlitett cikkekben kozolt korrelaciok elég gyengék
voltak, a szerzOk azt allitottdk, hogy az elisidepsin hatdsmechanizmusdban az ErbB fehérjék

fontos szerepet toltenek be.

2.10. Molekularis asszocidciok szerepe és azok vizsgalata
transzmembran receptorok kisebb-nagyobb mértékii csoportosulasa, illetve konformacio
valtozasa sokszor elengedhetetlen a ligandum-receptor kolcsOnhatas végkimenetelének
meghatdrozasaban. Szamtalan molekularis ¢és immunoldgiai vizsgadlomodszer 4ll
rendelkezésiinkre a sejtfelszini fehérje kdlesonhatdsok vizsgélatira, azonban egyesek jelentds
hatrannyal is rendelkeznek. A leggyakrabban hasznalt médszerek az alabbiak:

1. Kvalitativ-szemikvantitativ eljarasok:

» hagyomanyos molekularis biologiai modszerek (,co-capping”, koprecipiticio,
kémiai keresztkités, \Western-blot technika): értékes informacidt szolgaltat a
fehérjék elhelyezkedésérdl, azonban az alkalmazott kivonasi és izolalasi eljarasok
eleve megakadalyozzdk, hogy a fehérjéket a sajat kornyezetiikben vizsgaljuk,
masrészt ezek a modszerek mesterséges aggregatumok kialakulasét is okozhatjak
[80].

»Co-capping”: a vizsgalat soran a fuoreszcens festékkel konjugalt antitesttel

megjelolik a sejteket, aztan anti-lIgG-vel inkubaljak, majd végiil megfestik egy masik

fehérje ellenes, eltérd szinli fluoreszcens jelzéssel ellatott antitesttel. A két
fluoreszcens jel egy ,sapkaban” (cap) torténd megjelenése a két molekula

kolcsonhatéasara, egyiitt mozgasara (ko-mobilitas) utal.
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koprecipitdacio: a legtobb fehérje a sejtben mas fehérjékhez kotve helyezkedik el. Ha a
komplex egyik fehérjéje ellen termelt ellenanyaggal immunprecipitaljuk a fehérjét,
megfeleld koriilmények kozott a komplex tobbi tagja is immunprecipitalodni fog.
kémiai keresztkotés: A koprecipitacios technika kiegészitdjeként hasznaljak olyan
esetekben, amikor a vizsgalt fehérjék kozotti kolcsonhatas nem eléggé stabil, és ezért a
lizis soran nem maradnak egylitt. A kémiai keresztkotés soran az €16 sejtben kovalens
kotést hoznak létre az egymadssal kolcsonhato, ill. egymashoz kozel levd fehérjék
kozott, melyek kapesolddasa igy irreverzibilissé valik. [81].

Western-blot technika: a koprecipitacios és kémiai keresztkotésen alapuld modszerek

végsO 1épése minden esetben a fehérjék Western-blottal torténd azonositdsa. A

Western-blot fehérje keverékek egyes komponenseinek ellenagyag segitségével

torténd szelektiv kimutatdsara alkalmas modszer. Informéciot nyerhetiink az

ellenanyag altal felismert fehérjék molekulatomegérdl, egy fehérje keverékben
el6forduld, azonos epitdoppal rendelkezd komponensek szamarol, relativ aranyarol

Kvantitativ meghatarozasra csak korlatozott mértékben alkalmas. Ennek az eljarasnak

a lényege, hogy a fehérje elegyet SDS-poliakrilamid gél-elektroforézis segitségével

elvalasztjuk molaris tomegiik alapjan, majd a fehérjéket membranra (PVDF,

nitrocelluléz) blottoljuk at és az atblottolt fehérjéket mutatjuk ki elsddleges, ill.

masodlagos ellenanyagok hozziadasaval.

» éleszté két-hibrid (yeast two-hybrid, Y2H) és bimolekularis fluoreszcencia
komplementacios (BiFC) technikak: altalanosan hasznaljak fehérjekomplexek
azonositasara €s azok interakciojara, hatranya hogy a fragmentéalddott fluoroférok
¢s transzkripcios faktorok rekonstrualasa irreverzibilis.

Y2H mddszer: alapelve, hogy a legtobb eukaridta transzkripcios faktor két fehérje

doménbdl all: DNS-koté domén (DKD) és aktivator domén (AD). A DKD a

specifikus promoéter szekvenciakhoz kotédik, mig az AD az RNS polimeraz I1I-t viszi a

promoter részhez. A két domén csak egyiitt tud transzkripciot elinditani, viszont

megorzik aktivitasukat, ha mas fehérjével fuzionaltatjuk 6ket. A transzkripcids faktor
két doménjét elvalasztjuk egymadstdl, és az egyik domént egy ismert fehérjével
fuzionaltatjuk (,,bait” vagy ,.csali” fehérje). A masik doménhez egy expresszios
konyvtar fehérjéit fuzionaltatjuk (,,prey” vagy ,,aldozat” fehérje). Mind a csali, mind
az aldozat fehérjéket tartalmazdé plazmidot bejutattjuk a célsejtbe. A reporter gén
transzkripcidja csak akkor fog megindulni, ha a transzkripcids faktor két doménjét a

csali és az aldozat fehérje 6sszekapcsolja egymassal [82].
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BiFC technika: A moddszer alapelve nagyon hasonlit a Y2H technikahoz.
Fluoreszcens fehérjét N- és C-terminalis részét kodold plazmidokat hoznak 1étre, és a
,kettévagott” fluoreszcens jelzéfehérje N-, ill. C-terminalis részeit illesztik kiilon-
kiilon a vizsgalando fehérjékhez. Ebben az esetben csak akkor jon létre fluoreszcencia,
ha a vizsgaland6 fehérjék kolesonhatdsanak kovetkeztében a fluoreszcens fehérje két

része kell6 kozelségbe keriil egymashoz és 6sszekapcsolodik [83].

Az eddig emlitett modszerek hatranyai kozé tartozik, hogy a kdvetkezd pontban felsorolt
megkozelitésekkel ellentétben nem adnak kvantitativ informaciot a fehérje kdlcsonhatasok
mértékérdl, ill. szinte minden esetben jelentds az aspecifikus kdlcsonhatdsok kimutatasanak a
vesz€lye. Ezt a sejt lizist igénybe vevd modszerek esetében maga a lizis okozza, amely
elsdsorban a membranfehérjék esetében jelentds mértékben megvaltoztatja a fehérje
kornyezetét. A kémiai keresztkotés esetén nyilvanvaldan a kovalens keresztkdtd dgens hozhat
létre olyan kapcsolatokat, amelyek a sejtben nem léteznek. A Y2H és BiFC technikdk esetén
pedig felmertil annak a lehetdsége, hogy a kdlcsonhatdst nem a ,,csali” és az ,,aldozat” fehérje
hozza létre, hanem a transzkripcios faktor két alegysége vagy a fluoreszcens fehérje N- és C-
terminalis doménje.

A fenti hatranyok ellenére a Y2H és a hozza hasonld eljarasokat nagy ateresztoképességii
vizsgalatokban (high throughput screening, HTS) is alkalmazzak, melyek a korai fazist
gyogyszerkutatds meghatdrozd modszerévé valtak. Ugyanis nyilvanvalova valt, hogy a
jelatviteli folyamatok megértése, 1ill. lehetséges gyogyszertdmadaspontok azonositasa
szempontjabol elengedhetetlen a fehérjék interakcids mintdzatanak (,,interactome”) feltarasa.
A HTS modszer sordn kivalasztott célfehérje kiindulasi pontja lehet egy esetleges gyogyszer
kifejlesztésének [84]. Tehat ezek a modszerek csak meggyorsithatjadk a vezérmolekulak
kivalasztasat, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek a molekulaszerkezet feltarasara.

2. Kvantitativ mddszerek:

» mikroszkopos kolokalizaciés mérések: két molekula kolokalizacioja azt jelenti,
hogy preferencialisan ugyanazokban a pixelekben fordulnak elé a mikroszkopos
képen. Ezt atalaban a két fluoreszcencia intenzitas kozotti korrelacio elemzésével
bizonyitjak. A kolokalizacidé kimutatisa nem bizonyit molekuléris kdlcsonhatast,
csak azt, hogy a két fehérje a mikroszkop feloldasi szintje altal meghatarozott
tavolsadgon belill helyezkedik el egymastdl. Ezt okozhatja kozvetlen molekularis

kolesonhatés, de ugyanazon lipid mikrodoménbe torténd preferencidlis beépiilés is.

-18 -



Irodalmi attekintés

» FRET modszer: a FRET egy fluoreszcens donor és egy akceptor molekula kozotti
dipol-dipdl kolcsonhatas révén 1étrejovo energiadtadas, amely hatékony intra- és
intermolekularis, nanométer [éptékli tavolsagok (molekularis konformacid-
valtozasok, molekularis interakciok) vizsgalatdban. Homo-FRET valtozatanak
mérésével a receptor asszociatumok méretét iS meg lehet hatarozni [7]. A
fluoreszcens jelolési modszerek (pl. fluoreszcens antitest, fluoreszcens fehérjék)
»sejt-barat” tulajdonsaga miatt kivald olyan szempontbdl, hogy €16 sejteken
alkalmazhaté anélkiil, hogy a sejtek fiziologids allapotaba jelentosen

beleavatkoznank. A modszer 1ényegét 1asd a 4.7.-es pontban.

» FCS modszer: kis térfogatban lejatszodo reakciok egyensulyanak és kinetikajanak,
egylittes  mozgasanak  vizsgalatara  kifejlesztett  technika.  Konfokalis
mikroszkopiaval valo parositdsa tette alkalmassa az FCS-t biologiai rendszerek
tanulmanyozasara [85, 86], igy fehérje-DNS, antigén—antitest, ligandum-receptor
kolesonhatdsok ¢és nukleinsavak hibridizdciéja is tanulményozhato ezzel a

technikdval, de csak akkor haszndlhato helyesen, ha sikeriil a minta

crer

crer

mérjiikk. Mivel a detektaldsi térfogat olyan kicsi (~ femtoliteres térfogat), hogy
néhany molekulat tartalmaz atlagosan, a fluoreszcencia fluktuaciok amplitaddja a
diffuzios egységek nagysagaval aranyos: tehat dimer esetében kétszer akkora, mint
monomer esetében. Ez a modszer a sejtek molekularis szintli kolcsonhatasainak a
szinte egyetlen vagy legalabbis néhany molekulara lesziikithetd vizsgalatat teszi
lehet6vé. Ilyen feloldasu vizsgalatok in vivo rendszerekben eddig nem léteztek. A
modszert mar ma is széleskoriien alkalmazzék a gyogyszeriparban.

A fehérje asszociacid vizsgalatara haszndlt modszereket kvantitativitasuk mellett az
alapjan is osztalyozhatjuk, hogy egymastdl milyen tavol levé molekuldk kozotti interakciot
képesek detektalni. A FRET, az élesztd két-hibrid, a fluoreszcencia komplementacid
kozvetlen molekuléris kolcsonhatdsokat mutat ki. A fluoreszcens mikroszkopos eljarasok
(kolokalizaci6, FCS) annyit arulnak el, hogy a vizsgalt molekulak a mikroszkop
feloldoképessége (~200 nm) altal meghatarozott tavolsagon beliil helyezkednek el. A

koprecipitacio és kémiai keresztkotés eljarasok pontos feloldoképessége nehezen definidlhato
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amiatt, hogy a moddszer jelentds perturbaciot okoz a vizsgalt molekuldkban, ill.
kornyezetiikben, de valdsziniileg a molekuldris és mikroszképos moddszerek kozott
helyezkedik el.

A proximitas ligacids vizsalat (proximity ligation assay, PLA) egy tjabb technika,
melynek teljesitoképességét kvantitativ szempontbdl még nem vizsgaltdk. A modszer képes
protein interakcidok (pl. protein dimerizacid) vagy modifikaciok (pl. protein foszforilacio)
detektalasara és egyedisége abban mutatkozik meg, hogy modositatlan, friss sejteken és
fagyasztott metszeteken is alkalmazhat6 a tobbi modszerrel ellentétben. A modszer
molekularis interakciok detektalasara hasznalt valtozata azon alapszik, hogy a két vizsgalt
molekulat olyan antitestekkel jelolik meg, melyekhez DNS oligonukleotidokat kotottek. A két
antitesthez kotott oligonukleotidok tn. 6sszekotd (,,connector’”) oligonukleotidok segitségével
hibridizalnak egymassal (ha molekuldris kozelségben vannak egymashoz), és egy cirkularis
DNS molekula jon 1étre, amit RCA (,,rolling circle amplification”) reakcioval felerdsitenek. A
képzo6dott amplifikalt terméket fluoreszcens oligonukleotid hibridizaciojaval teszik lathatéva

[87]. Az in situ PLA moédszer 1épéseit a 8. abran kovethetjiik végig:

1. Blokkolas és elsddleges
antitestek kotodése
PLA proba kotodése
Hibridizécio

Ligacio

Amplifikacio

o U A W N

Detektalas

8. abra: A PLA kisérlet folyamatdnak lépései (Duolink Kit haszndlati utmutato, Olink
Bioscience)

1. Ugyanazon molekula vagy komplex két kiillonbozd epitopjdhoz két kiilonbozd tipust
elsddleges antitest kotodik.
2. Két PLA probat, vagyis oligonukleotidokkal konjugalt, egyméssal nem kompetald

masodlagos antitestet kdtnek a primer antitestekhez. Ha az oligonukleotidok az elsddleges
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antitestekhez vannak kotve, akkor ez a 1épés nem sziikséges. Az egyiket ,,priming”, a mésikat
»hon-priming” oligonukleotidnak nevezziik. A ,,non-priming” oligonukleotid ,,csak” a PLA
probat koti a 3. pontban leirt cirkularis DNS-hez, mig a ,,priming” oligonukleotid az 5-0s
pontban leirt RCA reakcidban primerként viselkedik.

3. A megfelelé kozelségbe keriilé oligonukleotidok ¢és az 6sszekotd oligonukleotidok egy
cirkularis DNS molekulat képeznek.

4. A cirkularis DNS molekulat DNS ligdz hozzaadasaval folytonossa teszik.

5. DNS polimeraz és nukleotidok hozzaaddsa utan az jonnan formalodott cirkularis DNS
molekula RCA reakcio altal amplifikdlodik. Az RCA reakci6é soran a ,,priming”
oligonukleotid hosszabbodik meg azaltal, hogy a cirkularis DNS molekula szekvenciaja tobb
kopidban hozzamasolodik.

6. A keletkezett egyszala DNS molekula fluoreszcensen jelzett komplementer
oligonukleotiddal detektalhato.

A mintak jelét fluoreszcens mikroszkdppal lehet vizsgalni. A PLA elényei k6zé tartozik, hogy
optimalis koriilmények kozott extrém kis fehérje-koncentraciok és a fehérje asszociaciok kis
mennyisége is kimutathat6, a molekuldk orientdcidja nem befolyasolja a folyamatot és
alacsony a hattér [88, 89]. Hatranya viszont, hogy a sok inkubacios 1épés miatt idéigényes, és

ugyanezen okndl fogva jelentds sejtveszteség 1éphet fel a jelolési protokoll soran.

2.11. Lipid tutajok szerkezete, biologiai funkcioi

A plazmamembrant amfipatikus lipid molekuldk kettds rétege alkotja, melybe
fehérjemolekulak siillyednek bele [90]. A Singer-Nicolson modell alapjan a sejtmembrant
alapvetéen homogén rendszernek tételezték fel [91]. Az utobbi évek kutatasai alapjan
azonban nyilvanvalova valt, hogy a sejtmembranban olyan mikrodomének talalhatok,
amelyek struktiraja, lipid- és fehérjedsszetétele eltér a kornyezetétdl [92]. Bar feltételezhetd,
hogy tobbféle ilyen mikrodomén létezik, a legismertebb ezek koziil a lipid tutaj (raft). [93]. A
lipid tutajokat tobbféleképpen szoktak definialni:

o A vizsgalatok szerint a lipid tutajok tobb fizikokémiai tulajdonsaga eltér a kornyezd
membranra jellemz6 paraméterektél. Igy siirtiségiik alacsonyabb, hideg nemionos
detergensben oldhatatlanok [94]. Ezen tulajdonsagaikat Osszefiiggésbe hoztak a
lipidek magas foku lokalis rendezettségével, az ennek megfeleléen kialakulo
folyadék-rendezett (,,liquid ordered”) fazissal, szemben a plamzamembran tobbi

részére jellemzd folyadék-rendezetlen (,,liquid disordered”) allapottal. Tovabba a
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lipid tutajok telitett lipidekben, koleszterinben, szfingolipidekben ¢és proteinekben
gazdagok, mely  tulajdonsidgok  szintén  hozzajarulhatnak  detergens
rezisztenciajukhoz. A lipidek zsirsav komponensének telitett jellege miatt erds
lipid-lipid kélcsonatasok alakulnak ki a lipid tutajokban.

. A fenti biokémiai definicié alapvetd problémaja, hogy a detergens rezisztencia és a
stiriség meghatarozasdhoz a membrant fel kell oldani, igy a kapott eredmények
intakt membranban talalhatdo viszonyokkal valéo Osszevetése nehézkes. A lipid
tutajokban talalhat6 lipid és fehérje komponensek fluoreszcens jelzését kdvetden
lehetséges a lipid tutajok kozvetlen megfigyelése kiillonb6zo mikroszkopos és
spektroszkopos technikékkal. fgy megéllapitottak, hogy a plazmamembranban
léteznek olyan, 20-200 nm atméréji  dinamikus struktirdk, melyek nagy
valdszintiséggel megfelelnek az el6z6 pontban biokémiailag definialt lipid
tutajoknak [95].

Egy-egy adott sejtben egyszerre szdmos (kialakulo, leépiild, fuzionald) lipid raft 1étezik
mindségileg és mennyiségileg eltérd protein és lipid tartalommal. A koleszterin kulcsszerepet
jatszik a raftok szerkezetének kialakulasdban és funkcidjaban. A koleszterin membranra
gyakorolt hatasa fiigg a koleszterin lokalis koncentraciojatol, a koriilotte 1évo lipidek és
proteinek mennyiségétdl és mindségétdl. A koleszterin telitetlen zsirsavak esetén csokkenti,
mig telitett zsirsavak esetén noveli a membran fluiditasat. A fluiditasnak alapvetd szerepe van
a membranfolyamatokban [96].

A lipid tutajok a membranstruktarat vizsgald kutatokon kiviil a transzmembran jelatvitel
irant érdekldddk szamdra is fontosak, hiszen szadmtalan transzmembrén és periférias
membranfehérjérdl, receptorrol kimutattdk, hogy preferencidlisan lipid tutajokban talalhato.
Ezen fehérjék funkcidjat a lipid tutajok jelenléte, Osszetételének esetleges megvaltozasa is

befolyasolja. Pl. az EGF receptorcsaladba tartozo ErbB2 fehérje a lipid tutajokban talalhato és

------

crer

jelatvitel szempontjabdl fontos molekularis kdlcsonhatasok kialakulasat. A lipid tutajoknak a
a szignaltranszdukcios folyamatokon kiviil fontos szerepiik van a
exocitdzisban/endocitoézisban, apoptdzisban, a koleszterin és gliikoz felvétel szabalyozasban
¢€s a membran proteinek szelekcidjaban és szallitdsaban.

A lipid tutajban taldlhatdo membranfehérjék egy specialis osztalyat alkotjak a glikozil-
foszfatidil-inozitol (GPI-) horgonyzott fehérjék. Ezek a fehérjék a membran kiils6é lipid
rétegéhez kapcsolodnak [98]. A GPl-horgonyzott fehérjék mobilitds szempontjabol a
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lipidekhez hasonlitanak, ugyanis a membranba nem egy transzmembran fehérje szegmens
segitségével, hanem egy lipid molekula altal dgyazédnak. A GPI oldallanc kapcsolodéasa
fehérjékhez az endoplazmatikus retikulum (ER) lumenében torténik a kovetkezéképpen: a
szintézis befejezése utan bizonyos fehérjék C-termindlis része enzimatikusan leszakad a
fehérje tobbi részétdl és egy eldre megszintetizalodott GPI molekuldhoz kapcsolodik

ugyanezen enzim segitségével.
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3.Célkituzések

Egyetemi doktori munkdm sordn az ErbB receptor orientalt daganatellenes terapia
molekularis vizsgdlataval, ill. az ilyen jellegii kisérletek soran gyakran alkalmazott fehérje
asszociacios mérések két tipusanak, a FRET ¢és a PLA moddszer Osszehasonlitasaval
foglalkoztam. A kisérletek elsd fazisdban az irodalmi adatok alapjan az ErbB fehérjékre hato,
Klinikai vizsgalatokban mar alkalmazott elisidepsin nevii hatdéanyag hatasat vizsgaltuk
emldkarcinéma sejtvonalakon. Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestiik a véalaszt:

e mennyire fligg az ErbB expressziotdol a kiilonbozd sejtvonalak elisidepsin irdnti
érzékenysége

e befolyasolja-e az elisidepsin az ErbB ellenes antitestek kotddését, valamint az ErbB

e a drog indukal-e membran-valtozasokat, kiilonds tekintettel a lipid tutajokban esetleg
detektalhat6 valtozéasokra.

