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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADCC: antitest-kozvetitette sejtfiiggd citotoxikus reakcié (antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity

EGF: epidermadlis ndvekedési faktor

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor

ErbB: EGF receptor tirozin kindz csaldd (szdrnyas eritroblasztos leukémia virdlis
onkogén homol6g)

FCET: aramlasi citometrids energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer)

FRET: fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

MHC: {6 hisztokompatibilitdsi komplex (Major Histocompatibility Complex)

TM: transzmembran domén

SCID egér: Severe Combined ImmunoDeficiency

HA: hialuronsav

bHABC: biotinildlt hialuronsav kot6 komplex (biotinylated hialuronan binding
komplex)

4-MU: 4-metilumbelliferon



Bevezetés

1. Bevezetés

Az eml6tumor a ndk leggyakoribb rosszindulati daganata, melynek el6forduldsa az
elmult 50-80 évben kozel tizszeresére novekedett. Hazai viszonyokra vetitve az emldrakos
megbetegedések gyakorisdga ma Magyarorszagon 11%, vagyis minden 9. nében kialakul
eml6tumor. A tradiciondlis tumorterdpids eljarasok mellett a molekularis alapu kezelések
egyre elterjedtebbek, melyek egyik példdja az ErbB2 célpontd, trastuzumabbal (Herceptin®)
- az ErbB2 elleni, humanizalt, monoklondlis antitesttel- végzett kezelés. A terdpia
kifejlesztésének alapjaul szolgdlt, hogy a ductilis emldkarcindmédk 20-30%-ban az ErbB2
molekula amplifikaciét és fokozott expressziot mutatnak. Az ErbB2 fokozott expresszidja
Osszefiigg a daganat magas szovettani gradusaval, a rdksejtek magas mitotikus aktivitdsaval
és a daganat negativ Osztrogén receptor stitusdval. Ha a beteg daganata ErbB2 pozitiv,
betegségének rosszabb a progndzisa, mint az ErbB2 negativ betegeké: valdszinlibbek az
attétek és rovidebb a relapszus mentes tilélés. A trastuzumab kezelésre monoterdpia vagy
kombindlt terdpia sordn a betegek jelentds része pozitivan reagdl, masik része eleve rezisztens
a kezelésre. Ugyanakkor a terdpia soran még az eredetileg vdlaszolé betegeknél is
rezisztencia alakul ki a kezeléssel szemben. A rezisztencia oka és pontos mechanizmusa nem
ismert.

Munkank sordn a trastuzumab rezisztencia mechanizmusat egy uj aspektusbdl kivantuk
megkozeliteni, vizsgilva az ErbB2 molekula ErbB fehérjecsaladon kiviili molekularis
asszocidcidinak szerepét a trastuzumab hatdsmechanizmusiban ¢és a rezisztencia
kialakuldsdban. Irodalmi adatok a CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti kapcesolatra utalnak,
melynek jelent6sége és funkcidja nem ismert, ugyanakkor a molekularis mechanizmusok

értelmezése Uj terdpids lehetséget nyithat meg.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad

Az epidermadlis novekedési faktor receptorcsalad tagjai nagyszdmdu ligandjuk révén
kiilonbozo jelatviteli utakat inditanak el, és szerepet jitszanak a szivfejlodésben, a kdzponti
és a periféridas idegrendszer fejlodésében, az epitélilis szovetek fejlodésében, a szoveti
megujuldsban, a sebgydgyuldsban, az angiogenézisben (Gassmann, Casagranda és mtsai,
1995; Lee, Simon és mtsai, 1995; Meyer és Birchmeier, 1995; Miettinen, Berger és mitsai,
1995; Sibilia és Wagner, 1995; Riethmacher, Sonnenberg-Riethmacher és mtsai, 1997). A
receptorcsaldd jelentOségét noveli, hogy meghatdrozé szerepiiket azonositottdk a tumoros
sejtek kialakuldsdban és novekedésében (Yarden és Sliwkowski, 2001).

Az epidermalis novekedési faktort (EGF) Cohen fedezte fel 1962-ben (Cohen, 1962),
melynek receptordt elsOként hoztdk Osszefiiggésbe rakos transzformdacidval (de Larco és
Todaro, 1978). A tirozin kindz aktivitdssal rendelkezd receptor szerepét a tumorbiol6gidban
elészor in vitro azonositottdk (Downward, Yarden és mtsai, 1984), majd in vivo is igazoltak
(Schechter, Stern és mtsai, 1984). Az epidermalis novekedési faktor receptorcsalad
napjainkban ismertebb elnevezése az ErbB onkogén csaldd, amely név ma is Orzi az
elsddleges felfedezési helyet: erb: avian erythroblastosis virus. Az elnevezés azon alapszik,
hogy az avian erythroblastosis virusbol szarmazé v-erbB onkogén nem mads, mint az EGFR
csonkitott formdja. Ezutidn taldltdk meg analdgjdt az emberi genomban, mikor 1984-ben
karcinogénnel kezelt patkdnyokban Kkifejlédott neuro/glioblasztomédban felfedeztek egy
onkogént, aminek eldszor a neu nevet adtdk A neu nagyon hasonlitott a virélis v-erbB-hez,
terméke pedig az epidermdlis novekedési faktor receptorhoz; az onkogén az ErbB2 nevet

kapta. Szintén elterjedt a HER: humdn epidermalis ndvekedési faktor receptor elnevezés.
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Az ErbB tirozin kindz receptorcsalddnak jelenleg négy ismert tagja van, melyek az
epidermadlis novekedési faktor receptor (EGFR/ErbB1/HER1), az ErbB2 (Her2/Neu), az
ErbB3 (HER3) és az ErbB4 (HER4). Szerkezetiiket tekintve valamennyi receptorban két f6
egységet kiilonithetiink el, melyek a megkdzelitdleg 620 aminosavbdl 4ll6 extracelluléris
ligand-koté régié és az enzimaktivitdssal biré citoplazmatikus domén. Az extracelluldris
domén négy alegységre oszthatd, melyek koziil ketté leucinban, ketté pedig ciszteinben
gazdag. Az alegységek egymdssal valtakozva alakitjdk ki a ligandkotott receptor
dimerizaciéjaért felelds szekvenciat (Ogiso, Ishitani és mtsai, 2002). A két f6 alegységet egy
23 aminonosavas, a-helikdlis traszmembrian domén koti 6ssze, melynek 1ényeges szerepe van
a ligandum kotése utdni informdciddtaddsban a juxtamembrin doménen keresztill a

tirozinkinaz aktivitasu intracellularis domén felé.

2. 2. Az ErbB receptor csalad jelatviteli modellje

Az ErbB receptorcsaldd tagjai dltal medidlt jelatviteli dtvonalak jellegét és az arra adott
sejtszintli valaszokat jol szemlélteti az udgynevezett ,,csokornyakkendd” modell (1. abra)
(Citri és Yarden, 2006)

A bemeneti szintet (1. dbra/1) az ErbB receptorok és nagyszamu ligandjuk alkotja, melyeket
a receptorokhoz val6 kapcsolddasuk alapjan csoportosithatunk a kovetkezé médon:

1. EGF-szert ligandok (EGF, transzformalé novekedési faktor o, amfiregulin), amelyek féleg
az ErbB1-hez kotddnek.

2. Neuregulinok (NRG 1-4), melyek a neuregulin receptorokhoz (ErbB3, ErbB4) kétodnek.

3. Heparin binding EGF (HB-EGF), betacellulin, epiregulin és az epigen, melyek kétddnek az

ErbB1-hez, ErbB3-hoz és az ErbB4-hez is.
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Az ErbB2-nek nem ismert fizioldgids ligandja, ugyanakkor a tobbi ErbB recepor preferalt

dimerizacids partnere.
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1. abra: Az ErbB receptorcsalad jelatviteli komplexitasat és a sejtszinti valaszokat

osszefoglalé ,,csokornyakkend6” modell (mddositva Citri és mtsai 2006 alapjan)

A ligandumok a receptorok extracelluldris doménjéhez kotédve stimuldljak azok homo-,
illetve heterodimerjeinek képzodését. A folyamat jelatviteli szintjében (1. &bra/2) a
dimerizdlédott receptorok tirozin oldalldncai foszrolildlédnak, 1igy biztositva a
citoplazmatikus enzimek és az adapter fehérjék kotddését, melyek kiilonbozd jelatviteli
kaszkadokat stimuldlnak. Az EGFR esetén az elsddleges adaptor fehérje a Grb2/Sos komplex
(Schulze, Deng és mtsai, 2005), amely a proto-onkogén Ras és azon keresztiil a Raf-1
fehérjéket aktivdlja. A Raf-1 sorozatos kindz aktivalas révén (a MAP kindz tdtvonal) az Erk
transzkripcids faktorok nukledris transzlokécidjat okozza, ami géndtirdshoz vezethet. Emellett

a Grb2 a citoszkeleton atrendezodével is tarsithatd. Az EGFR aktivaciot kovetheti a c-Src
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tirozinkindzzal torténd kolcsonds foszforildcid, ami proliferaciés €és transzformécios
jelatviteli dtvonalakat aktivdlhat. Két mdsik fontos dtvonal a foszfolipid metabolizmusban
szerepet jatszo enzimek kozvetlen asszociaciot kovetd aktivdldsa: a foszfolipaz C-y (PLC-y)
és a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3-K). Az aktivalt PLC-y, melyet kizdr6lag az EGFR aktival
az ErbB csalddon beliil, felelds az 1,2-diacil-glicerol (DAG) és az inozitol-1,3,5-triszfoszfat
(IP3) masodlagos hirvivd molekuldk képzodéséért: az IPs; az intracelluldris raktarakbol
szabaditja fel a Ca**-ot, igy befolydsolva szdmos Ca**-dependens enzim miikodését, mig a
DAG a PKC szerin/treonin kindz kofaktora. Az elsdsorban az ErbB3 4ltal akvitélt PI3-kindz
szintén masodlagos hirvivon keresztiil az Akt kinaz dtvonal (Marmor, Skaria és mtsai, 2004),
fehérjék antiapoptotikus hatdsdnak f6 medidtora. Az el6bbi folyamatok j6l szemléltetik, hogy
a jelatviteli szint (1. &bra/2) mdsodik szakaszdban az aktivdlt molekuldk sejtmagi
folyamatokat inditanak el, melyek transzkripciés faktorok szintéziséhez vezetnek. Az
aktivalodott rendszerek komplexitdsat novelik a kiillonb6z6 pozitiv €s negativ visszacsatolasi
folyamatok (Freeman, 2000). Erdekes médon az ErbB2 receptor is része a pozitiv
visszacsatolasi folyamatnak oly mdédon, hogy masodlagos receptorként lehetdvé teszi, hogy
az ErbB2-t tartalmazé heterodimerek elkeriiljék a negativ reguldciét (Worthylake, Opresko és
mtsai, 1999). Masik jelentds pozitiv moduldtor a receptoraktiviciot kovetden termelddd
angiogén faktorok, illetve EGF-szerli novekedési faktorok ugynevezett autokrin/parakrin
utvonala. A Ras-MAPK ttvonal stimuldldsa ErbB receptorokon keresztiil visszahat a TGFa, a
HB-EGF termelddésére (Schulze, Lehmann és mtsai, 2001). Természetesen a negativ
visszacsatoldsoknak is meghatdrozd szerepe van a jeltviteli folyamatokban, melyek koziil
legjelentdsebb a defoszforilicié és a lizoszomakban zajlé internalizdcidhoz kapcsolt
degradacio (Wiley, 2003). A plazmamembranbdl torténd internalizicid tilnyomorészt kindz

fiiggetlen folyamat (Wang, Villeneuve és mtsai, 2005), melyet recirkulaci6 kovethet. Az
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ubikvitin-ligdz (Cbl) az internalizdl6dé receptorhoz kapcsoldédva fontos szerepet tolt be
receptor degraddcioban, igy negativ visszacsatolds kontrolldldsdban van jelentdsége

(Levkowitz, Waterman és mtsai, 1999).

Azonban nem csupan az intracellularis jelatviteli molekuldk, hanem maguk az ErbB
molekuldk is transzlokalédhatnak sejtmagba. Ennek egyik példdja az ErtbB4 molekula, melyet
az ADAM metalloprotedz csaldd transzmembran tipust tagjai hasitanak és a mdsodik hasitédst
kovetden keletkezd oldhatd, 81kDa-os protein transzlokdlédik a sejtmagba (Ni, Murphy és

mtsai, 2001).

Az ErbB receptorok jeldtviteli rendszerét szemléltetd csokornyakkendd modellben a
kimenti szintet a (1. dbra/3) a sejtszintii vdlaszok alkotjak, melynek révén az ErbB receptorok
hatdssal lehetnek a sejtek proliferaciés, migracids, differencidciés, és apoptotikus

folyamataira.