Munkdm maésodik fazisdban az ErbB2-t fokozottan expresszalo emlddaganatok
kezelésében széleskortien alkalmazott trastuzumab antitest ellen kialakuld rezisztencia egyik
munkacsoport korabbi, in vitro és allatkisérletes, eredményei alapjan a trastuzumab
rezisztencia egyik lehetséges oka az ErbB2 hialuronsav 4ltal toérténd maszkirozasa, mivel a
hialuronsav szintetdz gatloszere szignikifinsan novelte a trastuzumab tumorsejtekhez vald
kotodesét €s a trastuzumab tumorellenes hatasat. Mivel ezt a jelenséget emberi
tumormintdkon még nem irtdk le, ezért kisérleteinkben az alabbi kérdésre kerestiik a valaszt:

e milyen Osszefliggés van human eml6tumor mintdkon a hialuronsav mennyisége ¢és
trastuzumab kotédés kozott.

A fehérjék klaszterbe rendezédése kulcsfontossdgu a jelatviteli folyamatokban. Sok
modszer van a protein kolcsonhatasok vizsgalatara. Egyesek koziiliik csak kvalitativ
jellegick, mig masok kvantitativak és szolid fizikai elveken alapulnak (pl. FRET, FCS), de
csak olyan koriilmények kozott alkalmazhatok, amikor a hattér fluoreszcencia elhanyagolhato.
Ezért van sziikség 0jabb technikékra, amelyek hasznalhatok nehéz kisérleti koriilmények
kozott is (pl. metszetek). Ilyen nemrég leirt megkozelités a proximitas ligacios vizsgalat
(PLA), aminek kvantitativ szempontbol torténd elemzését még nem végezték el. Ezért célul
tliztiik ki annak vizsgélatat, hogy
e aPLA jel intenzitasa aranyos-e a protein asszociaciojaval, ill. expresszios szintjével

e aFRET ¢és PLA hasonl6 eredményeket ad-e ugyanazon bioldgiai rendszerek esetében.
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4.Anyagok és modszerek

4.1. A kisérletekhez alkalmazott sejtvonalak és plazmidok

Kisérleteinket SKBR-3 (trastuzumab-szenzitiv eml6tumor), MCF-7 (human mellrak),
CHO (kinai horcsog ovarium) és A431 (epidermoid karcindéma) sejtvonalakon végeztiik,
melyek az ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA) gyljteményébdl
szarmaznak, és specifikacidjuknak megfelelden tenyésztettiik dket korai konfluens allapotig
37C°-on 5% CO; jelenlétében, 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint és antibiotikumokat tartalmazo
médiumban. Az aramlasi citometrias kisérletekhez a sejteket 0.05% tripszin és 0.02% EDTA-t
tartalmazé PBS oldattal tavolitottuk el a flaskabol. Mikroszkdpos mérésekhez a sejteket Lab-
Tech™ I (Nalge Nunc International, Rochester, NY) vagy up-Slide ibiTreat (lIbidi,
Martinsried, Germany) 8 Ilyuka, fed6lemez alji kamraban novesztettik kb. 80%-0S
konfluencia eléréséig.

Az ErbB2-vel stabilan transzfektalt CHO (CHO-ErbB2) valamint az ErbB2-vel és
ErbB3-mal transzfektalt CHO (CHO-ErbB2-3) sejtvonalakat az intézetben allitotta elé Juhasz
Judit, Roszik Janos és Duarte Lisboa a kdvetkezO protokoll szerint. A transzfekciohoz
Lipofectamine2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) reagenst alkalmaztak. A CHO sejtekbe
transzfektalt ErbB2-pcDNA3 plazmidot Yosef Yarden-t6l (The Weizmann Institute of
Science, Rehovot, lzrael) kaptak. A transzfektalt sejteket 1 mg/ml G418-al szelektaltak, majd
trastuzumab jeloléssel aramlasi citometrids szeparalas segitségével izolaltak az ErbB2-t
kifejez6 sejteket. Ezekbe a sejtekbe transzfektaltak az ErbB3-pcDNAG6-ot, amit az YFPN1-
ErbB3 plazmidbol allitottak eld, mely Toézsér Jozseftl (Debreceni Egyetem, Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézet) szarmazott. El6szor az ErbB3 szekvenciat amplifikaltak PCR
segitségével az YFP-ErbB3 plazmidbol. A két PCR primer Kpnl és a Notl restrikcios helyeket
tartalmazott. Az amplifikalt ErbB3 szekvenciat a Kpnl és Notl restrikcios enzimekkel
linearizalt pcDNA6 plazmidba (Invitrogen) ligaltak. Az ErbB3-pcDNAG6-tal stabilan
transzfektalt sejteket 30 pg/ml blasticidinnel szelektaltdk és tovabbi aramlasi citométeres
szortirozassal valasztottak Ki azokat a sejtek, amelyek H3.90.6-tal (ErbB3 ellenes antitest)
pozitiv jel6l6dést mutattak. A CHO-ErbB2-3 sejtek ~2x10° ErbB2 és ~10° ErbB3-fehérjét
expresszalnak, amit Qifikit (Dako, Glostrup, Dénia) segitségével hatdroztak meg aramlasi
citometriaval. A transzfektalatlan CHO sejtek nem fejeznek ki ErbBl-et vagy ErbB3-at, de
egy nagyon alacsony endogén ErbB2 expresszié mutatkozik, ami sem aramldsi citometriaval,

sem Western-blottal nem detektalhato, csak reverz transzkripcios PCR-rel [99, 100].
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Az A431-erbB1-eGFP, A431-erbB2-mYFP és az A431-erbB3-citrine sejtvonalak stabilan
expresszaljak az ErbB1-eGFP-t (eGFP-hez fuzionalt ErbB1l), az ErbB2-mYFP-t (monomer
YFP-hez fuzionalt ErbB2) és az ErbB3-citrine-t. Ezeket a sejtvonalakat, melyek eléallitasat
korabban leirtak [101], Donna Arndt-Jovin-tol kaptuk (Max Planck Institute for Biophysical
Chemistry, Gottingen, Németorszag). A kisérleteinkben hasznalt sejtvonalak ErbB

expresszidjat az alabbi tablazat foglalja 6ssze (l. tablazat):

Seitvonalak Fehérje szim/sejt (x10°)
ErbB1 ErbB2 ErbB3
CHO 0 ~0 0
CHO-ErbB2 0 200 0
CHO-ErbB2-ErbB3 0 200 100
A431 2000 20 3
A431 erbB1 3100 20 15
A431 erbB2 1200 950 1.5
A431 erbB3 2000 20 800
SKBR-3 50 800 15

I. tablazat: A kisérletekben haszndlt sejtvonalak ErbB expresszios profilja.
Az ErbB proteinek kifejezédésének szintjét aramlasi citometriaval Qifikit segitségével
hataroztuk meg.

4.2. RNS interferencia

A sejteket validalt “MISSION shRNA” plazmiddal transzfektaltuk, melyekrdl a sejtek
ErbB3 ellenes shRNS-t allitottak el6 (TRCN0000009835, NM_001982.x-4705s1c1;
szekvencia: CCGGAGGTTAGGAGTAGATATTGACTCGAGTCAATATCTACTCCTAA
CCTCTTTTTG; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). A transzfekciot a Lonza (Cologne,
Németorszag) Nucleofector berendezésével hajtottuk végre, T oldatot és X-001 programot
hasznalva az A431 sejtek esetében, valamint C oldatot és E-009 programot az SKBR-3
sejteknél. A transzfekciot kovetden a sejteket 96-lyukt edénybe tettiik ki és a tovabbi
vizsgalatokat (elisidepsin kezelés) 60 oraval késobb kezdtiik, hogy a kifejez6d6 shRNS altal

kialakitott RNS interferencia miatt az ErbB3 expresszios szintje jelentésen csokkenjen.
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4.3. Alkalmazott antitestek és vegyiiletek

Kisérleteinkben az aldbbi ErbB1 ellenes antitesteket hasznaltuk: a klinikumban is

hasznalt Cetuximab-ot a Merck-t6l (Darmstadt, Németorszag) vasaroltuk; az mAb 528
monoklonalis antitestet (Mab528) a HB-8509 hibridoma sejt termeli, amit az ATCC-t6l
szereztiink be; az EGFR455 monoklonalis antitestet a ,,455” hybridoma sejtvonal termeli,
amit a European Collection of Cell Cultures-t61 (Wiltshire, UK) vasaroltunk.
Az ErbB2 ellenes trastuzumab (Herceptin®, 1gG1l) antitestet a Roche Magyarorszag Kft-tol
vettilk. A trastuzumab a klinikumban is alkalmazott terapids monoklondlis antitest, mely az
egér 4D5 antitest humanizalt valtozata. A pertuzumab (Omnitarg®, 2C4) és a 7C2
monoklonalis antitestek a Genentech Inc. (South San Francisco, CA) ajandékai voltak. A
hibridoma sejtvonalak altal termelt antitesteket protein affinitas kromatografiaval tisztitottuk.
Az ErbB3 ellenes egér monoklonalis antitesteket (H3.90.6, H3.90.12 és H3.105.5) a
LabVision/Thermo Fisher Scientific-t61 (Fremont, CA) szereztik be. PLAP (placental
alkaline phosphatase) elleni monoklonalis antitestet (A2951) a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis,
MO) vasaroltuk.

Az elsédleges antitesteket AlexaFluor488, AlexaFluor546 és AlexaFluor647 (Molecular
Probes/Invitrogen, Eugene, OR) fluoreszcens festékekkel konjugaltuk a gyartd Utmutatasa
szerint. Alexa647 festékkel konjugalt GAMIG F(ab’),-t (goat anti-mouse immunoglobulin G)
a Molecular Probes/Invitrogen-tdl vasaroltuk meg.

Az EGF-et és a heregulin-B1 fehérjét az R&D Systems-t6l (Minneapolis, MN), mig a
TMA-DPH-t és a Laurdan-t a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, MO) szereztiik be. A TMA-DPH
indikatort tetrahidrofuranban, mig a Laurdant DMSO-ban oldottuk fel. Az elisidepsin
(PM02734, Irvalec®) elnevezésii depszipeptid a PharmaMar (Madrid, Spanyolorszag)
gyogyszergyar terméke és DMSO-ban oldottuk fel 1 mg/ml-es koncentracioban.

4.4. Western blot analizis

A sejteket PBS-sel (pH=7.4) mostuk, majd ezt kovette a lizalas protedaz és foszfataz
inhibitor koktéllal (Roche) kiegészitett Ripa puffer (50 mM Tris-HCI; 1% NP-40; 0,25% Na-
deoxycholate; 1 mM NaCl; 1 mM PMSF; lupg/ml Aprotinin; 1 pg/ml Leupeptin, 1 mM
NazVO,4;, 1 mM EDTA) felhasznalasaval. A fehérje extraktumot molekulatomeg alapjan SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) vélasztottuk szét, majd PVDF membranra
blottoltuk. Az ErbB2 és ErbB3 receptorok expresszidjanak detektalasa mAb#2248, illetve
mADb#4754 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) antitestek felhasznalasaval tortént.
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4.5. Eletképesség vizsgdlatok

Az elisidepsin rovidtava citotoxikus hatasat mikrofluorimetrias propidium-jodid
(tovabbiakban: PI) felvétellel vizsgaltuk. A sejteket nagy strtiségben fekete fala, lapos alju,
96-lyuku sejttenyészté edénybe tettiik ki és a teljes konfluencia eléréséig hagytuk oOket
elisidepsint tartalamazo friss tapfolyadékot adtunk hozzajuk. A kontroll mintahoz elisidepsin-
mentes médium keriilt. A mintdk négyszerezve voltak a pontosabb mérés érdekében. A
fluoreszcencia intenzitast Victor3 Multilabel Counter (Perkin Elmer, Waltham, MA) plate
olvasdval detektaltuk 37°C-on, 531 nm-es gerjesztési €s 632 nm-es emisszids hullamhosszon.

A drog hosszatavii hatasat az életképességre a sejtek mitokondrialis dehidrogenaz
akvititasanak mérésével hatdroztuk meg ELISA reader segitségével. Egy vizben old6do
tetrazolium-s6 (WST-1 reagens: 4-[3-(4-jodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzol diszulfonat, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) a mitokondriumok
aktivitasaval ardnyos mértékli szinvaltozast mutat. A reakcié csak az életképes sejtekben
zajlik, igy a mért abszorbancia az é16 sejtek mennyiségével korrelal. A sejteket (~7x10°
darab) 96-lyuku sejttenyészté edénybe tettiikk ki 24 oraval a kisérlet megkezdése el6tt. A
kezelés elisidepsint kiilonb6zd koncentracidban tartalmazo oldatokkal tortént 2 6ran at, majd
mosas utan még 3 napig hagytuk 6ket novekedni sejttenyésztdé médiumban 37°C-on CO;
inkubatorban. A kiilonb6z6 minték triplikalva voltak. A WST-1 reagens abszorbanciajat 450

€s 620 nm-en mértiik, majd a relativ sejtszamot az alabbi formula segitségével szamitottuk ki:

A —A
450 %20
RS = W ) 1)
%50 20

ahol az A4so és az Ago a 450 és 620 nm-en mért mintak abszorbancia értékei, mig az Azesfo és

az Agezfo az azonos sejtszamu, kontroll mintakra jellemz abszorbancia.

Az 1Cs (félhatasos gatld koncentracid: az a koncentracid, ahol a sejtek 50%-a elpusztult)

értékek meghatarozasdhoz a mérési pontokra az alabbi képletet illesztettiik:

Anax B Anin
110" (loa(e)-log(1c50)) )

Aﬂin +

ahol Anin és Amax @ legkisebb, illetve a legnagyobb abszorbancia érték, n a Hill koefficiens, ¢

az elisidepsin koncentracidja és a log pedig a tizes alapu logaritmus.

-28 -



Anyagok és modszerek

4.6. Eletképesség vizsgdlatok statisztikai elemzése

Egyszempontos variancia analizist (ANOVA, one-way analysis of variance) hasznaltunk
a kiilonbozo sejtvonalakon mért ICsq értékek és a PI fluoreszcencia intenzitasok (30 és 60
perceknél) Osszehasonlitdsara. A dozis-hatds gorbék illesztését SigmaStat (Systat., San Jose,

CA) programmal végeztik.

4.7. Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések

A FRET méréseket FacsArray aramlasi citométeren (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ) végeztik. AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-tal jelolt antitesteket hasznaltunk
donorként, ill. akceptorként. A donor, FRET és akceptor fluoreszcencia intenzitasat rendre a
Yellow, FarRed és a Red csatornakban mértiik. A Yellow és FarRed intenzitdsokat 532 nm-en
gerjesztettiik szilard fazist 1ézer segitségével és egy 585/42 nm-es sdvszlirdn (bandpass, BP),
ill. egy 685 nm-es feliilatereszt6 sziirén (longpass, LP) keresztiil detektaltuk. A Red intenzitas
gerjesztése 635 nm-en tortént didda 1ézer alkalmazasaval és a fluoreszcenciat 661/16 nm-es
savsziron mértilk. A citométeren hasznalt 1ézer hullamhosszakat, detektorokat és detektalasi

sziirbket a jobb atlathatosag kedvéért tablazatban is feltiintettem (1. tablazat):

lézer 532 532 635
FACSArray detektor Yellow FarRed Red
sziiré 585/42 685LP 661/16BP

1. tablazat: A vizsgdlatban hasznalt FACSArray dramlasi citométer optikai adatai

A lézereknél a gerjesztés hullamhosszat, a detektornal a gyari elnevezést, a szlirdknél pedig a
szirdk ateresztési hullamhossz-tartomanyat (pl. 585/42: 564-606 nm kozott; 685LP: 685 nm
felett; stb.) jeloltem.

A FRET tulajdonképpen egy sugarzasmentes energiaatadas, ahol a gerjesztett allapotban
1évo fluoreszcens molekula (donor), valamint egy megfeleld spektroszkopiai paraméterekkel
rendelkezé molekula (akceptor) kozott dipol-dipol kdlesonhatds jon létre. Az energiadtadas
legfontosabb feltételei:

e adonor és az akceptor kdzotti tadvolsag 2-10 nm
e adonor emisszids €s az akceptor abszorpcids spektrumanak atfedése
e adonor ¢és az akceptor megfeleld relativ orientacioja

A FRET-et azért hasznaljak kiterjedten a biologidban, mert segitségével a donor és
akceptor kozotti tavolsag mérhetd, ill. a donor-akceptor tavolsdg megvaltozasa becsiilhetd.
Ennek alapja az, hogy a FRET sebességi allando (Krrer) a donor és akceptor kozotti tavolsag

hatodik hatvanyaval forditottan aranyos:
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Keper =konst-J-n"* -k, -R™°- &2, )

ahol J a donor emisszids és az akceptor abszorpcids spektrumainak atfedési integralja, n a
kozeg torésmutatdja (ezt 1,4-nek feltételezik sejtfelszini jel6lés esetén), ki a donor
fluoreszcencia atmenet sebességi allanddja, R a két molekula tavolsaga és a x* a donor és az
altalaban csak a donor és az akceptor kozotti tavolsag (R) és a relativ orientacio (x°) jon
szamitasba. Legtobbszor a két vizsgalt molekula relativ orientdcidja nem ismert, de a
molekuldk gyors forgasa miatt a lehetséges iranyok kiatlagolodnak és a K° értékét 2/3-nak
tekintjiik [102, 103]. igy feltételezhetjiik, hogy a FRET sebességi allanddja csak a két
molekula atlagos tavolsaganak fiiggvénye.

A FRET hatasfokot (E), ami megadja azon gerjesztett donor molekuldk aranyat, melyek
FRET segitségével relaxalodnak, tobbféleképpen ki lehet szamolni, azonban leggyakrabban a

kritikus Forster tdvolsag felhasznalasaval szoktak kifejezni:
RG
E=—H2—, 4
R; +R° @
ahol az R, az a tavolsag, amelynél az adott donor-akceptor par esetében a FRET hatasfoka
50% [104].
A FRET hatékonysagot sejtenként értékeltiik ki a ReFlex szoftvert alkalmazva

(www.freewebs.com/cytoflex) [105]. A mérés soran detektaljuk a mintak intenzitas-értékeit a
donor (Yellow, az egyenletekben I;), FRET (FarRed, az egyenletekben I,) és az akceptor
(Red, az egyenletekben I3) csatornakban. Minden fluoreszcencia intenzitas értéket a jeloletlen
sejtek intenzitasdval hattér-korrigalunk. Ezen paraméterek ismeretében a donorral ¢és
akceptorral jelolt minta mért intenzitasai a harom csatornaban a kovetkezok lesznek:

|l:|D(l—E)+|AS4+%|DEO(

2

I, =1,(1—E)S, +1,5, + I ,Ea

S
IS:ID(l—E)SS+IA+S—jIDEa )

A fenti egyenletekben az Ip és Ia valtozok a kioltatlan donor intenzitast és a kozvetleniil
gerjesztett akceptor intenzitast jelolik. Az Sia faktorok a donor és az akceptor mas

fluoreszcens csatornakkal mutatott spektralis atfedését jellemzik. Az S; és Sz a donor
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fluoreszcencia FRET, ill. akceptor csatornaba, az S, és S, pedig az akceptor FRET, ill. donor
csatornaba torténd atvilagitasat jellemzik. Az S; és Sz faktorokat csak donorral, mig az S; és

S, faktorokat csak akceptorral jelolt mintdkon hatarozzuk meg az alabbi egyenletek szerint:

I
=i S=
1

Il

| |
5, =18, =1t (6)
3

w

A gyakorlat azt mutatja, hogy az S; faktor értéke az altalunk alkalmazott donor-akceptor parra
(AlexaFluor546-AlexaFluor647) a FacsArray aramlasi citométeren altalaban nulla, igy az 5-

0s egyenletrendszer megoldasara a kovetkezot kapjuk:

E _1S,(1,-1S,-1,5,+188S,)

C-= - (7
1-E « 1S, - 1,S,
Az energiatranszfer hatékonysagat pedig az alabbiak szerint szamithatjuk ki:
C
- 8
1+C ®)

Az a faktor egy olyan, a miszert és az adott donor-akceptor part jellemz6 allando, amely
megadja, hogy a miiszer adott optikai konfiguracidja esetén mekkora egy gerjesztett akceptor
molekula FRET csatorndban mérhetd intenzitdsa egy gerjesztett donor molekula donor
csatornaban mérhetd intenzitasahoz képest. A kdvetkezOképpen szamolhato:

(P .gDLD )
Lo &ala

a =

ahol ¢, a donor molaris abszorpcios koefficiense, &,az akceptor molaris abszorpcios
koefficiense, L, ésL, a donor és az akceptor jeldlési aranya (F/P), vagyis az antitestenként

felkotodo festék molekuldk szdma. Az o faktor szamolasahoz két mintat kell felhasznalni: az
egyiket egy antitest donorral jelolt valtozatdval, a masikat pedig ugyanazon antitest
akceptorral jelolt valtozataval festjiik meg. A csak donorral jel6lt minta donor csatornaban
mért fluroeszcencia intenzitasat |; p-vel, a csak akceptorral jelolt minta FRET csatornaban
mérhetd intenzitasat pedig I, o-val jeloljiik.