2. 3. Az ErbB receptorok dimerizacigjanak szerepe a jelatvitelben

A ligand kotdédése az ErbB molekuldkhoz egy dimerizacids kaszkddot indit el, mely
Osszetett szigndlaktivitdsokhoz és kiilonbozd bioldgiai vélaszokhoz vezet. A képzddott
dimerek az ErbB jelatvitel esszencidlis elemei (Citri és Yarden, 2006). A dimerizicén beliil
az Osszetétel alapjan homo- és heterodimereket, a képzodés jelatviteli folyamatban val6
idozitése alapjan pedig primer és szekunder dimereket kiilonitiink el (Gamett, Pearson és
mtsai, 1997). A dimerizaciés viszonyok egyik példdja az ErbB1 ligandkotését kovetd
folyamatok, melynek sordn az ErbB1 EGF kotés utan a ligandkotésre képtelen ErbB2-vel egy
nagy tirozin kindz aktivitdsi primer heterodimert képez. A dimer tagjai egymést
foszforildljak, intracelluldris szigndlutakat inditanak el, majd szétvdlnak, és az ErbB2 a
tirozinkindz hidnyos ErbB3-mal szekunder dimert képez. A szekunder dimerben az ErbB2
foszforildlja 6nmagét és az ErbB3-at, ijabb szigndlutakat inditva el. Nem teljesen tisztazott,

hogy akér a primer, akdr a szekunder ErbB2-ErbB3 dimerben az ErbB2 hogyan foszforilalja

10
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Onmagdt, hiszen szigordan véve nem ,autofoszforilicié”, hanem kereszt foszforilacid
jatszodik le. A kérdés egyik lehetséges megolddsat az ErbB molekuldk dimernél nagyobb
méretli asszocidtumai jelenthetik, melyekben jelen levé ErbB2 proteinek keresztbe tudjdk
egymast foszforildlni. Ilyen nagyméretli asszocidtumokara szdmtalan kisérleti bizonyiték

létezik (Nagy, Jenei és mtsai, 1999).

Az ErbB fehérjék dimerizacidjanak lehetséges szerkezeti mechanizmusa a ligandum

indukalt konformacids valtozassal magyarazhaté (2. abra) (Burgess, Cho és mtsai, 2003).

EGFR ErbB2

) 83 61 95 %) 85 ) 8 51 93 §

8181 8) 8) $) 9 9) 83 83 4 S18)8) 01810 S1EHE1Y

2. abra: Az ErbB receptorcsalad dimerizaciéos mechanizmusanak szerkezeti
modellje. A bal felsé dbran a ,,zart” konforméaci6ju EGFR és a ,nyitott” konformacidju
ErbB2 lathat6 (a vilagoszold és lila részek a ligandum koto régiok, L1 és L2, a vildgos- és
sotétkék részek a dimerizacidés hurok, CR1, és a sziirke rész a CR2 domén), valamit
tirozinkindz doménjiik (sdrga és sotétzold részek) szerkezete. A jobb felsé dbran az EGF
ligandum bekotédése utin bekodvetkezd konformacids valtozds (zart — nyitott) lathaté az
EGFR molekuldn. Az alsé dbrarész pedig az EGFR-ErbB2 heterodimer kialakuldsat mutatja;
a lehetséges dimerizacios felszinek jol lathatok. Az abra Franklin és mtsai, Cancer Cell, 2004
cikke alapjan késziilt.

11
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Ligandum nélkiil az EGFR és az ErbB3 udgynevezett ,,zart” konformaciéban van, azaz a
cisztein gazdag CR1 domén kolcson hat a CR2 domén egy részével. A ligandum kapcsolt,
Hnyitott” dllapotban a CR1 domén kiall a molekulabdl, és kristalyszerkezet alapjan ez felel6s
az EGFR dimer kialakuldsaért, amit eddig csak ligandummal k&tott molekuldndl tapasztaltak.
Ezzel szemben az ErbB2 extracelluldris doménje a feltételezések szerint mindig ,,nyitott”

allapotban taldlhatd, még monomer formaban is, ami megmagyardzhatja, hogy miért ez a

molekula a csaldd masik harom tagjanak a kedvelt dimerizacids partnere.

2. 4. ErBb2 szerepe mellrakban
Az ErbB receptorcsalddon beliil jelentds szerepet jatszik az ErbB2 molekula. Génjének
amplifik4cigjat szamos daganatban kimutattak (Salomon, Brandt és mtsai, 1995), ugyanakkor
irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy legfontosabb szerepet a mellrdkok novekedésének
szabalyozasaban jatszik, hiszen ductdlis emldkarcindméak 20-30%-ban amplifikiciét és
fokozott expressziét mutat (Slamon, Godolphin és mtsai, 1989). Az ErbB2 fokozott
expresszidja Osszefiigg a daganat magas szovettani gradusaval, a rdksejtek magas mitotikus
aktivitdsdval, a p53 gén mutécidjaval, a daganat negativ Osztrogén receptor stiatusaval. Ha a
beteg daganata ErbB2 pozitiv, betegségének rosszabb a progndzisa, mint az ErbB2 negativ
betegeké: valdszinlibbek az attétek €s rovidebb a relapszus mentes tdlélés (Slamon, Clark és
mtsai, 1987; Slamon, Godolphin és mtsai, 1989; Menard, Casalini és mtsai, 1999; Paik és
Liu, 2000). Az ErbB2-nek nincs sajat ligandja (Klapper, Glathe és mtsai, 1999) ugyanakkor
mas ErbB molekuldk elsddleges dimerizacids partnereként funkciondl (Tzahar, Waterman és
mtsai, 1996).
Mivel az ErbB2 kozponti szerepet tolt be az ErbB receptorcsaldd jeldtviteli
folyamataiban, felmeriilt, hogy a receptor gatlasa révén kedvez6 modon befolyasolhatéak

lehetnek a malignus folyamatok. Az ErbB2 gitldsa az alabbi médokon lehetséges:
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1. Az ErbB2 tirozin kinaz aktivitdsdnak gatlasa kindz inhibitorokkal (Fry, Bridges és mtsai,
1998).

2. Az ErbB2 fehérje termelésének gatldsa anti-sense oligonukleotidokkal (Bertram, Killian
és mtsai, 1994) vagy siRNS-sel (Song, Zhu és mtsai, 2005).

3. Az ErbB2 mRNS-ének hasitdsa ribozimmal (Tang, Concepcion és mtsai, 1999).

4. Az ErbB2 endoplazmatikus retikulumbdl a plazmamembranba torténd transzportjdnak
gatlasa egylancu ErbB2 ellenes antitesttel (Beerli et al, J. Biol Chem, 1994).

5. ErbB2-ellenes antitestekkel (1asd alabb).

6. Toxinok kapcsoldsa ErbB2 ellenes antitestekhez (immunotoxin) (Batra, Kasprzyk és
mtsai, 1992).

7. Immunizalds ErbB2 peptidekkel (Disis és Cheever, 1997).

8. Az ErbB2 degradicio eldsegitése geldanamycinnel (Austin et al, Mol Biol Cell, 2004)

Az ErbB2 receptor jelentdséget tovabb drnyalja, hogy nem csupan az ErbB
receptorcsaldd tagjaival, hanem mdas molekuldkkal is alkothat funkciondlis egységet. A P1-
integrin (Mocanu, Fazekas és mtsai, 2005), a MUC-4 molekula (Nagy, Friedlander és mtsai,
2005), valamint a CD44 receptor (Bourguignon, Zhu és mtsai, 1997) azok a molekuldk,
amelyek kapcsolata az ErbB2 receptorral dokumentélt, ugyanakkor ezek a molekuldk
egyedileg is szerepet jatszanak a tumorok progresszidjdban (Bourguignon, 2001) (Carraway,

Ramsauer és mtsai, 2005).

2. 5. Trastuzumab hatasmechanizmusa és a trastuzumab rezisztencia
Az elsO, szolid tumorok kezelésére kifejlesztett humanizalt antitest az ErbB2 elleni
trastuzumab, mely az egér eredeti 4D5 jeli antitest varidbilis régidjadnak antigénkotd

szekvencigjat tartalmazza. Az USA Food and Drug Administration (FDA) altal 1998-ban
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engedélyezett trastuzumabot (kereskedelmi nevén: Herceptin®) ma a kovetkezd kritériumokat

teljesitd esetekben haszndljdk (USA):

— kombindlva paclitaxellel olyan attétes, ErbB2 pozitiv mellrdkos betegek kezelésére,
akiket el6z6leg még nem kezeltek kemoterapids szerrel.

— monoterdpia formdjaban, olyan &ttétes, ErbB2 pozitiv mellrdkos betegek kezelésére,
akiket el6z6leg mar legalabb 2 kemoterdpias szerrel kezeltek.

— 2006 novemberében, miutdn széleskori klinikai vizsgélatsorozat megmutatta, hogy a
hagyomanyos kemoterdpia kiegészitése trastuzumabbal a betegség kidjuldsdnak
kockazatat felére, a megfigyelési idGszakon beliili haldlozds kockézatat pedig harmadara
csokkentette, az FDA engedélyezte a trastuzumab-kezelést a korai emlérdk adjuvéans
kezelése is (Lin és Rugo, 2007).

A kedvezd klinikai eredmények ellenére a trastuzumab hatdsmechanizmusa nem teljesen

tisztazott. Il-es és Ill-as klinikai fazisban egyértelmiien bebizonyosodott a trastuzumab

daganatellenes hatdsa mind monoterdpia formdjiaban, mind kemoterdpidval kombindlva

(Baselga, 2001; Slamon, Leyland-Jones és mtsai, 2001). Irodalmi adatok alapjan a lehetséges

hatdsmechanizmusok a kovetkezok. In vitro kisérletekben bizonyitottdk, hogy a trastuzumab:

— bivalens antitestként keresztkot két ErbB2 receptort, olyan jeldtviteli utakat inditva ezzel

el, amelyek egyik végeredménye az ErbB2 internalizicidja €s degradacidja: a sejtfelszini

ErbB2 mennyiség csokkenése (Cuello, Ettenberg és mtsai, 2001),

— gétolja a mitogén aktivélta protein kindz és a foszfatidil-inozitol-3 kindz szignalizicids

utvonalakat (Nagy, Jenei és mtsai, 1999; Sliwkowski, Lofgren és mtsai, 1999),

— csokkenti ciklin D1 expresszidjat, ezaltal csokken a ciklin-dependens kindz inhibitor

p27kipl szint: a sejtciklus ledll a G1 fazisban (Lane, Motoyama és mtsai, 2001),

— apoptodzist valt ki (Cuello, Ettenberg és mtsai, 2001),
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— noveli az ErbB2 HLA-I-hez kapcsol6dd antigénprezenticidjanak mértékét (Kono, Sato és
mtsai, 2004).

— csokkenti az ErbB2 proteolizisét, amely konstitutivan aktiv ErbB2 fragmentum
képz6déséhez vezet (Molina, Codony-Servat és mtsai, 2001)

— A trastuzumab hatékonysdgdbam jelentOs szerepet jatszik az ADCC (Barok, Isola és
mtsai, 2007)

In vivo trastuzumab-kezelés emldrak-xenograftokban csokkentette a kis erek szamat és
atmérdjét, aminek hatterében négy érképzodést segitd novekedési faktor expresszidjanak
csokkenését (VEGF (vascular endothelial growth factor), TGF-o (transforming growth
factor-a), angiopoietin-1, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)), és az érképzddést gatlé
TSP-1 (thrombospondin-1) szintjének novekedését taldltdk (Izumi, Xu és mtsai, 2002).
Szintén in vivo mutattik ki, hogy a trastuzumab hatékonysagabam jelentds szerepet jatszik az
ADCC (Barok, Isola és mtsai, 2007).

A kedvezd klinikai eredmények ellenére jonéhany ErbB2 pozitiv mellrdk elsédlegesen
rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab-terdpidra, az esetek nagy részében pedig
koriilbeliil 1 éves trastuzumab-kezelés utdn ellendllovd védlnak a daganatok a kezelésre
(szerzett vagy szekunder rezisztencia) (Slamon, Leyland-Jones és mtsai, 2001; Esteva, Valero
és mtsai, 2002).

Az aldbbi mechanizmusok egyarant feleldsek lehetnek a primer és a szerzett trastzumab-
rezisztenciaért:

1. Kiilénboz6 alternativ tdlélési utvonalak aktivalddasa:
- EGF-szerii ligandumok autokrin termelése fokozhatja az ErbB csaldd mads tagjain

keresztiili jelatvitelt (Motoyama, Hynes és mtsai, 2002).

- Az inzulin-szeri novekedési faktor (IFGR) receptor utvonaldnak aktivdlédasa (Lu, Zi és

mtsai, 2004).
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Akt utvonal aktivalodasa (Yakes, Chinratanalab és mtsai, 2002).

A MUC4 nevii sejtfelszini szialomucin (Price-Schiavi, Jepson és mtsai, 2002; Nagy,

Friedlander és mtsai, 2005).

A PTEN tumorszuppresszor csokkent expresszidja (Nagata, Lan és mtsai, 2004).

N

Elégtelen trastuzumab dltal kivaltott ADCC reakci6 (Kono, Takahashi és mtsai, 2002).

Az ErbB2 ellenes antitest-terdpidval kapcsolatos kutatdsok sordan kifejlesztett
antitestek koziil a pertuzumab (Omnitarg) jelenleg klinikai vizsgdlatok alatt 4ll (Reid, Vidal
és mtsai, 2007). Ugyanakkor az ErbB receptorcsaldd mads tagjai ellen termeltetett antitesteket
is vizsgiljdk, melyek koziil tobb klinikai kiprébalds vagy mar alkalmazds alatt all. A
tumorterdpidban hatékonyan alkalmazzak a cetuximab (Erbitux) nevii, ErbB1 receptor elleni
antitestet, mely kompetitiven gitolja az EGF kotddését a receptordhoz (Mendelsohn és
Baselga, 2006).