A FRET kisérletekhez a sejteket kétszer mostuk PBS-ben, majd kb. 1 millio sejtet 50 ul
PBS-ben szuszpendaltunk fel és ezt kovette egy 30 perces, jégen vald jelolés (sotétben) a
megfeleld festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel. Végiil a sejteket hideg PBS-ben
mostuk szintén kétszer és 1%-0s formaldehid-PBS eleggyel tortént a fixalas [106].
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A PLA moédszernél féleg a FRET intenzitasok (lgrer) kiszamitasa volt fontos, amit a
kovetkezd egyenlet szerint szamitottunk ki:

lerer =1y Ea, (10)

ahol Iy a ki nem oltott donor intenzitisa FRET hianyaban és aranyos a fehérje expresszios
szintjével, amit donor-konjugalt antitesttel jeloltiink [106]. lgrer fluoreszcencia jelet az
aramlasi citometrias FRET csatornaban (FarRed) mérheté intenzitasbol a spektralis
atvilagitasok korrekcidja utan szamoltuk ki. A kontr abrakat és a trendvonalakat Matlab

(Mathworks Inc., Natick, MA) program segitségével szerkesztettiik.

4.8. Konfokadlis mikroszkopos vizsgalatok

A fluoreszcensen jeldlt sejtek vizsgalatira Zeiss LSMS510 konfokdlis 1ézer pasztazo
mikroszkdpot (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) hasznéltunk. A konfokalis képeket 0.5 um-
es optikai szeletekrdl vettiik fel 1 Airy egységre beallitott pinhole mérettel, 63x (NA=1,4)
nagyitasu olajimmerzids objektivet hasznalva. A fluoreszcens festékeket és GFP variansokat

argon-ion lézer segitségével gerjesztettiik az alabbiak szerint (111. tablazat):

fluoreszcens festék gerjesztés (nm) | detektalas (sziirok)
AlexaFluor488, eGFP 488 505LP
mYFP; citrine 514 530LP

1. tablazat: A vizsgdlatban hasznalt festékek és a konfokdlis mikroszkop optikai adatai
A gerjesztésnél a gerjesztési hulldmhosszakat, a detektalasnal a szlirk ateresztési
hullamhosszait tlintettem fel.

A képanalizis és az ortogonalis projekciok (vetiiletek) megszerkesztése Matlab (Mathworks
Inc., Natick, MA) programkornyezetben, Diplmage (Delft University of Technology, Delft,
Hollandia) fiiggvényeket felhasznalo, altalunk irt kiértékeld program felhasznalasaval tortént.

4.9. Fluoreszcencia anizotropia és generalizalt polarizdcio mérések

A feltripszinezett sejteket 10'/ml-es koncentraciéban Hank’s pufferben jelsltik 2 uM
TMA-DPH vagy 2.5 uM Laurdan oldattal szobahdmérsékleten, 20 percig. A fluoreszcencia
anizotropia mérésekhez a TMA-DPH-val jelolt mintdkat mosas nélkiil higitottuk Hank’s
pufferrel 10%ml koncentraciora, mig a Laurdan-jeldlt sejteket egyszer mostuk és
szuszpendaltuk Hank’s pufferrel 10%ml koncentraciora. A méréseket Fluorolog-3

spectrofluoriméteren (Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ) végeztiik. A kiivettatartd6 hdmérsékletét
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37°C-ra Allitottuk cirkulacios vizflirdd segitségével. TMA-DPH gerjesztése 352 nm-en

crer

L-formatumban mértiik a kdvetkezé képletnek megfeleléen [107, 108]:

I, -Gl
r=—w — (11)
I, +2Gl,
ahol Iy és I, a vertikalisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluoroforok fluoreszcenciajanak
vertikalis és horizontalis komponensei. A G korrekcios faktor a detektalasi rendszer
vertikalisan ¢és horizontalisan polarizalt fényre vonatkoztatott kiilonb6z6 érzékenységét

jellemzi:

Goim (12)
Ihh

ahol Iy, és Iy, a horizontalisan polarizalt fénnyel gerjesztett molekulak vertikalis és
horizontélis fluoreszcencia komponensei. A lipid molekuldk a lipid kettdsrétegben elsdsorban
oldaliranyt és forgd mozgast végeznek a membran fluiditdsatdl fiiggden; az anizotrdpia a
TMA-DPH festék rotacidos mozgasat jellemzi (a foszfolipid kettosréteg kiilso felének polaros
értékek nagyobb membranfluiditast jelentenek.

A membran kiilonbozd fazisi doménjeinek megoszlasat Laurdan segitségével vizsgaltuk,
ugyanis ez egy olyan, membranba ékel6dd fluoreszcens festék, amelynek emisszios
spektrumat a membran aktudlis hidrataltsagi szintje befolyasolja. A Laurdan indikétort 350
nm-en gerjesztettik és emissziojat a kék tartomanyban, 435 nm-en (lpe) és spektrumanak
vords szélén, 500 nm-en (lreq) detektaltuk. A fluoreszcens Laurdan generalizalt polarizacidjat

(GP) az albbi képlettel szamoltuk [109-111]:

GP = Iblue — Ired (13)
loe + e

blue

A GP értékét Laurdan fluoreszcenciajanak voros és kék spektralis részeinek aranya hatarozza
meg. Magas membran rendezettség alacsony lipid és Laurdan hidratacioval jar, ami csokkenti
a vizmolekuldk altal a Laurdan spektrumdban létrehozott vords eltolodas mértékét. Tehat
ebben az esetben a kék intenzitas értéke nd a vOroshoz képest, ami a GP ndvekedését

eredményezi.
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4.10. Paciensek, human metszet mintak

ErbB2 overexpressziot mutatdé emlétumoros betegeket vontunk be a vizsgalatokba, akiket
az Uzsoki utcai Korhazban (Budapest) kezeltek. A mintavétel a mitétek soran eltavolitott
szervrészletbdl torténik, még steril koriilmények kozott, amely nem akadalyozta a patologiai
feldolgozast, a betegkdvetés pedig nem befolyasolta az onkologiai kezelést. A specimenekbdl
eltavolitott mintakat azonnal folyékony nitrogénben fagyasztottak le és a minta nagysaganak
megfeleld fagyasztdo ampulldkban taroltak a kovetkezo folyamatig, amikor is 4 pm vastagsagu
metszeteket készitettek beldliik kriosztat segitségével, majd a jelolésig -70°C-on taroltak Oket.
Az ErbB2 szintet az Uzsoki utcai Korhaz Patoldgia Osztidlyan hataroztdk meg
hisztopatologiai feldolgozas soran paraffinba agyazott mintakbol. Az immunhisztokémiahoz
4B5 nyul ErbB2-ellenes monoklonalis antitestet hasznaltak (Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ) [112]. Az ErbB2 amplifikaciot FISH moddszerrel hataroztak meg Oncor
INFORM rendszert (Ventana Medical Systems) hasznalva a Semmelweis Egyetem 2. szamu
Patologia Tanszékén [113]. Csak azok a betegek keriiltek be a vizsgalatokba, akik erds
pozitivitast (2+ vagy 3+) mutattak mindkét teszt soran. A klinikai adatok Osszegylijtése a
betegek utankodvetése soran torténik. 45 paciens mintdjat jeloltiik meg. ~15 képet vettiink fel
¢és analizaltunk mindegyik egyén mintajarol. Az atlagéletkor 68 év (5% ¢és 95%-0s percentilis
36 és 87 év) volt. A betegek atlagos testsulya 66 kg volt (5% és 95%-0s percentilis 46 és 85
kg). A ndk atlag magassaga 161 cm volt (5% és 95%-0s percentilis 150 és 174 cm). A 45
nébol 7 dohanyosnak vallotta magat. A paciensek koziil 8-an neoadjuvans kemoterapiat
kaptak (cyclophosphamide + doxorubicin + 5-fluorouracil vagy docetaxel). A mitét utani
kezelés (amelyben a betegek nagy része részt vett) tanulmanyozasa a metszeteken a
maszkirozas szempontjabol irrelevans, ugyanis a mintdk a daganateltdvolitd mfitét soran
lettek Osszegylijtve. A vizsgéalatban résztvevd betegek korabban beleegyezd nyilatkozatot
toltottek ki. A vizsgalatot az Egészségiigyi Tudoméanyos Tandcs Tudoményos €és Kutatasetikai

Bizottsaga (ETT TUKEB) jovahagyta (ad.335/P1/2007).

4.11. Metszetek jelolése és azok vizsgalata konfokdlis mikroszkoppal

A metszeteket 4%-0s formaldehides-PBS eleggyel fixaltuk 20 percen at, majd két
alkalommal mostuk hideg PBS-sel 5 percen at, majd ezt kovetéen egy kétlépéses blokkolas
kovetkezett. El6szor a mintakat 30 percig inkubaltuk 1 mg/ml BSA-t tartalmazo blokkold
pufferben, hogy az aspecifikus jelolést megeldzziik. A masodik blokkolasi 1épés soran a

mintakat 30-30 percig inkubaltuk jel6letlen avidinnel és biotinnal (az endogén biotin blokkold
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kit ,,A” és ,,B” komponense, Invitrogen, Carlsbad, CA) a nem specifikus, az endogén biotin
esetleges jelol6désébdl szarmazo hattér kikiliszobolése miatt. Ez az el6kezelés azért sziikséges,
mert a szovetekben (elsésorban a mitokondriumokban) jelen 1évé endogén biotin avidint
kothet. Ennek meggatlasara hasznaljuk az avidint, a biotin pedig az avidinen maradt biotin-
kotohelyek blokkolasa miatt elengedhetetlen. Mosas utan a mintakat az elsddleges antitest-
keverékek jelenlétében inkubaltuk (4°C-on) egy éjen at, amely a kovetkezOket tartalmazta:
5ug/ml OP15 (az ErbB2 intracellularis epitopja elleni antitest, Calbiochem-Merck
Biosciences, Schwalbach, Németorszag), 5 pg/ml AlexaFluor546-trastuzumab és 5 pg/mi
bHABC (hyaluronic acid binding complex), mely Markku Tammi ajandéka volt (University
of Eastern Finland, Institute of Biomedicine, Kuopio, Finnorszag). A bHABC egy biotinilalt
porc proteoglikan fragment [114], amely specifikusan ko6tddik a HA  molekula
dekaszacharidnyi szakaszahoz. A mintak masodlagos jeloléséhez a kovetkezd antitesteket
alkalmaztuk: 5 pg/ml AlexaFluor488-streptavidin és 5 ug/ml AlexaFluor647-GAMIG
(mindkettd Invitrogen). Ezzel az antitest keverékkel egy oran at inkubaltuk a mintakat, majd
ismét kétszer mostuk ket és 1%-0s formaldehides-PBS eleggyel fixaltuk 20 percen at. A
végén a metszeteket ~15 ul Mowiollal (Merck) fedtiik le, hogy a fluoreszcencia kioltast
megeldzziik, majd vizsgalatuk konfokalis mikroszkoppal tortént.

A hialuronsav mennyiség csokkentésének trastuzumab kotddésre kifejtett hatdsdnak
demonstralasahoz néhany metszet mintat a jelolést megeldzéen 20 egység/ml Streptomyces
hialuronidaz (Sigma-Aldrich, H1136) enzimmel emésztettiink. Az enzimet PBS-ben oldottuk
fel, ami proteaz inhibitor koktélt (PIC; Complete Mini, Roche) tartalmazott és ebbdl 100 pl
keriilt a metszetekre. A kontroll mintakat enzim nélkiili PBS-PIC oldatban inkubaltuk. Az
emésztés egy ¢jen at 37°C-on tortént. Mosds utdn a mintdk jeldlése kovetkezett a fentebb
leirtak szerint.

A felvételeket Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal készitettiik 60x nagyitasu
(NA=1,35) olajimmerzios objektivvel. AlexaFluor488, AlexaFluor546 and AlexaFluor647
fluoreszcens festékeket a kovetkezé 1ézerek vonalaval gerjesztettiik: 488 nm, 543 nm és 633
nm. A harom festék emmisszidjat a kovetkezd spektralis regiokban detektaltuk: 515+15 nm,
590+35 nm és 705+50 nm. A mikroszkop szenzitivitasa és beéllitdsa nap, mint nap valtozhat,
ezért egy intenzitas korrekciot vezettiink be, hogy a kiilonb6z6 napokon felvett képeket Gssze
tudjuk hasonlitani. Rainbow kalibraciés beadekrdl (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)
minden alkalommal képeket vettiink fel és az intenzitasokbol korrekcids faktort szamoltunk,

amelyet a mintak konfokalis képei intenzitasainak egymasra normalasara hasznaltunk.
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4.12. Képanalizis, statisztikai kiértékelés

A képanalizis Matlab programkornyezetben, Diplmage fiiggvényeket felhasznalo,
altalunk irt kiértékelé program felhasznalasaval tortént. Roviden: az intenzitds tendenciat
(alacsony frekvenciaji hattér) ,top-hat” sziird segitségével tavolitottuk el, majd a kép
szegmentalasa kovetkezett, ahol a sejtmembranhoz tartoz6 ¢és azon kiviili pixeleket
azonositottuk. A szegmentalasra ,,k-means clustering”, ,,region growing” és ,,manually-seeded
watershed” szegmentacios algoritmusokat hasznaltunk és mindig a legjobbat valasztottuk ki
vizualis vizsgalat soran [115]. Kiszamitottuk az atlag fluoreszcencia intenzitast sejt és
kotdszoveti rostoktdl mentes teriileten és ezt az értéket minden pixelbdl levontuk a
hattérkorrekcio soran. Minden képre kiszamoltuk az atlagos HABC fluoreszcencia intenzitast
(hialuronsav strliség) és a pixelenkénti trastuzumab/OP15 hanyados atlagat. Ezeket a
paramétereket atlagoltuk az egyes paciensekre és a trastuzumab/OP15 aranyokat abrazoltuk a
HABC intenzitas fliggvényében, ahol minden pont egy-egy beteget abrazol. A linearis
korrelacid erdsségét Pearson-féle korrelacids koefficiens szamitdsaval hatdroztuk meg. A
mintakat harom csoportra osztottuk a HA mennyiségének (alacsony, kozepes és magas)
fliggvényében, ¢és azok trastuzumab/OP15 aranyat hasonlitottuk Ossze ANOVA, majd
Tukey’s HSD teszt hasznalatdval. A statisztikai szamitasokat IBM SPSS segitségével
végeztiik (Armonk, NY).

4.13. Sejtek aktivalisa EGF-fel

A kisérlet elott az A431 sejteket 24 oran keresztiil ¢heztettliink 0.1% FBS-t tartalmaz6
médiumban, tripszinezés utan mostuk 6ket PBS-ben és 100 nM EGF-fel kezeltiik 30 percen
at, 37°C-on 0.1% BSA-t tartalmazé Hank’s pufferben. A sejteket stimulalasuk utan jeloltik
FRET vagy PLA kisérletekhez.

4.14. Oligonukleotiddal jelolt antitestek (proximitds probak) készitése

Az elsédleges antitestekbdl 200 pg-ot 4 mg/ml koncentracioban PBS-ben jeldltiink 2 6éran
at 30x-0s molaris feleslegben jelen 1év6 SANH (succinimidyl 4-hydrazinonicotinate acetone
hydrazone; ThermoScientific) jelenlétében szobahdmérsékleten. A nem kot6dott SANH-t gél
filtracioval tavolitottuk el Bio-Gel P-6 oszloppal (BioRad, Hercules, CA), amit konjugacios
pufferrel (100 mM MES, 150 mM NaCl, pH 4.8) ekvilibraltunk. Az antitesteken jelen 1évo
amino csoportokbol az SANH hatasara reaktiv hidrazinopiridin csoportok keletkeznek, amik
aldehid modositott oligonukleotidokkal (TriLink Biotechnologies, San Diego, CA)
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konjugalhatok. A reakciot az aldehid modositott ,,priming” ¢és ,non-priming”
oligonukleotidok 3.5x-es molaris feleslegének jelenlétében 3 oran keresztiil végeztiik
szobahémérsékleten (,,priming” oligonukleotid: 5’-aldehide-AAA AAA AAA ATA TGA
CAG AAC TAG ACA CTC TT-3’, ,,non-priming” oligonukleotid: 5’-aldehyde-AAA AAA
AAA AGA CGC TAA TAG TTA AGA CGC TTU UU-3’, U=2’0O-Metil RNS). Az
oligonukleotid tobbletet HPLC-vel tavolitottuk el, Superdex-75 kolonnat hasznalva vagy gél
filtracioval Sephadex superfine G-100 oszlop (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) segitségével.
A kivalogatott frakciok koncentraciojat gél elektroforézissel becsiiltik meg ¢és az

oligonukleotid-konjugalt els6dleges antitestek kotédését immunfluoreszcens eljarassal

vizsgaltuk.

4.15. PLA vizsgalata konfokdlis mikroszkoppal

Egy Zeiss LSM510 konfokalis 1ézer pasztdzé mikroszkopot (Carl Zeiss AG, Jena,
Németorszag) hasznaltunk a sejtekrél késziilt képek felvételéhez. A sejtmagok megjelenitésére
Hoechst 33342 kontrasztfestéket hasznaltunk. A lipofil molekula a DNS-hez kapcsolodva
valik fluoreszcenssé, igy a kék szin jelzi a DNS-t tartalmazé sejtmagot. A konfokalis képeket
1 Airy egységre beallitott pinhole mérettel vettiik fel, 63x (NA=1,4) nagyitasii olajimmerzios
objektivet hasznalva. A fluoreszcens festékek gerjesztéséhez haszndlt 1ézer vonalakat és a

detektor hullamhosszakat a IV. tablazat foglalja 6ssze:

fluoreszcens festék gerjesztés (nm) | detektalas (sziirok)
Hoechst 33342 351 385-470BP
AlexaFluor488 488 505-550BP
Cy5 633 650LP

IV. tablazat: A vizsgdalatban hasznalt festékek és a konfokdlis mikroszkop optikai adatai
A gerjesztésnél a gerjesztési hulldmhosszakat, a detektdlasnal a sziir6k ateresztési
hullamhosszait tlintettem fel.

4.16. Sejtek jelolése ,,in situ” PLA vizsgalatokhoz

A feltripszinezett sejteket 10%/ml-es koncentracioban mostuk hideg PBS-ben, majd a
mintakat 1%-0s formaldehides-PBS eleggyel fixaltuk 10 percen at. Hideg PBS-sel torténd
kétszeres mosast kovetden a sejteket 30 percig inkubéltuk blokkolo pufferben (1% BSA-t és
5 pg/ml szonikalt lazac sperma DNS-t (Invitrogen) tartalmaz6é PBS) 37°C-on. Centrifugélés
utan a blokkold puffert eltavolitottuk és a sejteket oligonukleotiddal jeldlt proximitas

probakkal és fluoreszcens antitestekkel jeloltik 10-20 pg/ml-es koncentracioban 1-2 oran
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keresztiil 37°C-on 250 pg/ml BSA-t és 2.5 pg/ml lazac sperma DNS-t tartalmazé PBS-ben. A
nem kotott proximitas probak eltavolitasara, a sejteket kétszer mostuk TBST-vel (20 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4, 0.05% Tween-20). Ezutan a sejteket inkubaltuk Osszekotd
oligonukleotiddal (hibridizacios torzsoldat a Duolink Detection kit 563-b6l, Olink Bioscience,
Uppsala, Svédorszag, Kat. szam. 90104) 15 percig, 37°C-on. Majd TBST-vel mostuk a
mintakat és inkubaltuk 15 percig Duolink ,,Ligation” oldattal 37°C-on, ezt kdvetéen mosas
kovetkezett TBST-vel és inkubalas Duolink ,,Amplification” oldattal 60 percig szintén 37°C-
on. Mindezek utan ismét mostuk a mintakat egyszer TBST-vel és az RCA reakcio termék
vizualizalasahoz hozzaadtunk 25 nM Cy5-jelolt detektor oligonucleotidot (5’-Cy5- CAG
TGA ATG CGA GTC CGT CT-3’, TriLink Biotechnologies, San Diego, CA), amit detektalo
pufferben (0.1 pg/ml lazac sperma DNA, 250 ng/ml BSA, 0.05% Tween-20, 2x SSC)
oldottunk. Végezetiil mostuk a sejteket TBST-vel és 1% formaldehiddel fixaltuk.

4.17. PLA mérések és kiértékelésiik

FACSCalibur aramlasi citométert (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) hasznaltunk a
proximitas probaval és a fluoroforral jelolt antitesttel jelolt sejtek analizisére. A késziilék két
1ézerrel van felszerelve (V. tablazat). Az oligonukleotid Cy5 jelét hasznaltuk a PLA
detektaldsara, amit 635 nm-en gerjesztettiink és az FL4 csatorndban mértiink 661/16 nm
sdvszlirét hasznalva. Az AlexaFluor488 festékkel jelolt antitest fluoreszcenciajat 488 nm-en

gerjesztettiik és az FL1 csatornaban detektaltuk 530/30 nm savsziir alkalmazasaval.

1ézer 488 635
FACSCalibur detektor FL1 FL4
sziird 530/30BP 661/16BP

V. tablazat: A vizsgalatban hasznalt FACS Calibur aramlasi citométer optikai adatai
A lézereknél a gerjesztés hullamhosszat, a detektornal a gyari elnevezést, a szlir6knél pedig a
szlir6k ateresztési hullamhossz-tartomanyat jeldltem.

Mintanként 20.000 sejtet vettiink fel és elemeztiink a ReFlex szoftware segitségével [105]. A
kétdimenzids hisztogramokat (kontar abra) Matlab (Mathworks Inc., Natick, MA)
programmal készitettiik. A PLA jel és a fluorofor-kapcsolt antitestek intenzitasa kozotti
korrelaciot trend vonal formajaba abrazoltunk Matlab segitségével. Roviden, az X valtozo
tartomanyat (AlexaFluor488-antitest intenzitdsa) 30 részre osztottuk, €s kiszamitottuk a CyS5-
jelolt oligonukleotid 4atlag intenzitasat minden egyes savban ¢és ezt abrazoltuk az

AlexaFluor488 intenzitas fiiggvényében.
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5.Eredmények és megbeszélésiik

5.1. Az elisidepsin hatasmechanizmusdanak vizsgadlata

5.1.1. Az ErbB1-3 expresszi6 nem befolyasolja a CHO és az A431 sejtek
elisidepsin iranti érzékenységét

Korabbi irodalmi adatok arra utaltak, hogy az ErbB fehérjék kdzponti szerepet jatszanak
az eclisidepsin iranti érzékenység meghatarozasaban [74, 76]. Mivel az idézett irodalmi
forrasokban az ErbB expresszid és az elisidepsin érzékenység kozti korrelacid viszonylag
gyenge volt, célul tlztiik ki, hogy ellendrizziik a két paraméter kdzotti 6sszefiiggést. Ezért két
stabilan transzfektalt sejtvonalat hoztunk 1étre, az ErbB2 fehérjét expresszal6 CHO-ErbB2-t
¢és mind az ErbB2-t, mind ErbB3-at expresszalo CHO-ErbB2-3 sejtvonalat. A Western blottal
torténd ellendrzés szerint a sejtvonalak az ErbB2 ¢és ErbB3 fehérjéket a vartnak megfeleléen

fejezték ki (9. abra).

<'? <'.>
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9. abra: Az ErbB2 és ErbB3 fehérjék ellendrzése Western-blottal. Az MCF-7 emlddaganatbol, az
eredeti és a transzfektalt CHO sejtekbdl nyert teljes sejt-lizatumot SDS-PAGE-dzsel valasztottuk el,
majd egy ErbB2 és egy ErbB3 ellenes antitesttel blottoltuk. A membranrél az ErbB2 és ErbB3 ellenes
antitesteket eltavolitottuk (,,stripping”) és ujra blottoltuk egy a-tubulin ellenes antitesttel az azonos
mennyiségl sejt-lizatumok kontrolalasa céljabol.

Az ErbB fehérjek kifejezddésének mértékét kvantitativan is ellendriztiik aramlési
citométer segitségével. A CHO sejtvonal nem fejez ki ErbB proteineket detektalhato
mértékben, amint azt mar kordbban le is irtak [99, 100], a CHO-ErbB2-3 sejtek ~2x10°
ErbB2-t és ~10° ErbB3-at fejeznek ki. Azt talaltuk, hogy az ErbB2 mennyisége
Osszemérheté a CHO-ErbB2 és a CHO-ErbB2-3 sejtekben (1asd I. tablazat).

Hogy felfedjiik az elisidepsin hossztavl hatdsat az eredeti CHO sejtvonal és az ebbdl

crc

szarmaztatott, fentebb emlitett sejtvonalak életképességére, kiillonbozé koncentracioji
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elisidepsinnel kezeltiik ket 2 6ran keresztiil és mosast kdvetden tovabb hagytuk néni még 3
napig. A sejtszammal aranyos normalizalt abszorbancia értékeket az elisidepsin koncentracio
fliggvényében abrazoltuk, és a mérési pontokbol az 1Csq értékeket a (2)-es képlet illesztésébdl
kaptuk. A harom sejtvonal kozott nem talaltunk kiilonbséget az elisidepsin érzékenység
szempontjabol (ICso-CHO: 10,0 = 0,7 uM; 1C5-CHO-ErbB2: 10,5 + 0,9 uM; 1Cs50-CHO-
ErbB2-3: 10,3 + 0,8 uM; p>0.1 variancia analizis hasznalataval, 10. abra).

1.5
v v
A
£ i —
O
N 1.0 =
.4&-'7
=
w 0.5
L CHO-ErbB2
—=— CHO-ErbB2-3
0.0

0.01 01 1 10 100

elisidepsin koncentracioé (uM)

10. abra: Hosszutdvu életképesség vizsgalat a vad-tipusu és transzfektalt CHO sejtekkel
Kezeletlen CHO, CHO-ErbB2 ¢és CHO-ErbB2-3 sejteket tettiink ki 96-1yukt sejttenyésztd
edénybe és a triplikatumokat elisidepsinnel kezeltiik 2 6ran keresztiil. Mosast kovetéen
tovabb hagytuk ket névekedni még 3 napig és a sejtszamot a kisérlet végén WST-1
reagens hasznalatdval hataroztuk meg. A kezeletlen sejtekkel normalizalt sejtszamot

crer

illesztésébll szarmaznak.

Az elisidepsin hatasa a talélésre/proliferaciora nem valtozott jelentdsen, ha a droggal térténd
kezelést 2 6rardl 3 napra noveltiik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a drog nagyon koran
kifejti hatésat.

Az elisidepsin rovidtavi hatasanak vizsgalatahoz és a drog-indukalta sejthalalozas
1dofiiggésének  felfedéséhez a  vizsgalt harom sejtvonalat kiilonb6zd elisidepsin
koncentraciokkal kezeltiik, és a PI felvételt mikrofluorimetria segitségével kovettiik 1 oran at.
A drog altal kivaltott membran permeabilizacié mértéke és kinetikaja 0sszehasonlithato volt
mindharom sejtvonal esetében, mivel a fluoreszcencia intenzitds nem mutatott jelentds

kiilonbséget a variancia analizis soran (p>0.1, 11. abra).
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11. abra: Rovidtavu életképesség vizsgdlat transzfektdalatlan és stabilan transzfektalt
CHO sejtekkel

Konfluens CHO, CHO-ErbB2 ¢és a CHO-ErbB2-3 sejteket kezeltink a feltiintetett
elisidepsin  koncentraciokkal 60 percig és a PI felvételt a kezelés soran
mikrofluorimetridsan kovettiik. A fluoreszcencia intenzitdsokat normaltuk a legnagyobb
koncentracioval kezelt minta maximalis intenzitas értékével.

Két ANOVA tesztet végeztiink, 30 és 60 percnél mért intenzitdsokkal és nem lattunk
szignifikans kiilonbséget a sejtvonalak kozott (p>0,1).

Tehat sem az ErbB2, sem az ErbB3 fehérjék expresszidja nem befolyasolja a CHO sejtek
elisidepsin iranti érzékenységét akar a rovidtava, akar a hosszutavl hatds szempontjabol.

Hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy az ErbB fehérjék hatasanak hidnya nem valami
CHO-ra specifikus jelenség, vizsgalni kezdtiik a rovid-, és hosszatava hatdsokat A431
sejteken és ennek kiilonb6z6 ErbB proteinekkel (ErbB1-eGFP, ErbB2-mYFP, ErbB3-citrine)
transzfektalt szarmazékain (AderbB1, AderbB2 és AderbB3 sejtek). Ezen sejtvonalak ErbB
expresszidjat az |. tablazat foglalja 6ssze. Hasonldoan a CHO sejtekhez, az ErbB proteinek
(ErbB1-3) jelenléte az A431 sejtekben nem valtoztatta meg sem a hosszatavu (12. abra), sem
a rovidtavl (13, 14. abra) hatdsokat, ugyanis ezek vizsgéalatakor nem taldltunk szignifikans
eltérést a négy sejtvonal kozott (1Cso-A431: 8,2 + 0,8 uM; 1Cso-AderbB1: 9,4 +£ 0,5 uM; 1Cs0-
AderbB2: 9,9 + 1,0 uM; ICsp-AderbB3: 9,9 £ 0,9 uM, ANOVA, p>0.1).
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12. abra: Hosszutdvi életképesség vizsgdlat vad-tipusi és transzfektalt A431 sejtekkel

Kezeletlen A431, valamint ErbB1-eGFP-vel (AderbB1l), ErbB2-mYFP-vel (A4erbB2) és
ErbB3-citrine-nel (AderbB3) transzfektalt A431 sejteket tettiink ki 96-lyuku sejttenyésztd
edénybe és a triplikatumokat elisidepsinnel kezeltiik 2 oran keresztiil. Mosast kovetéen
tovabb hagytuk Oket novekedni még 3 napig. A kezeletlen sejtekkel normalt sejtszamot

crer

illesztésébol szarmaznak.
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13. abra: Rovidtavu életképesség vizsgdlat transifektdlatlan és transzfektalt A431
sejtekkel

Konfluens A431, AderbBl, AderbB2, AderbB3 sejteket kezeltink a feltiintetett
elisidepsin koncentraciokkal 60 percen keresztiil és a PI felvételt a kezelés soran
mikrofluorimetriasan kovettiik. A fluoreszcencia intenzitasokat normaltuk a legnagyobb
koncentracioval kezelt minta maximalis intenzitds értékével. A statisztikai elemzés a 11.
abra-magyarazatban leirtak szerint tortént.
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14. abra: Az elisidepsin rovidtava hatdsanak fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlata
transzfektdlatlan és transzfektalt A431 sejtekkel
Transzfektalatlan, valamint ErbB1-eGFP-vel (AderbB1), ErbB2-mYFP-vel (AderbB2)
¢s ErbB3-citrine-nel (AderbB3) transzfektalt A431 sejteket kezeltiink elisidepsinnel,
majd ezeket a sejtvonalakat és a kezeletlen mintakat is jeloltik PI-dal 30 percen
keresztiil, hogy a fluoreszcens €s a faziskontraszt képeket felvegyiik.
Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy az elisidepsin altal indukalt citotoxikus hatas egy
gyors folyamat és az ErbBl1, ErbB2 és ErbB3 proteinek kifejez6dése nem befolyéasolja a
sejtek drog iranti érzékenységét.

Az, hogy az ErbB3 expresszionak nincs vagy csak nagyon gyenge hatdsa van a sejtek
elisidepsin iranti érzékenységére, arra enged kovetkeztetni, hogy az ErbB3 nem befolyasolja a
sejtek drog iranti szenzitivitasat. Korabbi kozlemények azt allitottak, hogy az ErbB3-nak
szerepe van a hatdéanyag hatdsmechanizmusaban, ami nyilvanvald ellentmondéasban van sajat
eredményeinkkel. Hogy sajat allitdsunkrol bizonysagot nyerjiink, RNS interferenciaval

gatoltuk az ErbB3 termelédést mind A431 sejteken, mind SKBR-3 sejtvonalon, amelynek
alacsonyabb az ICsg értéke (1,5 + 0,2 uM). ErbB3 shRNA plazmiddal torténd transzfekciod
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utan 2 nappal az ErbB3 expresszios szintje ~85%-kal lecsokkent, ami ~500 és ~2500 ErbB3
molekula/sejt értéknek felel meg A431 és SKBR-3 sejtek esetében.
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15. abra: Az ErbB3 expresszio gatlasa RNS interferencia segitségével

A431 és SKBR-3 sejteket elektroporacioval transzfektaltuk ErbB3 ellenes shRNS-t
termeld plazmiddal. 60 oraval a transzfekcid utan, a sejteket felvettiik, fixaltuk,
permeabilizaltuk ¢és egy elsddleges, fluoreszcensen jelzett ErbB3 elleni antitesttel
(H3.90.6) jeloltik (A, C abra). Azért hogy bizonyitsuk, hogy a transzfekcionak és a
ShRNS termelddésének nincs szignifikans hatdsa egy irrelevans gén expresszidjara, a
fixalt és permeabilizalt sejteket megjeloltik egy monoklonalis aktin elleni antitesttel
(AC40 klon, Sigma-Aldrich), majd egy masodlagos jelolést alkalmaztunk A647-GAMIG
antitesttel (B, D abra).

Az 1Csq értékek nem mutattak szignifikéns kiilonbséget a transzfektalt és a kontroll sejtek

kozott (ICsp-al-transzfektalt SKBR-3: 2,64 + 0,8 uM; ICso-ErbB3 shRNS transzfektalt
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SKBR -3: 2,82 + 1,1 uM; ICso-al-transzfektalt A431: 9,48 + 1,2 uM; ICs-ErbB3 shRNS
transzfektalt A431: 8,55 + 1,4 uM), ami megerésiti allitasunkat, miszerint sejtek elisidepsin

érzékenysége nem fiigg az ErbB fehérje expressziotol (16. abra).
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16. abra: RNS interferencia dltal elfojtott ErbB3 expresszio nem befolydsolja az
elisidepsin érzékenységet

A431 (A) és SKBR-3 (B) sejteket transzfektaltunk ErbB3 elleni shRNS-t expresszalo
plazmiddal. Kontroll, azaz 4l-transzfektalast is végeztiink plazmid nélkiil. A transzfekcio
utan 60 oraval triplikdtumban kezeltiik a sejteket 2 6ran keresztiil kiillonbozo elisidepsin
koncentraciokkal, majd mosast kdvetden tovabb hagytuk ket ndni még 3 napig.

Korabbi beszamolokban leirtak, hogy az ErbB3 [74] vagy az ErbB1-3 fehérjék [76]
kulcsfontossagli faktorok a Kahalalide F ¢és az elisidepsin irdnti érzékenység
meghatarozasdban. Sajat kisérleteinkben a CHO ¢és az A431 sejtvonalak elisidepsin-
érzékenysége nem korreldlt az ErbB proteinek expresszids szintjével, ezért
megkérddjelezhetd, hogy van-e dontd szerepe az ErbB receptoroknak az elisidepsin irdnti
szenzitivitds meghatarozasaban. Kiilondsen az a felismerés, hogy sem az ErbB2, sem az
ErbB2 ¢s ErbB3 kifejezédése vad tipusa CHO sejtekben (melyek nem mutatnak ErbB1, -3 és
-4 expressziot, de nagyon gyenge ErbB2-t viszont igen) nem valtoztatta meg az érzékenység
mértékét, egyértelmiivé tette, hogy az ErbB2 és ErbB3 fehérjék nem vesznek részt a
mechanizmusban. Az ErbB3 jelentségének hianyat az ErbB3 expresszio RNS-interferencia
segitségével torténd gatlasaval is megerdsitettiik. Kizartuk annak a lehetOségét, hogy a
transzfektalt ErbB proteinek mukodésképtelenek lettek volna, mert az EGF ¢és a heregulin

tirozin-foszforilaciot indukalt (adatokat itt nem mutatunk be). Kovetkezésképpen ugy
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gondoljuk, hogy a kozolt korrelacié az elisidepsin-szenzitivitds és az ErbB receptorok
expresszidja kozott

e vagy egy indirekt hatds, amely az ErbB fehérje expresszionak a sejtek életképességére

kifejtett altalanos hatdsédnak tudhaté be (pl. az Akt szignalizdcidés Utvonal aktivalasa

miatt)

e vagy nem teljesen megalapozott kovetkeztetés, amelyhez a thlzottan alacsony

korrelacios koefficiensek tulértékelése vezetett.

A kiilonb6z6 sejtvonalakon altalunk mért ICsp értékek magasabbak voltak, mint azt
korabban publikaltak [76]. Véleményem szerint a kiilonbség annak tudhaté be, hogy
kiilonbozé metodikat hasznaltunk a korabbi vizsgalatokhoz képest. A korabbi, alacsonyabb
ICsp értéket kozlo cikkekben az elisidepsint tobb napon (altalaban 72 h) keresztiil
alkalmaztak. Mi a rovid id6tartamt kezelés mellett dontottiink, ugyanis a Kahalaide F emberi
szervezetben mért felezési ideje ~ 30 perc, vagyis a rovid in vitro elisidepsin kezelés hasonld

az in vivo helyzethez [71].

5.1.2. Az elisidepsin specifikusan megnovelte egy konformacié-szenzitiv
ErbB3 ellenes antitest kotodését

Az el6z6 részben ismertetett eredmények cafoljak az ErbB proteinek szerepét az
elisidepsin iranti szenzitivitas meghatarozasaban, de nem zarhatjuk ki annak lehet6ségét, hogy
a drognak indirekt hatdsa van az ErbB fehérjékre. Ezért szdmos kisérletet hajtottunk végre
annak ellendrzésére, hogy az elisidepsin milyen hatast gyakorol az ErbB fehérjékre. El8szor
vizsgaltuk, hogy ErbB2 vagy ErbB3 antitestek kotédését 15 uM elisidepsin  hogyan
befolyasolja.  Elisidepsin-kezelt és  kontroll CHO-ErbB2-3  sejteket  fixaltunk,
permeabilizaltunk és fluoreszcens antitesttel jeldltiink, amit egy dramlasi citometrids mérés
kovetett. Mivel a jelolés permeabilizalt sejteken tortént, ezért a mért fluoreszcencia
intenzitasok az antigén teljes mennyiséget tiikkrozik. Habar az elisidepsin nem modositotta
kétféle ErbB2-ellenes antitest (trastuzumab, pertuzumab) és kétfajta ErbB3-ellenes antitest
(H3.90.6, H3.90.12) kotédését, szignifikansan fokozta a H3.105.5 antitest epitdpjanak
mennyiségét vagy hozzaférhetéségét (17-18 abra).
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17. abra: Elisidepsin altal indukadlt valtozdasok az ErbB2 és ErbB3 ellenes antitestek
kotodésében

A: Kontroll CHO-ErbB2-3 sejteket fixaltunk, permeabilizaltunk és fluoreszcens ErbB3-
ellenes H3.105.5 antitesttel jeloltiink, heregulin jelenlétében (piros folytonos vonal), illetve
annak hianyaba (piros szaggatott vonal). Azok a sejtek, amelyeket 15 puM elisidepsinnel
kezeltiink 30 percig szintén jelolve voltak H3.105.5 antitesttel, heregulin nélkil (kék
szaggatott vonal) vagy heregulin jelenlétében (kék folytonos vonal). A fluoreszcens
hisztogramot 10.000 jeldlt és jeloletlen sejtrél (z6ld vonal) aramlasi citometrias modszerrel
vettiik fel. A mérések atlagait a B abran tiintettiik fel.