2. 6. A CD44 molekula szerkezete és funkcidja

A CD44 molekulat (limfocita homing receptor, PGP-1, Hermes antigén, HUTCH-1)
elsoként, mint hialuronsav receptort irtdk le, standard formdja egy 80-90 kDa-os
transzmembran glikoprotein. Az [ tipusii transzmembrédn fehérjékhez tartoz6 receptor
szerkezetét tekintve harom egységre bonthat6: extracellularis domén, transzmembran domén
és citoplazmatikus domén. Az extracellularis domén amino termindlis szakasza globularis
szerkezetli, melyet hdrom diszulfid-hid stabilizdl. Jellegzetessége még, hogy nagyfoku
homolégiidt mutat a porc-kotd fehérjével és eme tulajdonsdga alapjan kotd (link) doménnek is
nevezik (Nagano és Saya, 2004). Az extracelluldris doménen taldlhat6 a hialuronsav-kotd
régid, amelyben négy aminosavrdl (Arg-41, Arg-78, Tyr-42 és Tyr-79) mutattak ki, hogy a
hialuronsav kotéshez esszencidlisak (Bajorath, Greenfield és mtsai, 1998). Az extracellularis

domén membranhoz kozeli régidjaban taldlhaté az tgynevezett varidbilis régié, amelynek
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alternativ 4tirdsdval a CD44-nek nagyszdmui izoformdja alakulhat ki, amelyek révén
rendkiviil Osszetett fizioldgiai funkcidkat lathat el (Naor, Sionov és mtsai, 1997). Az
izoformdk expresszidja adott tumoron belill is véltozhat a tumorprogresszid kiilonbozo
fazisaiban (Auvinen, Tammi és mtsai, 2005)

A hialuronsav kotédése a CD44-hez aktivélja a receptort és az asszocialt molekuldkon
(pl. Grb2, Vav2, ErbB2) keresztiil valtozatos jeldtviteli dtvonalakat indit be (Bourguignon,
Zhu és mtsai, 2001). Az aktivalt kaszkadok koziil legjelentésebbek a Rho és a Rac-1,
amelyek a citoszkeletdlis elemek aktivdlasdn keresztiill eldsegitik a migraciét és a
metasztizisképzést (Bourguignon, Zhu és mtsai, 2000). Szintén jelentds az endogén
hialuronsav kotédése daltal aktivalt foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3K)-Akt ttvonal, mely
exogén hialuronsav oligoszacharid alkalmazdsaval gatolhaté (Ghatak, Misra és mtsai, 2002).
A CD44 receptor szerepet jatszik a citoszkeleton dtrendezddésében az ERM proteinekkel
(Marhaba és Zoller, 2004), a neurdlis Wiskott-Aldrich szindréma fehérjével (N-WASP) valé
kapcsolata révén (Bourguignon, Peyrollier és mtsai, 2007). A CD44 szerepét irodalmi adatok
tdmasztjdk ald a multidrog rezisztencia kialakuldsdban, mivel kozvetve serkenti a P-
glikoprotein (Pgp) szintézisét (Misra, Ghatak és mtsai, 2005), ezéltal segiti az alkalmazott

gyogyszerek kiiiriilését a sejtbdl (Gottesman, Fojo és mtsai, 2002).

2.7. A CD44 kapcsolata az ErbB2 és ErbB1 receptorokkal

A CD44 receptor kiilonb6z6 kindzokkal is kapcsolatban all (Misra, Toole és mtsai, 2006).
Petefészektumor sejteken a hialuronsav koétddése aktivalja a receptort és stimuldlja a c-Src
kindz aktivitast, mely fokozza a P-cortactin tirozin foszforildcigjat (Bourguignon, Zhu és
mtsai, 2001). Emlétumorban a CD44 receptor szerepe in vivo nem teljesen tisztdzott,
ugyanakkor els6dleges ligandjanak, a hialuronsavnak akkumuliciéja egyértelmiien a tumor
kedvezdtlen prognézisanak indikdtora (Auvinen, Tammi és mtsai, 2000). A hialuronsav

CD44-hez val6 kapcsolodasanak gétlasa szolubilis CD44-gyel vagy hialuronsav oligomerrel
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kisérleti allatokban gétolta a tumor novekedését (Peterson, Yu és mtsai, 2000). A hialuronsav
alapvetd szerepet tolt be az ErbB2-ErbB3 heterodimer aktivildasdban a szivbillentyiik
fejlodése sordn (Camenisch, Schroeder és mtsai, 2002). A CD44 receptor standard
(Bourguignon, Zhu és mtsai, 1997). A két receptor extracelluldris doménje diszulfid hidakkal

kapcsolddik egymadssal a ligandkotést megel6zben is (3. abra).

Exon térkép cD44

TN TR
Gore)

=
MLC /

citoszkeleton kinaz kaszkad

tumor sejt migracio

s s tumor sejt osztodas
és invazié

3. abra A CD44 és ErbB2 receptorok kapcsolata (médositva Bourguignon 2001 cikke
alapjan)

A hialuronsav a CD44-en keresztiil fokozza az ErbB2 receptor tirozin kindz
aktivitasét és fokozta a tumor novekedését. A tumoros sejtek adenovirus 5 E1A génnel (mely
gatolja az ErbB2 expressziot) vald transzfektdldsa csokkentette a CD44 expressziot és a
CD44 medialta sejtadhéziét. A hialuronsav nemcsak az ErbB2 aktivitidsat, hanem mas
jelatviteli molekuldkkal valé kapcsolatat is reguldlja vastagbél és eml6tumor sejtekben. Az
endogén hialuronsav-CD44 komplex kialakuldsdnak megakadalyozdsdval gatolhaté volt az

ErbB2-t, CD44-t, ezrint, PI3K-t, Hsp90-t és cdc37-t tartalmazd, lipid raft asszocialt jelatviteli

18



Irodalmi adttekintés

komplex kialakuldsa is (Ghatak, Misra és mtsai, 2005). A fentiek alapjan megalapozottnak
tlinik az ErbB2-CD44 kolcsonhatds szerepe emlétumorban, azonban a pontos mechanizmus
még nem ismert. [rodalmi adatok alapjan kapcsolat all fenn a CD44 és ErbB1 receptorok
kozott fej és nyak tumorban (Wang és Bourguignon, 2006). Az EGF motilitasra kifejtett
hatdsa CD44 dependens, mig mitogén aktivitdsa fiiggetlen a CD44-t81 (Ellis, Schor és mtsai,
2007). A disintegrin ADAMIO0 metalloprotedz CD44 hasitdsat kovetden az EGF A4ltal
szabalyozott Rac GTP-4z aktivitas fokozdédott (Murai, Miyauchi és mtsai, 2006), ami a CD44

és EGF kozotti kapcsolatot timasztja al4.

2 8. A CD44 sheddingjének mechanizmusa és biologiai jelentésége tumorban

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a membranproteinek funkciondlis szabdlyozdsanak egyik
kulcsfontossagu eleme extra- illeteve intracellularis doménjeik proteolitikus hasitdsa (Nagano

és Saya, 2004).

o Aktivacids szignalok:
Szolubilis Ca?* influx
| CD44 PKC aktivicié

Ras onkoprotein

NH3

Extrecellularis domén

. ) MT1-MMP
Transmembran domén ADAM10
j | ADAM17 ... Presenilin fiiggd y
Intracelluldris domén — $ — w8 g7ekretiz
CD44 intracellularis
COoH Membran kotott domén

Teljes CD44 CD44 fragment

. . Intramembran hasitas
Ectodomén hasitas

Nucledris transzlokdci6 és
transzkripcids aktivitds

Sejtadhézid és motilitas

3. abra A CD44 szekvencidlis hasitisanak modellje és a Kkeletkezett
fragmentumok szerepe (médositva Nagano 2004 cikke alapjan)

19



Irodalmi adttekintés

A CD44 molekula esetén a proteolitikus hasitds valamennyi domént érinti és kiillonbozo
hatdsokat general (4. abra).

Az ektodomén (ligandko6td rész) oldhaté formaban torténd levalasaért €s az extracellularis
térbe jutdsaért (shedding) tobbféle proteolitikus mechanizmus felelds (Okamoto, Kawano és
mtsai, 1999). Az ektodomén hasitdsat membran-asszocialt matrix metalloproteazok (MMPs)
koziil elsdsorban az MT1-MMP, ADAM10 (Okamoto, Kawano és mtsai, 1999) és ADAM17
metalloprotedzok végzik (Nakamura, Suenaga és mtsai, 2004)

A hasitasi folyamatot tobbféle mechanizmus stimuldlhatja, példaul az extracelluldris Ca®*
influx, a protein kindz C (PKC), illetve a Rho fehérjék aktivacidja (Okamoto et al 1999,
(Kawano, Okamoto és mtsai, 2000). A shedding sordn képz6dott szolubilis CD44-nek
szerepe van a tumorok metasztazisképzésében, illetve a metasztizisképzodés €s a daganatos
progresszié markereként is felhaszndlhaté (Guo, Liu és mtsai, 1994; Okamoto, Tsuiki és
mtsai, 2002). Egy agressziv melanéma sejtvonalban a szolubilis CD44 magas szintjét
mutattdk ki, mely az invaziv fenotipus markere lehet (Goebeler, Kaufmann és mtsai, 1996). A
szolubilis CD44 szintje korrelaci6t mutatott a rezisztencidval kemoterdpia sordn (Kopp,
Classen és mtsai, 2001) és kedvezdtlen prognézissal tarsult (Ristamaki, Joensuu és mtsai,
1997). Patoldgids koriilmények kozott a hialuroniddz 4ltal 1étrehozott kis molekulasilyd
hialuronsav fokozza a CD44 sheddingjét, igy eldsegiti a tumorok migraciéjat, attétképzését,
és ezdltal a daganatos progressziot (Sugahara, Hirata és mtsai, 2006). A szolubilis CD44-nek
nem csupdn mas molekuldkra van hatdsa, hanem a hasitds utdn maradt membrankotott C-
termindlis rész potencidlis antagonistdja is (Thomas, Etoh és mtsai, 1993). A membrank&tott
C-termindlis részbdl intramembran proteolizis révén presenilin (PS)-fiiggd y-szekretdz enzim
felszabaditja a CD44 intracelluldris doménjét (ICD), amely eljut a sejtmagba és ott

transzkripcids kofaktorként kiilonboz6é gének atirdsat szabdlyozza (Thorne, Legg és mitsai,

2004). Erdekes médon a presenilin-fiiggd y-szekretdz enzim szubtrétjai kozott az E-kadherin,
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és a P-amiloid prekurzor molekula melett az ErbB4 fehérje is szerepel (Lee, Jung és mtsai,
2002). Ugyanakkor a metalloprotedzok 4ltal indukalt ErbB2 sheddinget a trastuzumab gétolta

(Molina, Codony-Servat és mtsai, 2001).
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3. Célkitiizések

Munkank sordn a CD44 molekula szerepét kivantuk vizsgdlni az ErbB2 célzott trastuzumab
terdpia sordn kialakul6 rezisztencidban. A felvetett kérdéskort az aldbbi pontok vizsgédlatdval

kivantuk megvalaszolni:

Megfigyelhet6-e az ErbB2 esetén tapasztalhaté overexpresszidhoz hasonld jelenség CD44
esetén emlétumorban?

Van-e valddi funkciondlis kapcsolat a CD44 és ErbB2 molekuldk k6zott molekularis szinten?
Az esetleges CD44-ErbB2 kapcsolatnak lehet-e szerepe a trastuzumab rezisztencidban, ha
igen milyen mechanizmus révén?

A CD44-nek lehet-e szerepe a trastuzumab hatdsmechanizmusban alapvetOnek tartott
trastuzumab indukélta ErbB2 internalizdciéban?

A CD44 esetleges szerepe az altala medidlt jelatviteli folyamatok vagy az extracellularis
matrixhoz vald kapcsolata révén valosul meg?

Hatéssal van-e a CD44 a trastuzumab rezisztens JIMT-1 eml6tumor sejtek proliferdcidjara és
a trastuzumab rezisztencidra?

Milyen mechanizmussal valdsul meg a CD44 aktivacidja és befolydsolhat6-e ez a folyamat a
CD44-re kozvetleniil (hialuronsav oligoszacharid) illetve kozvetetten (ndvekedési faktorok,
ErbB elleni antitestek) hat6 kezelésekkel?