B: Fixalt és permeabilizalt kontroll CHO-ErbB2-3 sejtek (fekete), valamint 1 uM (fehér)
¢s 15 uM (sziirke) elisidepsin kezelésnek kitett sejteket jeloltiink fluoreszcens H3.105.5
antitesttel heregulin jelenlétében (+HRG), illetve heregulin nélkiil (-HRG). Harom
kiilonb6zé mérés hattér-korrigalt atlag fluoreszcencia intenzitasait tiintettiik fel az abran
(£SEM).

Elisidepsin kezelés hianyaban a H3.105.5 antitest kotédése a CHO-ErbB2-3 sejtekhez
elhanyagolhaté volt, viszont az antitest kotodését a kezelés szignifikansan fokozta. A
H3.105.5 antitest megnovekedett kotddését heregulinnal lehet gatolni. Az ErbB3 heregulin
liganduma kompetal a H3.105.5 antitesttel. Az, hogy heregulin jelenlétében a H3.105.5
antitest kotddése minden esetben jelentdésen csokkent, azt bizonyitja, hogy az antitest

kotddése specifikus volt. Eredményeink arra utalnak, hogy az elisidepsin egy olyan
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konformaciobeli valtozast indukal az ErbB3 fehérjében, ami a H3.105.5 antitest epitopjahoz

val6é hozzaférését befolyasolja.
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18. abra: Az elisidepsin nem indukdl valtozdsokat mdas ErbB2 és ErbB3 ellenes
antitestek kotodésében

Fixalt és permeabilizalt kontroll CHO-ErbB2-3 sejtek (fekete oszlop) és 15 uM
elisidepsinnel kezelt sejteket (fehér oszlop) jeldltiink fluoreszcens trastuzumabbal,
pertuzumabbal (mindkett6 ErbB2 ellenes antitest), H3.90.6 vagy H3.90.12 (mindkettd
ErbB3 ellenes antitest). Harom kiilonbozé aramlasi citometrias mérés hattérrel korrigalt
atlag fluoreszcencia intenzitasait tiintettiik fel az abran (SEM).

Elmondhatjuk, hogy az elisidepsin kezelés a H3.105.5 esetében okozott szamottevo
mértékll kotddésvaltozast, ami egy konformacid-érzékeny ErbB3 ellenes antitest. A kotddés
novekedésének specifikussdgat az nyomatékositja, hogy az elisidepsin-indukalt hatasok
hianyoznak mas tipusu antitestek kotédésénél és a heregulin visszaforditja a H3.105.5 kotédés
novekedését. Feltételezésiink szerint a drog nem okoz azonnali valtozast sem az ErbB2, sem
az ErbB3 expresszios szintjében (hiszen két ErbB2 ellenes, és két ErbB3 ellenes antitest
kotddeése nem valtozott). A H3.105.5 antitest kotddésének valtozasat valdsziniileg az ErbB3
konformécigjdban vagy klaszterizacigjdban beallo valtozdsok okozzak, amelyek
megvaltoztatjak az epitoép elérhetdségét. Az elisidepsin az ErbB3 klaszterek szétszakadasat
idézi el [116], amit a sajat, késébb ismertetendd FRET kisérleteink is alatamasztanak, és ez
vezethet a konformaci6 valtozashoz és kdvetkezményként a H3.105.5 epitop elérhetdségének
valtozasdhoz. Valdszinii, hogy mindezen események mogott az elisidepsin altal kivaltott, a

késobbi alfejezetekben leirand6, membranvaltozasok a feleldsek.
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Ezekre az antitest kisérletekre alapozva azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy az elisidespin
nem noveli meg a nem-specifikus kotddést mindenféle ErbB2 vagy ErbB3 ellenes antitest

esetében, nem noveli meg az ErbB3 mennyiségét a sejtben, de megvaltoztatja annak

crer

rrrrrr

Egy fehérje direkt vagy indirekt kézremiikodését egy drog hatasaban gyakran az adott
fehérje megvaltozott asszocidcios allapotaval tudjuk jellemezni. Mivel az eldbb emlitett
kisérleti eredmények azt mutattdk, hogy az ErbB3 konformécidja valdsziniileg maddosult

elisidepsin kezelés hatasara, ezért vizsgalni kivantuk, hogy vajon az ErbB2 és ErbB3 homo-

.....
rrrrrr

.....

valtozott jelentésen (20. abra).
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19. abra: Az elisidepsin dltal indukdlt viltozasok az ErbB2 és ErbB3
A: CHO-ErbB2-3 sejteket kezeltiink 15 uM elisidepsinnel 30 percen at, majd ezt kovette
a kontroll (piros vonal) ¢és elisidepsin-kezelt (kék vonal) sejtek jelolése donor- és
akceptor-konjugalt ErbB3 ellenes antitestek keverékével (H3.90.6). A FRET
hatékonysagat 10.000 sejten hataroztuk meg aramlasi citométer segitségével.

B: Kontroll CHO-ErbB2-3 sejteket (piros vonal) és 30 percen keresztil 15 uM
elisidepsinnel kezelt (kék vonal) sejteket jeldltiink donor- és akceptor-konjugalt ErbB2-
ellenes antitestek keverékével (trastuzumab) és a FRET hatékonysagat 10.000 sejtre
hataroztuk meg aramlasi citometridval.
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20. abra: Az elisidepsin dltal indukalt valtozdsok az ErbB2 és ErbB3 homo- és

------

Kontroll sejtek (fekete oszlop), valamint 1 uM (fehér oszlop) vagy 15 uM (sziirke oszlop)
elisidepsinnel kezelt sejteket vizsgaltunk dromlési citometrias FRET mérésekkel. ErbB2-2
¢s ErbB3-3 jeloli az ErbB2 és ErbB3 homoasszociaciot. Az ErbB2-3 az ErbB2 és ErbB3
heteroasszociaciojat jelenti akkor, amikor az ErbB2-t a donorral jelolt, az ErbB3-at pedig
az akceptorral jelolt antitesttel festettik meg. A donor és akceptor fluoroforokat
megcseréltik az ErbB3-2-vel jelzett mintaknal, vagyis az ErbB2-t az akceptor-konjugalt
antitesttel, mig az ErbB3-at a donor-konjugalt antitesttel jeloltiik meg. Az oszlopdiagram
reprezentalja a harom kiilonb6z6 mérés atlagat és annak hibajat (xSEM).

Az ErbB2 és ErbB3 heteroasszociacid esetében a FRET hatékonysagokat hatarozottan
megvaltoztatta a donorral és akceptorral jelolt antitesteket felcserélése. Ez Osszefiiggésben
van azzal, hogy a FRET hatékonysagot jelent6sen befolyasolja az akceptor mennyisége [117].
Mivel a CHO-ErbB2-3 sejtekben az ErbB2 expresszios szintje magasabb, mint az ErbB3-¢,
ezért az elmélettel 6sszhangban akkor kaptunk magasabb FRET értékeket, amikor az ErbB2-t
jeloltiik akceptorral konjugalt antitesttel. Az elisidepsin indukalta hatasok az ErbB2 és ErbB3
homoasszociacidjara dozisfiiggdek voltak ¢€és a homoasszocidciéra gyakorolt hatas
kivaltasahoz sziikséges hatdanyag koncentraciok hasonloak voltak a citotoxikus hatashoz
sziikséges koncentracidhoz. A megfigyelések arra utalnak, hogy bar sem az ErbB2, sem az
ErbB3 nem jatszik szerepet a sejtek elisidepsin irdnti érzékenységének meghatirozasaban, a

Tehat az aramlési citometrids FRET mérések elisidepsin indukalt ErbB2 és ErbB3
homoasszociacio csokkenést mutattak ki, mig a heteroasszociaciokban nem tapasztaltunk
mérhetd valtozast. Mind az ErbB2, mind az ErbB3 nagyméretli asszociatumokat képez,

melyek tobb tiz proteint is tartalmaznak aktivalatlan sejtek esetében [7, 116]. Feltételezésiink

szerint a nagy fehérje klaszterek az elisidepsin altal indukalt membran moddosulasok
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eredményeképpen (lasd 5.1.5. alfejezet) szakadnak szét, és ez eredményezheti az ErbB2 ¢és
ErbB3 homoasszociacio csokkenését [77]. Ezen feltételezést alatimasztja az, hogy a
membran-kozvetitett kolcsOnhatasok alapveté szerepet jatszanak a nagy protein
aggregatumok kialakulasaban [118]. Masrészt, a direkt protein-protein interakciok,
amelyekrdl nem vart, hogy modosulnanak az elisidepsin altal kivaltott membran-kéarosodastol,
feleldsek a kis protein klaszterek kialakulasaért. Feltételezziik, hogy az ErbB2 és ErbB3
molekulak heteroklaszterei sokkal kisebb méretiiek, mint ezen molekulak homoasszociatumai.
Habar a hagyomanyos aramlasi citometridas FRET mérések nem tokéletesen alkalmasak a
klaszter méret meghatarozasara [119], de a heterodimerizaciora kapott kisebb FRET értékek a
homoaszociacidhoz képest Osszhangban allnak azzal, hogy az ErbB2-3 heteroklaszterek

kisebb méretiick, mint ezen fehérjék homoklaszterei.

5.1.4. Az elisidepsin megvaltoztatta az ErbB3 és a lipid tutaj fehérjék (GPI-
horgonyzott GFP, PLAP) eloszlasat

A FRET mérések szenzitivek a fehérjék egymas kozotti kdlesonhatdsanak kimutatdsaban,
de a molekuldk eloszlasarol és azok klaszterbe rendezddésérél mikrométeres skalan nem
adnak felvilagositast. Ezért ahhoz, hogy a drog hatasat vizsgaljuk a fentebb emlitett
dimenziokban, kontroll és elisidepsin-kezelt CHO-ErbB2-3  sejteket  fixaltunk,
permeabilizaltunk ¢és jeloltiink fluoreszcens ErbB2 és ErbB3 ellenes antitestekkel. A
konfokalis mikroszkoppal felvett képek meggy6zéen mutatjak, hogy az elisidepsin nem
modositotta az ErbB2 elrendezédését (féleg membran-jelolddés volt megfigyelhetd,
hasonldan a kontroll mintdhoz), mig az ErbB3 eloszlasat szignifikansan megvaltoztatta. Ez
abban nyilvanult meg, hogy a fehérje a plazmamembranb6l az intracellularis térbe
transzlokalodott, ahol részben diffiz eloszlast vagy a sejtmagban torténd felhalmozddasra

jellemz6 eloszlast mutatott (21. abra).
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ErbB2 ellenes ErbB3 ellenes
A647-trastuzumab A647-H3.90.6

Kontroll

10 uM elisidepsin,
30 perc

21. abra: Az elisidepsin az ErbB3 dtrendezddését indukdlta, mig az ErbB2 eloszlasdt

nem mdodositotta CHO sejtekben
A, C: Kontroll (A) CHO-ErbB2-3 és 30 percig 10 uM elisidepsinnel kezelt (C) sejteket
fixaltunk, permeabilizaltunk és AlexaFluor647-konjugalt ErbB2 ellenes trastuzumabbal

jeloltiink.

B, D: Kontroll (B) és elisidepsin-kezelt (D) CHO-ErbB2-3 sejteket fixaltunk,
permeabilizaltunk és AlexaFluor647-konjugalt ErbB3 ellenes H3.90.6 antitesttel
jeloltiink. A konfokalis mikroszkoppal felvett képek ortogonalis metszetét mutatjuk be. A

méretet jelz6 fehér referenciavonal 10 um-nek felel meg.

Az elisidepsin szelektiv hatdsanak megerdsitésére ErbB1-3 fehérjék fluoreszcens
proteinnel fuzionalt véltozataval transzfektalt A431 sejteket is megvizsgaltunk. Mig az
elisidepsin (10 uM) nem volt hatassal az ErbB1 és ErbB2 tipikus membran lokalizacidjara,
addig az ErbB3 intracellularisan felhalmozodott a kezelés hatasara, ami gyakran mutatott
intracellularis vezikulakra jellemzé eloszlast (22. abra).

Mivel valészintileg a lipid tutajoknak is szerepe van az elisidepsin
hatasmechanizmusaban [78], megvizsgaltuk az elisidepsin hatasat tobb lipid tutajban talalhato
fehérje eloszlasara. Ismert, hogy a GPI-horgony a lipid tutajokba lokalizalja a fehérjéket [79,
120], ezért elészor GPI horgonyzott eGFP-fel tranziensen transzfektalt A431 sejteken
vizsgaltuk az elisidepsin hatasat. Kezeletlen sejtekben a GPI-eGFP jelent volt mind a
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plazmamembranban, mind az intracellularis vezikulumokban, de 10 uM elisidepsin hatasara

szinte teljes egészében az intracellularis vezikulumban halmozodott fel (22. abra).

A431 tranziensen
transzfektalt
GPIl-eGFP-vel AderbB1 AderbB2 AderbB3

Kontroll

10 uM elisidepsin,
30 perc

22. abra: Az elisidepsin foleg a GPI-horgonyzott eGFP és az ErbB3 internalizdcidjat
indukadlja az A431 sejtekben

GPl-eGFP, ErbB1-GFP, ErbB2-mYFP vagy ErbB3-citrine-t kifejez6 A431 sejteket
kezeltiink 10 uM elisidepsinnel 30 percen at, a kontroll (fels6 sor) és kezelt sejtek (alsd
sor) képeit konfokalis mikroszkoppal vettiik fel. Vonas=10 um.

A, E: Kontroll (A) és elisidepsin-kezelt (E) GPI-eGFP-vel tranziensen transzfektalt A431
sejtek.

B, F: Kontroll (B) és elisidepsin-kezelt (F) ErbB1-eGFP-vel stabilan transzfektalt A431
sejtek (AderbB1 sejtek).

C, G: Kontroll (C) és elisidepsin-kezelt (G) ErbB2-mYFP-vel stabilan transzfektalt A431
sejtek (AderbB2 sejtek).

D, H: Kontroll (D) és elisidepsin-kezelt (H) ErbB3-citrine-nel stabilan transzfektalt A431
sejtek (AderbB3 sejtek).

Hogy kizéarjuk annak a lehetdségét, hogy GPI-horgonyzott eGFP nem az endogén GPI-
horgonyzott proteinek fiziologias disztribucidjat mutatja, kisérletiinket megismételtiik egy
endogén GPI-horgonyzott fehérje (placental alkaline phosphatase; PLAP) immunfluoreszcens
jelolésével A431 sejteken. A kezeletlen sejtek esetében a PLAP féleg a membranba
lokalizalodott, ami kezelés hatasara egy karakterisztikus vezikularis és diffuz citoplazmatikus
eloszlas keverékére jellemzé mintazatra valtozott (23. abra). Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy az elisidepsin szelektiven indukalja a GPI-horgonyzott fehérjék és az ErbB3

plazmamembranbol torténd atrendezddését.
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23. abra: A PLAP eloszlasa kontroll és elisidepsin-kezelt A431 sejtekben

Kontroll (A) és elisidepsin-kezelt (10 uM, 30 perc; B-C) A431 sejteket fixaltunk,
permeabilizaltunk és PLAP ellenes monoklonaris antitesttel jeldltiink. A proteinek
disztribucidjanak megjelenitését AlexaFluor647 festékkel konjugalt GAMIG masodlagos
antitest jeloléssel valositottuk meg. Vonas=10 pum.

Bér a nagy intracelluldris vezikulumok elisidepsin altal kivaltott képzddését és ezen
vezikulumok magba torténd transzportjat mar leirtdk [69], mi nem tapasztaltuk internalizaciot
minden vizsgalt fehérje esetében. Ugyan az elisidepsin internalizaciéra vonatkozé
szelektivitasi profiljat nem tudjuk megmagyardzni, de azt feltételezziik, hogy a hatéanyag
altal kivaltott membranhatdsok (amelyek magukba foglaljak a lipid tutajokat is) vezetnek a
lipid tutaj asszocialt membran-proteinek specifikus atrendez6déséhez, mint példaul a GPI-

horgonyzott fehérje vagy az ErbB3 [97].

5.1.5. Az elisidepsin a plazmamenbran rendezettségében okoz valtozast

Az a megfigyelés, hogy az elisidepsin hatassal van az ErbB fehérjék kolcsonhatasara és
disztribciodjara, ellentmonddsban van azzal, hogy az ErbB proteinek expresszidja nem
befolyasolja a drog irdnti érzékenységiiket. Megkiséreltiik ezt a latszolagos ellentmondast
feloldani azzal, hogy feltételeztiikk, hogy az elisidepsin altal az ErbB fehérjék eloszlasaban
indukalt valtozasok, amelyeket nemcsak mi, de masok is megfigyeltek, egy korabban
jelentkezd membranatrendezddés kovetkezményei. Szamtalan olyan gyogyszer, amelynek
tdmadaspontja a sejtmembran, a lipid kettdsréteg fluiditdsdban és rendezettségében okoz
valtozasokat [121-123]. Annak ellenérzésére, hogy az elisidepsin indukal-e hasonld hatasokat,
kétféle fluoreszcens probat hasznaltunk. A TMA-DPH fluoreszcencia anizotropidja a
plazmamembran mikroviszkozitasanak (fluiditasanak) érzékeny indikatora, mivel pozitiv
toltése miatt nem tud atmenni a sejtmembranon €s belépni az intracellularis organellumok
membranjaba [108, 109, 124]. A431 sejtek kezelése 10 uM elisidepsinnel egy majdnem

crer

azonnali csokkenést idézett eld6 a TMA-DPH fluoreszcencia anizotropiajaban, ami
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megnovekedett membranfluiditast jelent. Ezt kovetden az anizotropia fokozatosan, de nem
teljesen visszaemelkedett a kezdeti értékre ~20 perc alatt (24. abra).

A Laurdan generalizalt polarizacioja (GP) érzékeny a plazmamembran rendezettségére és
kezelést kovetden 1 percen beliill megnovekedett, a cstics ~2 percnél volt, majd fokozatosan
csokkent, de a kiindulasi értéket nem érte el (24. abra). Az elisidepsin olddszere (DMSO)
Laurdan GP értékében.

A megnovekedett GP érték a plazmamembran rendezettségének novekedésére és a viz
novekedésének kombindcidja arra utal, hogy olyan membran domének indukalédtak,
melyekben kicsi a molekuldk hidrataltsagi szintje, de viszonylag nagy a mobilitasa. Ez a
rendezett folyékony doménekre (,,liquid ordered domain”) jellemzd, amelyek a lipid tutajok
megfeleldi. [109, 125]. Feltételezziik, hogy a membran szerkezetében bealld ezen jelentds
valtozasokat koveti a membran permeabilizacio (,,membran-karosodds”) és a sejt pusztulasa.
Elisidepsin-indukalt lipid rendezettség ndvekedést nemrégiben masok is publikaltak [77].

Ahhoz hogy bebizonyitsuk, hogy az elisidepsin altal megfigyelt membranvaltozasok nem
csak az A431 sejtek esetében jelentkeznek, kisérleteinket SKBR-3 sejtvonalon is
megismételtik. Az SKBR-3 sejtek nagyobb érzékenységet mutatnak a drog irant (ICso:
1,54£0,2 uM, be nem mutatott eredmény). Az elisidepsin altal a TMA-DPH fluoreszcencia
anizotropidban ¢és a Laurdan GP értékekben az SKBR-3 sejteken indukalt valtozasok
tendenciaja nagy hasonlosagot mutatott az A431 sejteknél tapasztaltakhoz (24. abra). Az
elisidepsin altal kivaltott hatasok mértéke még magasabbnak is mutatkozott az SKBR-3 sejtek
esetében és a valtozas is kevésbé volt tranziens. Ez Osszefliggésben lehet az elisidepsin

alacsonyabb 1Csg értékével SKBR-3 sejteken.
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24. abra: Elisidepsin-indukalt valtozdasok az A431 és az SKBR-3 sejtek plazmamembrdn
rendezettségében

crer

polarizacidjanak (B, D) valtozasa 10 uM elisidepsinnel, valamint a megfeleld térfogatu
DMSO-val kezelt A431 és SKBR-3 sejteken. Az abran harom kiilonb6z6 mérés atlagat és
annak hibajat (+SEM) tiintettiik fel.

A lipid kettosréteg rendezettségében ¢€s fluiditasaban tapasztalt gyors valtozasok
alatamasztjak azt a feltételezésiinket, hogy az elisidepsin elsddleges tamadéspontja a
plazmamembran. A TMA-DPH fluoreszcencia anizotropianak és a Laurdan generalizalt
polarizaciojanak azonnali valtozasa a sejthaldl és a membranpermeabilizacid elézménye, amit

néhany perc utan a PI felvétel is bizonyit. A drog altal kivaltott membranhatasok igen

------

.....

kivaltott strukturalis valtozdsoknak a kdvetkezménye.