A metasztazisképzésben alapvetd fontossagunak tartott sejtmotilitdsra hatdssal van-e a CD44

molekula?
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Sejtek tenyésztése

In vitro 0sszehasonlité kisérleteinket JIMT-1 trastuzumab-rezisztens emlotumor,
MKN?7 trastuzumab-rezisztens gyomortumor, SKBR-3 trastuzumab-szenzitiv eml8tumor,
sejtvonalakon végeztikk. Az SKBR-3, sejtek az American Type Culture Collection
(Rockville, MD) gylijteményébdl szarmaznak, és a leirds szerint (10 % FCS-t, 2mM L-
glutamint és 0,25% gentamicint tartalmaz6 DMEM médiumban 5 %-os CO, atmoszférdban)
noéttek korai konfluens allapotig. A JIMT-1 sejtvonal Jorma Isola ajandéka (Laboratory of
Cancer Biology, University of Tampere, Finland). A sejtvonal jelent6ségét az adja, hogy ez
az eddig ismert egyetlen trastuzumab rezisztens emlétumor sejtvonal, melyet egy 62 éves
trastuzumabra nem reagdld ndbeteg pleurdlis attétjébdl izolaltak. A JIMT-1 sejtvonal
Osztrogén- €s progeszteron receptor deficiens, ugyanakkor immunhisztokémiai pozitivitast
mutat citokeratin 5/14 és 8/48-ra. A sejtek amplifikdlt ErbB2 onkogénnel rendelkeznek,
amely azonosithatd muticiét nem tartalmaz, ugyanakkor az ErbB2 fokozott sejfelszini
kifejez6dését eredményezi. A kismolekuldji tirozinkindz inhibitorok (CI1033, ZD1839)
gatoljdk a JIMT-1 sejtek proliferaci6jat (Tanner és mtsai. 2004). A sejtvonal
fenntartdrtdsdhoz 1:1 ardinyd DMEM ¢és Ham-féle F-12 médium elegyet alkalmaztuk, mely
10% FCS-t, 60 egység/L inzulint és antibiotikumot tartalmazott. Aramldsi citometrids
mérésekhez a sejteket 0,05 % tripszin - 0,02 % EDTA kezeléssel szuszpendiltuk.
Megéllapitottuk, hogy a tripszin kezelés nem okoz jelentds véltozast a vizsgalt antigének
szdmdaban, ugyanakkor kevesebb olyan Osszetapadt sejtasszocidtumot eredményez, mely az
dramlasi citometrids mérési artefaktumot okozhatna. Mikroszkdpos mérésekhez a sejteket 12

mm atmérdju feddlemezre, ill. Lab-Tek™ II 8-lyukud fed6lemez alji kamrdban (Nalge Nunc
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International, Rochester, NY) novesztettilkk 80%-os konfluencia eléréséig. A stimulécids

kisérletek eldtt 24 6ran at 0.1 % szérumtartalmii médiumban éheztettiik a sejteket.

4. 2. Antitestek és vegyiiletek

Az ErbB2 sejtfelszini receptor jelolésére hdarom, nem étfedd extracelluldris epitop
elleni antitestet (trastuzumab, 2C4, 76.5) alkalmaztunk. A trastuzumab (Herceptin, Roche,
Budapest) a klinikumban terdpidsan alkalmazott antitest, amely az egér 4D5 antitest
humanizilt véltozata. A 2C4 jelti monoklondlis antitest a Genentech Inc 4jandéka volt (South
San Francisco, CA). A 76.5 antitestet sajat laboratériumunkban izoldltuk a megfeleld
hibridéma sejtvonal (ErbB2-76.5, Y. Yarden, laboratériumdbdl, Weizmann Institute of
Science, Rehovot, Israel) dltdl termelt feliilisz6bol. A CD44 receptor valamennyi izoformdjat
felismer6 Hermes-3 antitest kisérleteink elsé szakdszdban Sirpa Jalkenen ajandéka volt
(University of Turku, Finland), késébb hibridoma feliiliszobol (HB-9480, American Type
Culture collection, Rockville) protein-A affinitds kromatografidval tisztitottuk. A kontroll
mérésekhez haszndlt antitestet, a W6/32-t (az MHC I nehéz lanca ellen) Francis Brodskytdl
kaptuk. A Cy3 és Cy5 szulfocianid alapu festékkel (monofunkcionélis szukcinimidil-észter)
konjugalt kecske anti human IgG (H+L) Fab-t a Jackson ImmunoResearch Europe-tdl
vasaroltuk (Cambridgeshire, UK) A felhaszndlt antitestek 1 mg/ml koncentrici6ji oldatait
AlexaFluor488 (Molecular Probes, Eugene, OR), illetve Cy3 és Cy5 (Amersham,
Braunschweig, Germany) fluoreszkal6 festékek szukcinimidészter szarmazékaival jeloltiik a
haszndlati utasitisnak megfeleléen. Az antitesthez nem kotodott festéket gél-sziiréssel
tavolitottuk el Sephadex G-25 oszloppal. A festék-fehérje jelolési aranyt (L)
spektrofotométerrel hatidroztuk meg, melynek értéke 1-3 koriil volt. A tovabbiakban kiilén

nem jelolt vegyszerek a Sigma (Budapest) cégtdl szarmaztak.
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4. 3. Sejtfelszini antigének jelolése antitestekkel.

Az 4ramlési citometrids vizsgilatokhoz a sejteket tripszines kezelést kovetden kétszer
mostuk hideg PBS-ben (pH = 7,4), majd kb. 1 milli6 sejtet szuszpendaltunk fel 50 ul PBS-
ben. A sejteket ezt kovetden 30 percig, jégen, sotétben jeloltik a megfeleld festékkel
konjugélt monoklondlis antitestek vagy azok Fab fragmentumainak telitd koncentricidjaval.
A FRET mérésekben hasznalt kett6s jelolés esetén a fluoreszcensen jelolt antitest
fragmentumokat egyszerre adtuk a sejtekhez. Az alkalmazott antitest koncentracio
eldsegitette a monovalens kotddést, ami a jégen torténd jeloléssel egyiitt csokkentette a az
internalizdcié szintjét. Végiil a sejteket hideg PBS-ben mostuk kétszer és 1 %-os hideg
formaldehid-PBS-ben fixéltuk. Az él6 illetve a formaldehiddel fixalt sejteken kapott
eredmények kozott a mérési hiban beliil nem volt eltérés.

Az in situ fluoreszcen mikroszkopos mérésekhez a vizsgilandé sejteket 12 mm
4tmér6jli fedélemezre ill. Lab-Tek ™ II 8-lyukd fedSlemez alji kamraban (Nalge Nunc
International, Rochester, NY) novesztettilkk 80%-os konfluencia eléréséig. A sejteket a
targylemez ill. a kamra felszinén jeloltiik meg kétszeri PBS-ben torténd mosast kovetéen. Az
antitesteket 20ug/ml koncentraciéban alkalmaztuk, a jelolést 40 percig, jégen végeztiik. A
jelolést  kovetéen sejteket hideg PBS-ben mostuk kétszer és 1 %-os hideg

formaldehid-PBS-ben fixaltuk.