A rakos sejtek sokkal érzékenyebbek a Kahalalide F és az elisidepsin irant, mint a nem-
tumoros sejtek [73, 74] és ez a felfedezés latszolag ellentmondasban van az elisidepsin
membranra gyakorolt nem-specifikus hatasaval. Ugyanakkor ismert, hogy a tumorsejtek

karakterisztikus valtozasokat mutatnak a zsirsav €s gangliozid Osszetételiikben. Tobbek kozott
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novekedést figyeltek meg a telitett/telitetlen zsirsavak aranyaban és a kevésbé komplex
gangliozidok felhalmozodasaban [126-128]. Emellett az FA2H (fatty acid 2-hydroxylase)
fokozott kifejez6dését malignus tumorokban mar leirtdk. Mivel a FA2H feltételezhetben
sziikséges a sejtek elisidepsin iranti érzékenyéségéhez, igy varhatd, hogy a nagyobb
mennyiségii FA2H-t kifejez6 daganatsejtek szelektiv érzékenységet mutatnak a drogra [128,
129]. Azonban koztudott, hogy a tumor hipoxidja csokkenti a hidroxilacid mértékét az
oxigénhianynak koszonhetden. Ez varhatéan a FA2H altal katalizalt hidroxilaciéo mértékét is
csokkenteni fogja, ami az elisidepsin tumor specificitasa ellen hat [128]. Hogy a tumor
hipoxia valoban befolydsolja-e a rakos sejtek elisidepsin szenzitivitasat, még egyeldre
kérdéses.

Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy az elisidepsin érzékenység és az ErbB1-3
expresszids szintjének antikorrelacidja megkérddjelezi az ErbB proteinek fontossadgat az
elisidepsin irdnti fogékonysagban. Tovabba, egyértelmiien bizonyitottuk, hogy az ErbB- és a
hatasok, ami az elisidepsin-indukalt membran valtozasoknak kdszonhetd. Azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak magyardzatara, hogyan fiigg a drog iranti érzékenység a

strukturalis és dinamikus sejtmembran valtozasoktol.
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5.2. Trastuzumab kotodés gatlasa hialuronsav dltal emberi emlétumor
mintdkban

5.2.1. A paciensekben a trastuzumab kotédését a magas hialuronsav
képzodés meggatolja

Kifejlesztettiink egy modszert a trastuzumab kotddésének kvantitativ meghatarozasara,
amit a human eml6daganatos szovetek ErbB2 expresszidjara normaltunk. A metszeteket
haromszorosan jeldltilk: a HA expressziot HABC jeloléssel mértiik, az ErbB2 kvantitativ
meghatarozasahoz egy olyan monoklonalis antitestet hasznaltunk, ami az ErbB2
intracellularis epitopjat ismeri fel (mAb OP15), mig a harmadik fluoreszcens antitest a
trastuzumab volt. Azonositottuk a sejtmembrant és a trastuzumab intenzitasat normaltuk az
ErbB2 expresszios szintjére. A fluoreszcencia intenzitasokat csak a membran pixelek altal
alkotott maszkhoz tartozé teriileten hataroztuk meg. A HA sejtek korili slriiségét is
meghataroztuk a membran maszkban és az atlag ErbB2-normalizalt trastuzumab kotédést (a
pixelenként szamolt trastuzumab/OP15 aranyok atlaga) abrazoltuk a HA striiségének
fliggvényében. Minden esetben meghataroztuk ezeket az atlagokat, betegenként ~4 metszetrdl
~4 képet vettiink fel (25, 26. abra).
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25. abra: A szovetek magas hialuronsav siiriisége alacsony trastuzumab kotodésre utal
A: A metszeteket jeloltiik trastuzumabbal (direkt jelolés AlexaFluor546-tal), egy ErbB2
elleni antitesttel (OP15, indirekt jelolés AlexaFluor647-GAMIG), ami az ErbB2
intracellularis doménjéhez kotédik, a hialuronsavat pedig HABC segitségével (indirekt
jelolés AlexaFluor488-streptavidinnel). A HA slirliséget és a trastuzumab/OP15 intenzitas
aranyokat a membran maszkban szamoltuk ki (lasd 26. abra). Ezeket a paramétereket
atlagoltuk minden beteg esetén, ezért minden egyes pont az dbrdn egy-egy beteg atlag
értékeit mutatja. A piros vonalat linearis regresszioval illesztettiik az adott pontokra (r = -
0.52). A vertikalis referencia vonalak azt mutatjak, hogyan osztottuk a kapott pontokat
harom csoportra (alacsony, kozepes és magas HA slirliség) a tovabbi statisztikai
analizishez.

B: A hialuronidaz kezelés hatasanak demonstralasara kivalasztottuk azon betegek mintait,
amelyek nagy hialuronsav mennyiséget mutattak. Hat darab metszetet vettiink ki ebbdl a
csoportbol, melyek koziil harmat emésztettiink hialuronidazzal (teli szimbdlumok), mig a
masik harom kezeletlen kontrollként szolgalt (lires szimbolumok). A jelolés az “A”
részben leirtak szerint tortént, majd meghataroztuk a trastuzumab/ErbB2 aranyt, valamint a
hialuronsav tartalom atlagat minden beteg esetében. Az azonos alak szimbolumok azonos
pacienseket jelentenek.

C: Harom metszetet valasztottunk ki a 3 kiillonb6z6 csoportbol és megjeldltik oket az “A”
részben leirtak szerint, de a fluoreszcens festékeket a trastuzumab ¢és OP15 esetében
felcseréltiik, vagyis a trastuzumab direkten volt jelolve AlexaFluor647-tel, mig az OP15
indirekten  AlexaFluor546-GAMIG-gal (a tele szimbolumok “forditott” jelolést
jelentenek). Az iires szimbolumok jelentik a harom minta normal jelolésének eredményeit,
aminek folyamatat az “A” részben mar targyaltam (“normal” jelolés). A HABC,
trastuzumab és OPI15 képek fluoreszcencia intenzitisat mértiik a forditottan jelolt
mintaknal és normaltuk a megfeleld fluoreszcencia intenzitasokkal, amit a normal jellés
soran kaptunk. Az azonos alaku, de {ires vagy tele szimbolumok azonos mintaknak
felelnek meg, csak a két kiilonb6zd protokoll szerint lettek megjelolve.

A normalizalt trastuzumab kotddés jelentds negativ korrelaciot mutatott a HA mennyiségével.
A korrelacios koefficiens -0,52 volt (95% konfidencia intervallum -0,88 és -0,27 k6zott, amit
a korrelacios koefficiens Fisher-féle Z-transzformacidjaval hataroztunk meg). Ez az érték
szignifikansan eltér nullatdl, és egy kozepesen erds kapcsolatra utal a két valtozd kozott. A
korrelacios koefficiens négyzete 0,27, ami arra utal, hogy kozelitden a normalizalt

trastuzumab kotédésének variancidjanak negyedéért a HA shrlisége a felelés [130]. A

-59 -



Eredmények és megbeszélésiik

mintakat harom csoportra osztottuk (alacsony, kozepes és magas HA slirliség) a vertikalis
referencia vonal alapjan, lasd 25.A. abra. A variancia analizis szignifikans kiilonbséget
mutatott a normalizalt trastuzumab kot6désénél a harom csoport esetében (p<0,001, VI.
tablazat), ugyanis a trastuzumab kot6dése kétszer magasabb volt az alacsony HA
mennyiségnél, mint a magasnal. Tukey’s HSD teszt megerdsitette, hogy a normalizalt
trastuzumab kotodés a kozepes és a magas HA csoportoknal kiilonb6zé volt az alacsony HA
mintakhoz képest (p=0,001).

Hialuronsav siiriiség® Normalizalt trastuzumab kot6dés” p°
alacsony (730£175) 2,13+0,77

kozepes (1565+340) 1,25+0,59 0,001
magas (29404+295) 1+£0,35 0,001

®A mintdkat 3 csoportra osztottuk HA mennyiségiik alapjan, amit a 17. A. 4bran lathat6
vertikalis referencia vonalak is mutatnak. A feltiintetett szamok az atlagot mutatjak+S.D.

A normalizalt trastuzumab kotddést ugy szamoltuk, hogy vettik a pixelenkénti
trastuzumab/OP15 intenzitas aranyok atlagat. A feltiintetett szamok az atlagot mutatjak+S.D.
°A Tukey’s HSD teszt p-értékei a kozepes és magas HA csoportok trastuzumab kotédését az
alacsony HA-t tartalmazo csoporttal vald 6sszehasonlitas soran.

VI. tablazat: A normalizalt trastuzumab kétodését a sejtkoriili hialuronsav mennyisége
szignifikansan befolydsolja

A hatas nagysagat (a normalizalt trastuzumab kotédés variabilitasanak Osszehasonlitasa a
mért hibaval), amit a Cohen-féle f értékkel becsiiltiink meg, 0,61-nek adodott [130]. Ezek az
adatok egyértelmiien bizonyitjak, hogy a sejtek koriili HA meggatolja a trastuzumab
kotodését az ErbB2 receptorhoz.
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26. abra: Egy reprezentativ kép, ami a hialuronsav és a trastuzumab kozotti
antikorreldcio tipikus példadjat mutatja

A mintékat a kovetkez6 antitestekkel jeldltilk meg: trastuzumab, OP15 és HABC. MAb
OP15 az ErbB2 intracellularis epitopjahoz kotédik, mig a HABC a HA-at jeloli. A
membran maszkban pirossal jelolt pixelek a sejtmembrannak felelnek meg, amelynek
azonositasat az Anyagok és modszerek cimil részben targyaltam. A trastuzumab és OP15
képekbdl levontuk a hatteret, majd fluoreszcencia intenzitasait elosztottuk egymassal. Az
igy kapott trastuzumab/ErbB2 hanyadost sziirke skalan jelenitettiik meg a jobb oldali
képeken. Vonas=20 um, minden képre vonatkozoan.

A Kkapott eredmények jo egyezést mutatnak korabban in vitro és egér xenograftokban
kapott kisérletek eredményével, ahol a HA é&ltal okozott trastuzumab kotddés gatlasat
demonstraltak [38]. Az antikorrelacio megallapitasanak megbizhatosaga fiigg a sejtmembran
ErbB2 expresszios szintjétol. Mint azt korabban emlitettem, az OP15 antitest nem

maszkirozodik és igy fluoreszcencia intenzitasa jelzi az ErbB2 expresszios szintet [36].

5.2.2. A hialuronidiaz enzimes emésztés ,leleplezi” az ErbB2 trastuzumab
koto epitopjat

A HA maszkirozé szerepének tovabbi bizonyitasara a metszeteket hialuronidaz enzimmel
kezeltiik és azok HA mennyiségét és normalizalt trastuzumab kotddését dsszehasonlitottuk az
enzimmel nem emésztett parjukkal (kontroll minta). A HABC jel6lddés intenzitasa
szignifikdnsan csokkent a hialuroniddz enzimmel kezelt mintak esetében. A HA sejtkoriili
stiriségének csokkenése hatarozottan megnovelte a normalizalt trastuzumab kotédését, ami
arra utal, hogy a hialuroniddz emésztés hatékonyan feltarja az ErbB2 trastuzumab kotd
epitopjat  (25.B., 27. abra). Ezen eredmények Osszhangban vannak a korabban
részletezettekkel, ¢s aldtamasztjdk, hogy a HA gatolja a trastuzumab ErbB2-hoéz valo

kotodését human emlétumor mintakon.
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hialuronsav trastuzumab OP15 (ErbB2) membran maszk  trast./ErbB2 arany
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27. abra: Reprezentativ kép a hialuroniddz emésztés trastuzumab kotodésre kifejtett
hatdsanak bemutatdsdara

A mintakat hialuronidazzal kezeltiikk és ugyanazon péaciensek kezeletlen mintdjat pedig
kontrollnak tekintettiik. A mintakat a kovetkez6 antitestekkel jeldltiik meg: trastuzumab,
OP15 és HABC. MADb OP15 az ErbB2 intracellularis epitopjahoz kotddik, mig a HABC
a HA-at jeloli. A membran maszkban pirossal jelolt pixelek a sejtmembrannak felelnek
meg, amelynek azonositdsat az Anyagok €és modszerek cimii részben targyaltam. A
trastuzumab és OP15 képekbdl levontuk a hatteret, majd fluoreszcencia intenzitasait
elosztottuk egymassal. Az igy kapott trastuzumab/ErbB2 hanyadost sziirke skalan
jelenitettiik meg a jobb oldali képeken. Vonas=20 um, minden képre vonatkozoan.

5.2.3. A FRET nem okozza a trastuzumab kotddés és a hialuronsav siirtisége
kozotti negativ korrelaciot

Szamos faktor generalhatja a negativ korrelaciot a két fluoreszcens proba kotddése
kozott. Az AlexaFluor488-kapcsolt HABC AlexaFluor546-trastuzumab altali FRET-indukalt
kioltasa is vezethet a HABC fluoreszcencia intenzitas csokkenéséhez magas trastuzumab
kotédés esetében. Masrészt az  AlexaFluor546-trastuzumab  fluoreszcencia  kioltasa
AlexaFluor647 jelolt OP15 altal ugyancsak a trastuzumab/OP15 fluoreszcencia intenzitds
arany csokkenéséhez vezethet. Ha a fenti faktorok barmelyike hatassal lenne a megfigyelt
negativ korrelaciora, akkor a trastuzumab és OP15 antitestek fluoreszcens festékeinek
felcserélése a korrelacid megvaltozasdhoz vezetne. Ezért kivalasztottunk egy-egy mintat az
alacsony, kozepes ¢és magas HA mutatd csoportokbdl és 0Osszehasonlitottuk azok
trastuzumab/ErbB2 aranyait, amikor megjeloltik oket AlexaFluor546-trastuzumab és
AlexaFluor647-OP15 antitestekkel (“normal” jelolés), valamint AlexaFluor546-OP15 és
AlexaFluor647-trastuzumab antitestekkel (“forditott” jelolés). Nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a trastuzumab/ErbB2 aranyok tendencidjaban a kétféle jelolés soran (25.C.
abra). Tovabba, vizsgaltuk a FRET hatasat az AlexaFluor546-trastuzumab és AlexaFluor647-
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OP15 antitestek kozott aramlasi citometrias méréssel SKBR-3 eml6 tumor sejteken. A FRET
szinte teljes hianyat figyeltiik meg a két epitop kozott, ami dsszhangban van a két antitest
kozotti nagy tavolsaggal, ugyanis ezek az antitestek ellentétes doménekhez kapcsolddnak, az
egyik az ErbB2 intracellularis, a masik az extracellularis részéhez és ez bizonyitja, hogy a

FRET jelenségnek nincs hatasa a normalizalt trastuzumab kotodésre (28. abra).
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FRET hatasfok

—— AlexaFluor546-trastuzumab + AlexaFluor647-OP15
—— AlexaFluor546-trastuzumab + AlexaFluor647-pertuzumab

28. abra: Intramolekuldris FRET mérés az ErbB2 epitépjai kizott: a trastuzumab és az
OP15 FRET tdvolsdgon kiviil vannak egymdstol

SKBR-3 sejteket jeloltiink AlexaFluor546-trastuzumab és OP15 antitestekkel, amelyet
masodlagosan AlexaFluor647-GAMIG-vel festettink meg (fekete gorbe). Pozitiv
kontrollként a sejteket AlexaFluor546-trastuzumab és AlexaFluor647-pertuzumab
antitestek keverékével jeloltik meg, hogy a két epitdp kozotti erds intramolekuldris
FRET-et mérni tudjuk (piros gorbe). A sejteket (20.000/minta) aramlasi citométeren
meértiik és a FRET hatasfokot sejtenkénti eljarasban értékeltiik ki. 0,04-es FRET értéket
kaptunk a trastuzumab-OP15 donor-akceptor parra (pozitiv kontrollnal a 0,4 érték erds
FRET-re utal), vagyis FRET jelenség nem Iéphet fel a trastuzumab extracellularis és az
OP15 intracellularis epitdpjai kozott.

Kizartuk a spektralis atfedés lehetdségét is a trastuzumab kotddés és a HA stirliség kozott
megfigyelt negativ korrelaciora, mivel a spektralis atvilagitas jelentéktelen a fluoreszcens
csatornak kozott. Kovetkezésképpen, elmondhatjuk, hogy az Aaltalunk tapasztalt negativ
korrelacio a fluoreszcens intenzitasok kozott tiikrozi a fluoreszcens probak kozotti negativ
korrelaciot és kizarhatjuk a spektralis atfedés és a FRET lehetdségét a megfigyelt

antikorrelaciora.
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5.24. A trastuzumab kotédés és a hialuronsav siirliség kozotti negativ
korrelacio tipikusan jelen van egyedi mintak esetében is

A fentebb emlitett megfigyelést, miszerint az alacsony trastuzumab kotédés a magas HA
tartalomnak koszonhetd, egyedi mintdk alapjan is bizonyitottuk. Vizsgaltuk a korrelaciot a
kétdimenzids hisztogrammok (kontur abra) ellendrzésével, ahol a normalizalt trastuzumab
kotodést abrazoltuk a HA striiség fliggvényében. A negativ korrelacio a mintak ~2/3-anal

megfigyelhetd volt. Egy tipikus példa lathat6 a 29. abran.

trastuzumab/ErbB2

0 400 800 1200

hialuronsav

29. abra: A hialuronsav és a trastuzumab kétodés kozotti antikorreldcio példdja egyetlen
konfokalis kép esetén

A metszetet megjeloltik trastuzumabbal, OP15-el és HABC-al. A trastuzumab/ErbB2
aranyt és a HA slirliséget a membran maszkban hataroztuk meg, mint ahogy azt a 25, 26.
abrak leirdsanal emlitettem. A piros trend vonal a trastuzumab/ErbB2 arany és a HA
stirliség kozotti linearis regresszids egyenest mutatja (r = -0.3).

A hatas nagysaga szignifikansan alacsonyabb volt (Cohen-féle f = 0.31) ebben az esetben,
mint paciensenként, a korrelacios koefficiens is alacsonyabbnak mutatkozott (r = -0.3) és csak
~1.5-szeres kiilonbség volt a normalizalt pixelenkénti atlag trastuzumab kotddésben az
alacsony és a magas HA stirliségeknél (szemben a betegenként szdmolt adatoknal kapott ~2.5-
szeres kiilonbséggel). Ezen adatok mégis megerdsitik, hogy a sejtkoriili HA megakadalyozza

a trastuzumab ErbB2-hoz torténd kotddését.
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5.3. A PLA mdadszer kvantitativ jellegének vizsgdlata
5.3.1. Kezdeti észrevételek a FRET és a PLA kozotti korrelacio hianyardl

Mivel metszetekben a FRET ¢és a hozza hasonld mérések kivitelezése nehézségekbe
itkozik, a PLA modszer értékes alternativat kindl ilyen esetekben. Bar a PLA mddszer
kidolgoz6i a modszer kvantitativ jellege mellett érveltek, erre vonatkozd kisérletes
bizonyitékok nem lattak napvilagot. Ezért célul tiztiik ki, hogy a FRET és PLA moddszereket
olyan esetekben hasonlitjuk Ossze, amikor sajat és masok kisérletes eredményei alapjan
tudjuk, hogy a vizsgalt fehérjék milyen mértékben asszocidlnak. Az elsé ilyen rendszer az
ErbB1 receptor homodimerizaciéjanak EGF indukalta novekedése volt. Mig az ErbBl1
homoklaszterek ndvekedése a varakozassal dsszhangban szignifikdns volt EGF kezelés utan

aramlési citometridas FRET mérések alapjan, addig a PLA esetében nem tapasztaltunk

------

crer

¢és intramolekularis mérések soran vizsgaltuk. A sejteket megjeloltiik olyan donor- és
akceptor-konjugalt ErbB2 ellenes antitestekkel, amelyek az ErbB2 kiilonb6zo epitopjai ellen
mérése céljabol a sejteket az ErbB2 ugyanazon epitopja elleni, donor-konjugalt és akceptor-
konjugalt anti-ErbB2 antitestek keveré¢kével jeloltik meg. A FRET és PLA kisérletek
eredményei kozott nem tapasztaltunk korrelaciot (30.B. abra). A méréseket aramlasi
citométeren végeztiik, de a sejtek PLA és immunfluoreszcens jelét ellendriztiik fluoreszcens
mikroszkoppal is. Amint azt a reprezentativ képek is mutatjdk az immunfluoreszcens
jelolodés eloszlasa és a PLA jel a publikalt adatokkal jo egyezést mutat (31. abra). Mivel a
FRET kvantitativ jellegér6l mar szamtalan elméleti és kisérleti elemzés sziiletett, fel kellett
tételezniink, hogy a PLA mddszer ebben a tekintetben jelentdsen elmarad a FRET mogott. A

tovabbiakban ezen feltételezésiink ellendrzésére végeztiink szisztematikus vizsgalatokat.
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30. abra: A PLA és a FRET mérések kozotti eltérés

A: Eheztetett A431 sejteket jeldltiink donor- és akceptor-konjugalt Mab528 vagy EGFR455
antitest keverékkel. Mindkét antitest az ErbB1 extracellularis epitdpjat ismeri fel, de az Mab528
verseng az EGF kotédéssel, mig az EGFR455 nem. A FRET hatékonysagot aramlasi citométerrel
mértiilk nyugvo és EGF-stimulalt sejteken (fehér oszlop). Parhuzamosan, kontroll és stimulalt
A431 sejteket jeloltink Mab528-,,priming” és Mab528-,,non-priming” vagy EGFR455-,,priming”
és EGFR455-,,non-priming” antitest keverékkel és a PLA jelet aramlasi citométerrel mértiik
(fekete oszlop).

B: SKBR-3 sejteket jeloltiink a feltiintetett elsédleges fluorofor- vagy oligo-kapcsolt antitest
keverékekkel. ,trast” és ,pert” a trastuzumab és pertuzumab antitestek roviditése. Az elsd
antitestet donor vagy ,,priming” oligunukleotiddal jeloltiik, mig a masodikat akceptor vagy ,,non-
priming” oligonukleotiddal. A PLA jelet (fekete oszlop) és a FRET jelet (fehér oszlop) kiilonb6z6
mintakon mértiik. Az oszlopdiagramokon a hibajelek a kozépérték kozepes hibajat jelentik.

31. abra: Reprezentativ mikroszkopos kép a PLA kisérletekhez megjelolt sejtekrdl
SKBR-3 emlétumor sejteket jeloltiink trastuzumab-,,priming”, pertuzumab-,,non-priming”
és AlexaFluord88-7C2 ErbB2 ellenes antitestekkel. A PLA jelet Cy5-jelolt detektalo
oligonukleotiddal vizualizaltuk (A). Az immunfluoreszcens képet az AlexaFluor488-7C2-
6l és az egymasra helyezett képet a B és C dbrakon mutatjuk be.

- 66 -



Eredmények és megbeszélésiik

5.3.2. A FRET és a PLA kiilonbo6zoé fiiggése a fehérje expressziés szinttél az

A két modszer szisztematikus Osszehasonlitdsat a homoasszociacid expresszios szinttol
valo fiiggésének elemzésével kezdtiik. Osszehasonlitottuk a FRET és a PLA mértékének
fliggését a fluorofor-kapcesolt €s az oligonukleotid-konjugalt antitestek mennyiségétél. SKBR-
3 sejteket jeloltiink trastuzumab-,,priming” és trastuzumab-,,non-priming” antitestek
sejteket ErbB2 ellenes fluoreszcens antitesttel is jeloltiik a fehérje expresszid mértékének
méréséhez. A kontur abran és a trend vonalon megfigyelhetjiik, hogy a PLA jel telitésbe fut

magas, de nem extrém ErbB2 expresszios szint esetén (32. abra).
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32. abra: Aramlisi citométerrel mért PLA jel telitédése az ErbB2 magas expresszios
szintjénél

SKBR-3 sejteket jeldltiink trastuzumab-,,priming” ¢és trastuzumab-,,non-priming”
PLA jelet Cy5-jelolt detektalod oligonukleotiddal mértiik. A sejteket AlexaFluor488-7C2
antitesttel is megjeloltiik az ErbB2 expresszios szintjének vizsgalatahoz. A piros trend
vonal jelzi a PLA jel atlagat az ErbB2 expresszios szintjének fliiggvényében. A kontlr
szinteket logaritmikusan definialtuk, de a kontir abra mellett és felett lathatod
hisztogramok mutatjak a fluoreszcencia intenzitas valodi eloszlasat. A fekete
hisztogramok az 4abra horizontdlis ¢és vertikalis tengelyén az AlexaFluor488-7C2
intenzitas és a PLA jel ecloszlasat mutatjak. A szaggatott referencia vonal a fekete
hisztogramok atlaganal helyezkedik el. A fels6 abran levd kék hisztogram a nem jelolt
sejtek AlexaFluor488-as csatornaban mérhetd fluoreszcencia intenzitasat mutatja, a jobb
oldali abran pedig a negativ kontroll minta PLA jelét lathatjuk, amit csak trastuzumab-
,»priming” antitesttel jeloltiink meg.
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A tény, hogy a PLA szignal telitddése a fluoreszcencia intenzitas eloszlas kdzépsé részén van
(vagyis koriilbeliil az atlag fluoreszcencia intenzitasnal), utal arra, hogy a telitési effektus a
PLA Kkisérleteknél a tumor sejteknél gyakran megfigyelhetd magas expresszios szinteknél
bekovetkezik. A PLA jel telitddési tendenciajat harom kiilonb6z06 ,,priming” és ,,non-priming”

oligonukleotiddal jeldlt antitest aranynal is megfigyeltiik (1:3, 1:1, 3:1) (33. abra).
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33. abra: A szaturdcio jelensége a PLA-ndl fiiggetlen a ,,priming” és ,,non-priming”
oligonukleotidok ardanyadtol
SKBR-3 eml6tumor sejteket jeloltiink pertuzumab-,,priming”, pertuzumab-,,non-priming”
¢s AlexaFluord88-7C2 ErbB2-ellenes antitestekkel. A ,priming” és ,,non-priming”
antitestek ardnya a kovetkezd volt: 3:1 (fekete vonal); 1:1 (kék vonal); 1:3 (piros vonal) a
harom kiilonb6z6 mérés soran. A PLA jelét a Cy5-jelolt detektaldo oligonukleotid
segitségével mértiik aramlasi citométeren. Az AlexaFluor488-7C2 antitest fluoreszcencia
intenzitasat hasznaltuk az ErbB2 expresszios szintjének méréséhez. Az dbran az atlag
PLA jelet az ErbB2 intenzités fliggvényében abrazoltuk.

A PLA jel telitési effektusdnak kisérletes igazoldsa utdn ugyanazon bioldgiai rendszeren
ellendriztiik, hogy a FRET jel mutat-e hasonl6 tendenciat. A FRET intenzitas, amit a (10)-es
képletb6l szamoltunk ki, nem telitddott és a trend vonal linedris fiiggést mutat a FRET
intenzitds ¢és az ErbB2 expresszids szintje kozott még magas fluoreszcencia intenzitasnal is
(34.A. abra). Mivel a FRET intenzitas fiigg mind a fluorofor-jelolt antitestek mennyiségétol
(Ig), mind azok kozelségétdl (E), igy analég a PLA jellel, amelynél szintén varhato, hogy a
fehérjék proximitasatdl és mennyiségétdl egyarant fligg. A tény, hogy a FRET intenzitas és a
PLA jel kiilonbozoképpen fiiggott a vizsgalt proteinek expresszids szintjétdl, azt sugallja,
hogy ez a két modszer jelentdsen kiillonb6zo informacidt szolgaltat a fehérje asszociaciokrol.

Ezt kovetden meghataroztuk a FRET hatasfok fliggését az ErbB2 expresszids szintjétol. A

------
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annyiban fiigg, amennyiben az a protein asszocidciokat befolyasolja. Ellentétben a FRET

intenzitassal, a FRET hatékonysag fliggetlen volt a fluoreszcencia intenzitastol (34.B. abra).
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34. abra: A FRET linedrisan fiigg az ErbB2 expresszios szinttél még magas
fluoreszcencia intenzitisoknal is
SKBR-3 sejteket jeloltiink donor-jeldlt és akceptor-jeldlt trastuzumab antitest keverékkel

......

ki nem oltott donor fluoreszcencia intenzitast (ErbB2 intenzitas a vizszintes tengelyen),
ami a proteinek cellularis expresszids szintjét reprezentalja. A FRET intenzitds és a FRET

------

hisztogramon logaritmikusan voltak definialva. A piros trend vonalak mutatjak az atlag
FRET intenzitast vagy FRET hatékonysdgot az FErbB2 expresszidos szintjének
fliggvényeben.

Habar ez a kapcsolat elméletileg lehetséges [117], ellentétben van Korabbi eredményeinkkel,
mikroszképos FRET mérésekben a tomeghatas torvényével Osszhangban [97]. Emiatt
megvizsgaltuk az ErbB2 expresszios szintje és a sejtméret kozotti korrelaciot. A sejtek
méretét az eldre irdnyt fényszorassal (FSC=forward scattering) becsiiltik meg. A ki nem
oltott donor intenzitas (14, ErtbB2 expressziojanak mérése) és a FRET intenzitas aranyos volt a

sejtmérettel (35. abra).
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35. abra: A donor fluoreszcencia intenzitds aranyos az eloreszorassal (FSC-vel)
SKBR-3 sejteket jeloltiink donor-jelolt és akceptor-jelolt pertuzumab ErbB2 ellenes
antitest keverékkel és a FRET-et d&ramlasi citométerrel hatdroztuk meg. Kiszamitottuk a ki
nem oltott donor fluoreszcencia intenzitast (lg), a FRET intenzitast (Igrer , lasd (10)-es
szamu képlet) és ezeket abrazoltuk az FSC fliggvényében kétdimenzids hisztogramok
formajaban. A piros iranyvonalak mutatjak az atlag ki nem oltott donor intenzitast (A)
vagy FRET intenzitast (B) az FSC fiiggvényében.
Ezt az észrevételt Gigy értelmeztiik, hogy a magas expresszios szintet mutatd sejtek nagyobb
méretliek (magas lg — magas FSC). Mivel els6sorban a nagyméreti sejtek mutatnak magas
expresszios szintet, varhato, hogy ezen sejtek felszinén az ErbB2 sejtfelszini stirlisége nem
lesz jelentésen magasabb, mint az alacsony expresszios szinti sejteken (hiszen nemcsak a
fehérje szam, de a sejtfelszin is nagyobb). Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy a FRET
hatasfok az ErbB2 homoasszociacio esetében fiiggetlen az expresszids szinttdl, ami annak

tudhatd be, hogy a sejtfelszinén a fehérjék feliileti siiriség kozelitdleg allandé kiilonbozd

kifejezddeési szintek esetében.

533. A FRET és a PLA kiilonb6zo fiiggése az expresszios szinttol
intramolekularis mérések esetében

Mivel az intramolekularis tdvolsagok fliggetlenek az expresszids szinttdl, egy molekula
két epitopjanak proximitdsa megbizhatd referenciaként hasznalhaté a PLA és a FRET
mérések Osszehasonlitasdra. Ezért megvizsgaltuk két ErbB2 ellenes antitest (pertuzumab és
trastuzumab) epitopja kozotti kozelségét a két modszerrel. Hasonldan a fentebb leirt
intermolekularis mérésekhez, az intramolekularis PLA is telitddést mutatott, amely az atlag

fluoreszcencia intenzitasnal ~ 2x nagyobb intenzitasoknal kezd6dott (36. abra).
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36. abra: A PLA jel telitodik a proximitds proba magas siiriiségénél intramolekularis
mérések esetében

Az ErbB2 molekula két epitopjat megjeldltiik pertuzumab-,,priming” és trastuzumab-
»hon-priming” antitesttel, hogy detektalni lehessen az intramolekularis PLA jelet, amit
Cy5-jelolt detektald oligonukleotiddal mértiink. Ugyanakkor a sejteket megjeldltiik
AlexaFluor488-7C2 antitesttel is, hogy az ErbB2 expresszidos szintet mérjik. A
kétdimenzids hisztogramra illesztett piros trendvonal mutatja a PLA jelet az ErbB2
expresszids szint fliggvényében. A kontlr szinteket logaritmikusan definialtuk. A fekete
hisztogramok a fels§ és a jobboldali abran mutatjdk az AlexaFluor488-7C2 intenzitas
eloszlasat és a PLA jelet. A kék hisztogram a fels6 abran a jeloletlen sejtek
AlexaFluor488 csatorndban mért fluoreszcencia intenzitdsat mutatja. A kék hisztogram a
jobb oldali sz¢éls6 abran mutatja a negativ kontroll sejtek PLA jelét, amit csak
trastuzumab-,,non-priming” antitesttel jeloltiink.

A PLA eredményekkel ellentétben, a FRET intenzitas erds linearis korrelaciot mutatott az
expresszios szinttel, mig a FRET hatasfok allanddo volt minden kifejez6dési szinten
(37. abra). Elmondhatjuk, hogy PLA-nal a szaturacié jelensége mind intra-, mind

intermolekularis mérések esetében is megnyilvanul, mig FRET esetében telitddési effektust

nem tapasztaltunk.
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37. abra: Az intramolekularis FRET hatasfok dllando, mig a FRET intenzitds
linedrisan valtozik az antitestek siiriiségével

SKBR-3 sejteket jeloltiink donor-jeldlt trastuzumabbal €s akceptor-jeldlt pertuzumabbal,
hogy intramolekuldris FRET-et mérjliink aramlasi citométerrel az ErbB2 molekula két
epitopja kozott. A ki nem oltott donor fluoreszcencia intenzitast, a FRET intenzitst és a
FRET hatasfokot sejtenkénti eljarasban értékeltiik ki. A kontlr szinteket logaritmikusan
definialtuk kétdimenzids hisztogramok formdjaban. A piros trend vonalak mutatjdk az
atlag FRET intenzitast (A) vagy FRET hatasfokot (B) a kioltatlan donor fluoreszcencia
intenzitas fliggvényében.

5.3.4. Az antitestek siirtisége nagyban befolyasolja a FRET és PLA méréseket

Az el6z6 pontokban ismertetett kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a PLA esetében
tapasztalt szaturacio az oligonukelotiddal jeldlt proximitasi probak denzitastol fiiggden alakul
ki. Ezért egy olyan kisérleti elrendezést terveztiik, amiben a proximitdsi probak sejtfelszini
mennyiségét ellendrzott modon be tudjuk allitani. Egy olyan mintasorozatot allitottuk eld,
amelyben a mintdkat harom antitest (trastuzumab-,priming”, AlexaFluor488-trastuzumab,
pertuzumab-,,non-priming”) keverékével jeloltik meg. Minden mintahoz ugyanolyan
AlexaFluor488-trastuzumab antitestek aranyat mintanként valtoztattuk 100%-r6l 0%-ra, azaz
az AlexaFluor488-trastuzumab antitesttel leszoritottuk a trastuzumab-,,priming” antitestek
egy részét az ErbB2-rél. A sejthez ko6todott trastuzumab-,,priming” antitest mennyiségét az
AlexaFluor488-trastuzumab fluoreszcencia intenzitasbol szamitottuk ki. A PLA jel telitédését
abrazoltuk a trastuzumab-,,priming” antitest striiségének fiiggvényében (38.A. abra). Ezt
kovetden elveégeztiik az ezzel analdg kisérletet FRET esetében is. Itt is készitettiink egy olyan
mintasorozatot, amelyben a donorral jelolt pertuzumab mennyisége allandé volt, de az

akceptorral jeldlt trastuzumab egy részét leszoritottuk jeloletlen trastuzumab hozzaadasaval.
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A jeldletlen és akceptorral jeldlt pertuzumab aranyat mintar6l mintdra valtoztattuk. A FRET
hatasfok az elméletileg megjosolt szigoru linedris Osszefiiggést mutatta, ha az akceptor

mennyiség fliggvényében abrazoltuk (38.B. abra). Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy

a szaturacio jelensége csak a PLA mérések esetében mutatkozott.
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38. abra: A telitodési jelenség a PLA-ban az antitest siiriiség és az RCA reakcio
idotartamanak fiiggvényében

A. SKBR-3 sejteket jeloltiink egy olyan antitest keverékkel, amely pertuzumab-,,non-
priming” probat és kiilonb6z6 aranyban trastuzumab-,,priming” és AlexaFluor488-
trastuzumab antitesteket tartalmazott. Az intramolekuldris PLA jelet a trastuzumab-
,priming” és pertuzumab-,,non-priming” antitestek kozott CyS-tel jelolt detekcios
oligonukleotiddal mértiik. A trastuzumab epitop azon szazalékat, amit a trastuzumab-
,»priming” antitest elfoglal, ugy szamoltuk ki, hogy az AlexaFluor488-csatornaban mért
fluoreszcencia intenzitast kivontuk azon mintdk intenzitasdbol, amelyek csak
AlexaFluor488-trastuzumabbal voltak jeldlve, majd normaltuk a kiilonbséget az utobbi
intenzitasara.

B. Intramolekuldris FRET hatékonysdgot mértiink donor-jeldlt pertuzumab és akceptor-
jelolt trastuzumab kozott SKBR-3  sejteken. Pertuzumab epitopot telitettiik donor-
konjugalt antitesttel, mig a trastuzumab-kotd epitdp akceptor-konjugalt antitesttel valo
telitddését valtoztattuk novekvd koncentracioju jeldletlen trastuzumab segitségével. Az
atlag FRET hatékonysagot 20.000 sejt alapjan aramlasi citométerrel mértiik és az
értékeket abrazoltuk az akceptor-jelolt antitest relativ stirliségének fliggvényében
(100%=akceptor jele a kompetalo jeloletlen antitest hidnyaban).

C. Intramolekularis PLA jelet trastuzumab-,priming” és pertuzumab-,,non-priming”
antitestek kozott mértiink Cy5-jelolt detekcios oligonukleotiddal. Az RCA reakcid
id6tartama vagy 30 (fekete gorbe), vagy 90 (piros gorbe), vagy 150 perc (kék gorbe) volt.
A sejteket megjeloltiik AlexaFluor488-konjugalt 7C2 antitesttel is, hogy mérni tudjuk az
ErbB2 expresszids szintjét. A kétdimenzids hisztogramokat a mar kordbban emlitett
modon képeztiik és a trend vonalak mutatjak az atlag PLA jelet az ErbB2 expresszios
szintjének fiiggvényében.
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535. A PLA telitédési jelenségét az RCA reakcié idétartama nem

befolyasolja szignifikansan

A PLA mérések soran konzekvensen megjelend telitési effektusnak szamtalan oka lehet.
Az egyik lehetséges pont, ahol ez a nem-linearis effektus bekovetkezik az amplifikacios RCA
reakcio. Ezért megvizsgaltuk, hogy a szaturacios effektus kapcsolatban van-e a nukleozid-
expressziods szinttdl vald fliggését harom kiilonb6z6 inkubacids idét (30, 90 és 150 perc)
alkalmazva az RCA reakciohoz. A PLA jel névekedett az inkubacios id6vel, de a novekedés
nem volt linearis (38.C. abra). Bar a szaturacio foka folyamatosan novekedett az inkubacios
iddvel, mar a legrovidebb inkubécios idonél is nyilvanvald volt (38.C. abra). Tehat Ggy tinik,
hogy a szubsztrat fogyasa a PLA amplifikacios folyamata soran nem az egyetlen oka a telitési
jelenségnek.

Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a FRET hatasfok az intramolekularis mérések soran
figgetlen volt a fluorofér denzitasatol, mig a FRET intenzitas a (10)-es egyenlet szerint
linedrisan valtozott ennek fiiggvényében. Mivel kvantitativ kapcsolat a PLA jel és a kisérleti
koriilmények kozott nem ismert, csak taldlgathatunk a telitddés jelenségének okardl. A
sztérikus gatlds a slirlin elhelyezkedd proximitas probak kozott megakadalyozhatja az
enzimet, hogy részt vegyen az amplifikacios folyamatban. A nem-linearis hatasok bizonyosan
szerepet jatszanak a PLA-ban, f6leg az amplifikacios fazisban, amit a mikroszkopos képeken
lathato PLA foltok (,,blobs”) ,.kvantalt”, ,,minden vagy semmi” jellegli megjelenése bizonyit
(31. abra): a PLA foltok mérete és fényessége nagyjabol homogén, bar varhatd, hogy minden
egyes foltban nem lehet ugyanolyan mértékii a protein aszociacido €és expresszié mértéke.
Szintén érdekes megfigyelés, hogy bar egy molekula két epitdpjanak proximitasa
valdsziniileg homogén a sejtfelszinen, a PLA foltok mégsem egyenletes eloszlasuak. Ezen
bizonyitékok arra utalnak, hogy ha a PLA sordan az amplifikacios 1épés beindul, akkor
nagyjabol ugyanolyan intenzitdsu ¢és méretli folt alakul ki a lokdlisan mérhetd protein
asszociaciotdl és expresszios szinttdl fiiggetleniil. Ha viszont a sztérikus gatlas vagy
statisztikai tényezOk miatt az amplifikacios folyamat nem indul be, akkor a PLA jel teljes
hianya figyelheté meg. Kovetkezésképpen, az in situ PLA csak a kdlcsonhaté molekulak egy
frakciojanak detektalasat teszi lehetdvé, mivel a reakcid (elsésorban az amplifikacids 1€pés)
nem csak a molekuldk kozelségétdl, de az asszociacios/disszociacios egyensulyoktol €s az
enzimatikus folyamatoktol is fiigg [87]. Ezenkivil a dANTP szubsztrat deplécidja is

hozzéjarulhat ezen nem-linedris hatasokhoz. A fentiek értelmében egy kisérletben a PLA jel
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novekedésének hidnyat kritikusan kell értelmezni, ugyanis ez jelentheti azt, hogy a kezelés

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy bar a PLA elénydsen alkalmazhatd protein
interakciok, poszt-transzlaciés modositasok detektalasara szoveti mintakon [87], tisztabban
kell lenniink a modszer korlataival. A PLA rendkiviil jo jel/hattér aranyat ugyanaz az
amplifikaciods reakcid okozza, mint ami valdsziniileg felelés a nem-linearis telitési effektus
megjelenéséért [89, 131]. Bar a mddszer kidolgozdi szerint a PLA, hasonléan a FRET-hez,
,molekuléris vonalzoként” haszndlhatd a proximitasi proba méretének varialasaval (pl. IgG
vagy Fab alkalmazasa és az oligonukleotidok hosszanak varialasaval) [131], a modszer nem
bizonyult eléggé kvantitativnak. Kovetkeztetésiink szerint a PLA csak egy szemikvantitativ

modszer a protein asszociaciok mérésére.
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6. Osszefoglalas

6.1. Az elisidepsin hatasmechanizmusdanak vizsgdlata

Mivel az elisidepsin hatasmechanizmusa nagyrészt ismeretlen volt, ezért vizsgalni
kezdtiik a drog altal kivaltott hatasokat az ErbB receptorokra ¢és a plazmamembranra.

A CHO ¢és A431 sejteken és azok szarmazékain végzett rovidtava és hossztava
¢letképesség vizsgalatok azt bizonyitottak, hogy sem az ErbB2, sem az ErbB3 fehérjék
expresszioja nem befolyasolja a sejtek elisidepsin iranti érzékenységét, ugyanis a kiilonb6zo
ErbB expresszios szinttel rendelkezd sejtvonalak Osszehasonlitasakor nem talaltunk
szignifikans eltérést az ICsg értékek kozott.

Az elisidepsin specifikusan megndvelte egy konformacio-szenzitiv ErbB3 ellenes antitest
kotddeését, vagyis egy olyan konformacidbeli valtozast indukalt az ErbB3 fehérjében, ami
eldsegitette a H3.105.5 antitest hozzaférését annak epitdopjahoz, de nem modositotta masfajta
ErbB2 vagy ErbB3 antitestek kotddését.

Aramlasi citometriass FRET méréseink azt mutattdk, hogy az ErbB2 és ErbB3
heteroasszocidciokra nem volt hatésa.

A konfokalis mikroszkoppal felvett képek meggydzéen mutattak, hogy az elisidepsin
nem modositotta az ErbB1 és ErbB2 elrendezddését, de szelektiven indukalta a GPI-
horgonyzott és az ErbB3 proteinek plazmamembranbdl az intracellularis vezikulumokba
torténd atrendezddését.

Sikertilt bizonyitani, hogy annak ellenére, hogy az elisidepsin valtozast okoz az ErbB- és
GPI-horgonyzott-fehérjék homoasszociacidjaban és sejten beliili eloszlasaban, annak
citotoxikus hatasa fiiggetlen az ErbB1-3 expressziotol. A TMA-DPH fluoreszcencia
anizotropia és a Laurdan generalizalt polarizacidjaban okozott valtozasok a drog altal a
plazmamembran rendezettségében ¢és fluiditdsaban okozott valtozasokra utalnak. Az
elisidepsin ezen hatasait nagyon gyorsan kifejti, és ezeket kovetik az ErbB fehérjék
eloszlasdban és az aspecifikus membranpermeabilitasban bekovetkezett valtozasok és a
sejthaldl. Valoszinlileg a hatdanyag elsddleges tdmadaspontja a lipid kettdsréteg és a tobbi

feltart valtozas az elsddleges hatas kovetkezménye.
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6.2. Trastuzumab kotodés gatlasa hialuronsav dltal emberi emlétumor

mintdkban

Az ErbB2 fehérje az emldtumor kezelésben egy fontos terapids célpont. A trastuzumab
(ErbB2 ellenes antitest) kombinacioja kemoterapiaval egy hatékony kezelési mod, de az
elsddleges és a szerzett rezisztencia kialakuldsanak problémdja még mindig nagy kihivast
jelent. Az egyik lehetséges ok a hialuronsav mennyiségének ndvekedése lehet, ugyanis ennek
felhalmozddasat rossz prognézisi daganatokban mar bizonyitottak, ezért munkank sordn az
ErbB2 expressziét mutatd emlétumor szdvetekben vizsgaltuk a trastuzumab kotédés és a
helyi HA mennyiség kozotti korrelaciot. Az antikorrelacid bizonyitasat kvantitativ kép
analizissel értiik el, ugy hogy a pixel intenzitasokat csak a sejtmembranban értékeltiik.

Azt talaltuk, hogy a normalizalt trastuzumab ko6tddés negativ korrelaciot mutat a sejt
koriili HA stiriséggel. A HA hatasa a trastuzumab kotddésre jellegzetes volt extrém esetekben
is, vagyis alacsony és magas HA slirliség esetén erds és gyenge kotddést tapasztaltunk.
Eredményeink egyezésben allnak korabbi bizonyitékainkkal, melyeket in vitro kisérletekben
és egér xenograftokon kaptunk.

A HA okozta trastuzumab kotddés gatldsanak mechanizmusa ismeretlen annak ellenére,
hogy kézenfekvd feltételezések vannak. Valdsziniinek tartjuk, hogy a siirti HA befedi vagy
maszkirozza az ErbB2 trastuzumab kot6 epitopjat. Ugyanakkor a HA egy olyan lehetséges
faktor, ami ndveli a malignus daganatokban az intersticialis nyomast €s ez a véredények
Osszeomlasahoz és a hatdanyagok nyomaskiilonbség-hajtott transzportjanak gatlasahoz
vezethet, vagyis megakadalyozza a drog molekuldk bejutasat a tumor belsejébe [132, 133].
Tovéabba a HA vagy az EC matrix méas komponensei a diffazid lassuldsat okozhatjak. Az éllat
modellekben kapott kordbbi eredmények, miszerint a HA mennyiségének csokkentése jo
hatassal van a daganatok kezelésében a hagyomanyos kemoterapias anyagok, liposzomak és
trastuzumab mellett, arra utalnak, hogy a HA egy fontos faktor, ami a tumorokban a
hatéanyag hozzaférését limitalja a kotohelyéhez [38].

Habar a HA nem az egyetlen faktor, amely a trastuzumab rezisztencidhoz vezethet,
eredményeinknek mégis fontos klinikai jelentdsége van, ezért a tovabbi kutatomunkank célja

a szovetek HA szintjének csokkentése.
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6.3. A PLA maodszer kvantitativ jellegének vizsgalata

A fehérje kolcsonhatasok kimutatasara nemrég kifejlesztett eljaras a PLA, amely nehéz
kisérleti kortilmények kozott (pl. szoveti metszeteken) is alkalmazhato. Bar a modszer kivalod
jel/hattér ardnyadhoz nem fér kétség, még nem elemezték részletesen, hogy mennyire
tekinthetd kvantitativnak. A moddszer a hosszadalmas jeldlési protokoll ellenére vonzonak
bizonyult a molekuléris biologiai vagy szovetfestési eljarasokban jartas laborok szamaéra,
hiszen a fehérje asszociaciokat kvantitativan mérd tobbi megkdzelitéssel ellentétben (ahol is
gyakran kell komplex egyenletrendszerek megoldéasat alkalmazni, egyenleteket illeszteni, pl.
FCS, FRET esetében) a PLA kiolvasasi paramétere konnyen értelmezhetd. Azonban kezdeti
eredményeink arra utaltak, hogy a PLA eredmények nem mindig korreldlnak a FRET
kisérletek eredményeivel, pl. PLA-val nem sikeriilt sem nekiink, sem masoknak [134] EGF
hatasara az ErbB1 receptor homoasszociacido novekedését kimutatni. Ezért szisztematikusan
elemeztiik, hogy a PLA jel mennyire korrelal a protein asszociacié mértékével.

Demonstraltuk, hogy a PLA jel mind intra-, mind intermolekuldris proximitasi
vizsgalatok esetén telitési effektust mutat, tehat a protein asszociaciok egy bizonyos mértéke
felett a jel nem nd tovabb. Az oligonukleotiddal jeldlt proximitasi probak denzitasat jeldletlen
antitesttel csokkentettiik, és ebben a rendszerben is azt tapasztaltuk, hogy a PLA jel telitésbe
fut a proximitasi probadk nagy denzitdsa esetén. Ezen mérésekkel parhuzamosan mindig
elvégeztiik az analog FRET kisérletet is, ahol is a FRET jel mindig linearisan korrelalt a
protein asszociacioval, ill. a fluoroforral jelolt antitestek denzitasaval.

Bar a PLA esetében tapasztalhato telitési effektus okat nem tudjuk, valosziniinek tartjuk,
hogy a jelolési protokoll amplifikdcios 1épése soran torténnek azok a nem-linedris hatasok,
amelyek a telités megjelenéséhez vezetnek. Ezért kovetkeztetésiink szerint a PLA

szemikvantitativ eljarasnak tekintheto.
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/. Az eredmények kritikai elemzése orvos-biologiai

szempontbol

Dolgozatomban bemutatott eredmények alapkutatasi jelentéségiik mellett nyilvanvaléan
orvosi szempontbol is fontosak. Az eldrehaladott daganatok kezelésének a sugarkezelés
melletti masik modszere a kemoterapia, melynek jelenlegi fegyvertara elégtelen. Haladéas csak
akkor képzelhet6 el, ha ) tamadasponti gyogyszereket taldlunk vagy a mar rendelkezésre
alléakat probaljuk hatékonyabban hasznélni, kombindlni a rezisztencia elkeriilése céljabol. A
dolgozat 5.1. és 5.2. fejezetében targyalt eredmények mindkét problémaval kapcsolatban
jelentds megallapitasokat tesznek. Az elisidepsinrdl korabbi eredmények alapjan
valoszinlsithetd volt, hogy egyedi hatasmechanizmussal rendelkezik, de eredményeink és az
idokozben megjelent mas kozlemények [77, 78] minden kétséget kizaréan megerdsitik, hogy
egy Uj tamadaspontu gyodgyszerrél van sz6, amely elsdsorban a sejtmembran lipid
komponensét tdmadja meg. Eredményeik szerint folyadék rendezett fazisokat indukal,
amelyek a lipid tutajoknak felelnek meg, ami végiil a sejtmembran permeabilizaloddsdhoz és
nekrozishoz vezet. A hatasmod jellege alapjan megallapithato, hogy az elisidepsinnek elonyos
¢s hatranyos tulajdonsagai is vannak. A tény, hogy nekrotikus sejthalalt indukal, kedvezd
abbol a szempontbol, hogy a daganatos sejtekben gyakran eléforduld, az apoptozist kivaltd
jelatviteli folyamatok defektusa nem vezet a gydgyszer iranti rezisztencidhoz. Ugyanakkor
figyelembe kell venni az esetleges terapids felhasznalads soran, hogy a nekrdzis gyulladéshoz
vezethet. Masok eredményei alapjan az elisidepsin a hidroxilalt lipidekhez kotddik, melyeket
els6sorban a zsirsav 2-hidroxildaz enzim allit el6. Ez daganatokban gyakran fokozott
mértékben fejezodik ki [129], ami az elisidepsin daganat specificitasanak hatterében allhat.
Ugyanakkor a hidroxildzok miikodését a hipoxia gatolja a molekuldris oxigén csokkent
koncentracioja miatt. Mivel a hipoxia gyakran eléfordul elérehaladott daganatokban, ezek
elisidepsin irant rezisztensek lehetnek.

A mar elérhetd kemoterapids szerek ésszeriibb hasznalataval kapcsolatban jelentdsek a
trastuzumab hialuronsav 4ltali maszkirozasardl kapott eredményeink. A munkacsoport
korabbi in vitro és egér xenograftokkal kapcsolatos eredményei ugyan mar valdszinisitették,
hogy a hialuronsav magas denzitasa gatolja a trastuzumab kotodését [38], de ezen korrelaciod
huméan emlétumor mintakban még igazolatlan volt. A hialuronsav maszkiroz6 hatasanak
huméan mintadkban tortént igazolasa felveti azt, hogy az ErbB2 overexpresszid mellett a
hialuronsav denzitast is mérni kell a trastuzumab terdpia hatdsossaganak mérlegelésekor.

Masrészt a hialuronsav szintézis gatlasa kombinalhaté trastuzumab kezeléssel, ami varhatéan
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jelentdsen fokozza az ErbB2 ellenes antitest hatékonysagat. A 4-metilumbelliferon, amelyet
munkacsoportunk is hasznalt egerek hialuronsav szintézisének gatlasara, alkalmas human
terapiara is, de daganatok kezelésével kapcsolatos klinikai probdkban még nem tesztelték.

A fehérje kolcsonhatdsok vizsgalatara szamtalan modszer all rendelkezésre, de ezek
tobbsége kisérletes sejtbioldgia koriilmények kozott alkalmazhaté. A PLA modszer egy olyan
igéretes eljaras, melynek kivalo jel-zaj aranya a metszeteken torténd alkalmazast is lehetdvé
teszi (5.3. fejezet). Eredményeink alapjan azonban a felhasznalas soran figyelembe kell venni,
hogy a targyalt telitési effektusok miatt csak szemikvantitativ modszerrdl van sz6. Ez alapjan
a PLA elmarad a fehérje klaszterizaciot mérd biofizikai modszerek mogott a kvantitativitas
szempontjabol. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy bar szisztematikusan nem vizsgaltuk, a
biokémiaban ¢és molekuldris biolégidban hasznélatos szamtalan, fehérje kolcsonhatasokat
detektdldo modszer teljesitménye is hasonld. Mivel a PLA metszeteken is alkalmazhato, igy
egy olyan modszer all a patologusok rendelkezésére, amely szemikvantitativ modon becsiili

meg a fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat.
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8. Summary

8.1. Investigations in the mechanism of action of elisidepsin

Elisidepsin is a marine-derived anti-tumor agent with unique mechanism of action. Since
indirect evidence points to the involvement of ErbB receptor tyrosine kinases and lipid rafts in
the mechanism of action of elisidepsin, we investigated the effect of the drug on the
distribution of ErbB proteins and systematically compared the elisidepsin sensitivity of cell
lines overexpressing ErbB receptors.

The fact that the elisidepsin sensitivity of CHO- and A431-derived cell lines did not
correlate with their ErbB protein expression levels argues against a decisive role of ErbB
receptors in determining elisidepsin responsiveness. In particular, the finding that
overexpression of ErbB2 or ErbB2 and ErbB3 in CHO cells did not alter elisidepsin
sensitivity is a strong evidence for the lack of involvement of ErbB2 and ErbB3 in conferring
elisidepsin sensitivity.

We have also observed an increase in the binding of H3.105.5, a conformation-sensitive
antibody against ErbB3, upon elisidepsin treatment, without modifying the binding of other
ErbB2 or ErbB3 antibodies. The specificity of this increase is underlined by the lack of
elisidepsin-induced effect on the binding of other antibodies and the fact that heregulin
reverses the increased binding of H3.105.5. Flow cytometric FRET investigations revealed
that elisidepsin induces a decrease in the homoassociations of ErbB2 and ErbB3 without
measurable changes in their heteroassociations.

On the other hand, GPIl-anchored proteins (GPI-eGFP, PLAP) and ErbB3 were
preferentially redistributed upon elisidepsin treatment from the plasma membrane to
intracellular vesicles or sometimes even to the nucleus. We did not observe the internalization
of every kind of membrane protein since ErbB1 and ErbB2 persisted in the plasma membrane
after elisidepsin treatment. We demonstrated that although elisidepsin induced changes in the
homoassociation and cellular distribution of ErbB and GPIl-anchored proteins, its cytotoxic
effect was independent of the expression of ErbB1-3.

The changes in the fluorescence anisotropy of TMA-DPH and in the generalized
polarization of Laurdan immediately after application of the drug preceded cell death and
membrane permeabilization. All the effects of elisidepsin were very fast. The rapid induction
of cell death preceded by changes in the order and fluidity of the plasma membrane are in
agreement with the assumption that the primary target of elisidepsin is the plasma membrane

and all other effects are the consequences of the primary membrane effects.
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8.2. Trastuzumab binding is inhibited in patients with high hyaluronan

production

ErbB2 is a therapeutical target in the treatment of breast cancer. Although in combination
with chemotherapy trastuzumab, the prototypical anti-ErbB2 antibody against breast cancer,
is an efficient and well-tolerated drug, primary and acquired resistance is a challenging
problem. Since overproduction of hyaluronan has already been shown to lead to poor
prognosis in breast cancer, we investigated ErbB2-overexpressing breast cancer tissue
samples and correlated trastuzumab binding with the local density of hyaluronan. The
demonstration of the anticorrelation between hyaluronan density and normalized trastuzumab
binding was made possible by quantitative image analysis and by limiting the evaluation of
pixel intensities to the cell membrane.

We found that the normalized binding of trastuzumab showed a negative correlation with
the pericellular density of hyaluronan. The influence of hyaluronan on trastuzumab binding
was most pronounced in the extreme cases, i.e. low and high hyaluronan densities predicted
strong and weak binding of trastuzumab, respectively. The current findings are in agreement
with our previous results in which hyaluronan-mediated inhibition of trastuzumab binding
was demonstrated in vitro and in mouse xenograft experiments.

The mechanism of how hyaluronan inhibits trastuzumab binding is unknown although
there are a number of plausible assumptions. It is possible that the dense hyaluronan
meshwork directly covers or masks the trastuzumab binding epitope of ErbB2. Alternatively,
hyaluronan has been implicated as one of the factors leading to increased interstitial pressure
in malignant tumours which results in blood vessel collapse and inhibition of pressure
difference-driven transport of drug molecules to the centre of the tumor. In addition, diffusion
may also be slowed down by hyaluronan or other components of the extracellular matrix. The
demonstration that hyaluronan depletion results in improved tumor penetration of
conventional chemotherapeutic drugs, liposomes and trastuzumab in animal models argues in
favor of hyaluronan being an important factor limiting the accessibility of drug binding sites
in cancer.

Although hyaluronan is by no means the only factor contributing to trastuzumab
resistance, our results have important clinical implications and call for testing the hyaluronan
level of ErbB2-overexpressing tissue samples and warrant further development of drug

candidates lowering tissue hyaluronan levels.

-82-



Summary

8.3. Quantitative properties of the PLA method

Although the recent introduction of proximity ligation assay (PLA) into the
armamentarium of proteomics opened new possibilities in the investigation of protein
interactions, PLA has not been evaluated in a quantitative way. Some discrepancies between
PLA and other well established techniques prompted us to compare the results of PLA and
fluorescence resonance energy transfer (FRET).

The investigated proteins were labeled with oligonucleotide- or fluorophore-conjugated
antibodies and their interactions were analyzed by flow cytometry in order to obtain
statistically robust data. The PLA signal for the homoassociation of a membrane protein,
ErbB2, reached saturation when plotted against the expression level.

Both intermolecular and intramolecular PLA signals reached saturation at high
expression levels. In contrast, the FRET efficiency was independent of, while the FRET
signal exhibited a strict linear correlation with the expression levels of proteins. When the
density of oligonucleotide- and fluorophore-conjugated antibodies was systematically
changed by competition with unlabeled antibodies the FRET signal was linearly proportional
to the amount of bound fluorophore-tagged antibodies, whereas the PLA signal was again
saturated.

The saturation phenomenon in PLA could not be eliminated by decreasing the duration of
the rolling circle amplification reaction. Out data imply that PLA is a semiquantitative
measure of protein colocalizations due to non-linear effects in the reaction and that caution

should be exercised when interpreting PLA data in a quantitative way.
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