4. 4. SCID egér modell és xenograft tumor

Az in vivo Kkisérleteinkben hasznalt C.B-17 immundeficiens (Severe Combined
ImmunoDeficiency = SCID), patogénmentes kornyezetben tenyésztett egértozs a Fox Chase
Cancer Center (Philadelphia, PA) laboratériumabél szarmazott. A SCID egerekben egy, a 16-
os kromoszéméan [év0 gén autoszémadlis recessziv muticiéja (scid muticid) miatt

z 22

mikddésképtelen az imunglobulin gének és a T sejt-receptor gének dtrendezddéséért felelds
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rekombindz. A scid muticiora homozigéta egerekben nem taldlhaté sem T, sem B sejtes
immunitds (Bosma és Carroll, 1991). Kisérleteinkben fiatal (7-12 hetes), non-leaky SCID
egereket hasznaltunk, melyekben 10-14 hénapos korukra a hordozott muticié ellenére,
csaknem minden esetben kialakul valamilyen foki B és T sejtes immunités. A fiatal scid/scid
egereknél is eléfordul olyan egyed, amelyiknek magasabb az IgM szintje (leaky egér), ezért a
kisérletek megkezdése elott megmértik az egerek IgM titerét (Mouse IgM RID KIT,
Serotec). A kisérletekhez csak 100ng/ml-nél kisebb IgM vérkoncentricidju egereket
haszndltunk. Hét hetes néstény SCID egerekbe subcutan 5x10° JIMT-1 sejtet oltottunk 150yl
Hanks’s pufferben és azonos térfogati Matrigelben szuszpenddlva (Basement Membrane
Matrigel, BD Biosciences, Bedford, MA). A tumor névekedését hetenként kovettilk nyomon,
melynek sordn a tolomérdvel mért hosszisagi, szélességi és magassiagi adatokbol szamolt
térfogattal kvantitdltuk az eredményeket. A trastuzumab kezelést intraperitonedlisan (i.p.)
injektalt 5 pg/g-os oldattal végeztiik hetenként. A kontroll egereknél parhuzamosan 100 pl
fizi6logids séoldatot alkalmaztunk. Az éllatkisérleteket a Debreceni Egyetem Allatkisérleti

Bizottsdganak a nemzetk6zi normdkkal harmonizalé szabalyzata alapjan végeztiik.

4. 5. A sejtek stimulalasa hialuronsavval

Kisérleteinkhez két eltérd szamu oligoszaharid egységbdl allo, bioldgiai aktivitissal
biré hialuronsavat (HA) haszndltunk annak érdekében, hogy az esetleges molekulamérettdl
fliggd bioldgiai hatasokat el tudjuk kiiloniteni. A 10 oligoszacharid egységnyi, 2000 Da
molekulasdlyd hialuronsav a hanyomdanyos klasszifikdcié szerint a kis molekulasulyd
hialuronsavakhoz tartozik, mely a Seikagaku Corporation (Tokid, Japidn) ajandéka volt.
Alkalmazasat az indokolta, hogy irodalmi adatok alapjan mér van bioldgiai aktivitdsa. Az
altalunk alkalmazott masik, 5000 oligoszacharid egységnyi, 1x10° Da molekulasilyd HA

(Genzyme, Cambridge, MA) a nagy molekulasulyi csoportba sorolhatd, és méreténél fogva
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jelentésebb hatdsa lehet az extracelluldris matrixhoz kapcsolodé folyamatokban. Az in vitro
kisérletek el6tt 24 6rdan at 0.1 % szérumtartalmi médiumban éheztettiik a sejteket. A
hialuronsaval torténd stimulalast 37°C-on, 30 percen at végeztiik CO, inkubatorban 100pg/ml

koncentréciéja hialuronsavval.

4.6. A hialuronsav kvantitativ vizsgalata in vitro és in vivo

A hialuronsav szintjének kiilonboz6 kezelésekre bekovetkezd mennyiségi valtozasat
in vitro, Lab-Tek'™ II 8-lyuki fedSlemez alji kamrdban, valamint in vivo xenograft
metszeteken vizsgéltuk. A mintdkat mindkét esetben azonos metodikdval jeloltiik. A sejteket
PBS-sel torténd mosast kovetden 2%-os paraformaldehiddel fixaltuk 20 percen at
szobahdmérsékleten, majd 5 alkalommal 2 percen 4t mostuk PBS-sel. Az apecifikus jelolést
megelézendd a mintdkat 1% BSA-PBS-ben mostuk 10 percig. Ezt kdvetden alkalmaztuk a
HA specialis kimutatasara kifejlesztett bHABC-t (Tammi és mtasai, 1988), mely Prof.
Markku Tammi ajandéka volt (University of Kuopio, Department of Anatomy, Kuopio,
Finland). A bHABC egy biotinilalt porc proteoglikdn fragment, amely specifikusan k&tédik a
HA molekula decaszacharidnyi szakaszdhoz. A reakcid elso 1épéseként a komplexet kotjiik a
HA-hoz egy éjszakén at, 4°C-on, 5 pg/ml koncentraciéban inkubdlva. A kovetkezd 1€pésben
a biotint detektdljuk FITC-extravidinnel. Negativ kontrollként HA oligo-val eldzetesen
inkubdlt bHABC-t adtunk a mintdinkhoz, ill. Streptomyces-bél szarmazé hialuronidaz
(Sigma, Budapest) kezelést alkalmaztunk. A nem specifikus, az endogén HA esetleges
jelolodésébdl  szarmazd hatteret endogén biotin  blokkolé kit (Molecular Probes)

alkalmazasaval kiiszoboltiik ki.
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4.7 4-metilumbelliferon kezelés

In vivo vizsgédlni kivantuk, hogy a megvaltozott HA-szint hatdssal van-e a
trasztuzumab kezelés hatékonysdgara. Ennek érdekben alkalmaztuk a 4-metilumbelliferont
(4MU, Sigma, Budapest). Az eredetileg novények dltal kivalasztott 4-MU a HA-szintetdz
specifikus gatloszere. Kisérleteink sordn a 4-MU-t 1% gumiardbikumban oldottuk fel és
ordlisan alkalmaztuk 8 o6ranként 3 mg/g mennyiségben (4-MU/egértesttomeg) (Yoshihara és
mtsai 2005). In vitro kisérletekban a 4-MU-t PBS-ben oldottuk fel és 1 mM-os

koncentraciéban adtuk a sejtkultirdkhoz.

4.8 A sejtszam és receptorok sejtenkénti szamanak aramlasi citometrias meghatarozasa

A sejtfelszini receptorok szamdnak kvantitativ meghatarozasit FACSCalibur dramlasi
citométerrel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), Qifikit (DakoCytomation, Glostrup,
Denmark) alkalmazédsaval végeztiik a gyartd utmutatdsainak megfelelden. A sejtszuszpenzidt
488 nm-en, illetve 635 nm-en gerjesztettiik, az emissziét 520 nm-es és 661 nm-es savsziird
(FL1, FL4) segitségével detektaltuk. Mintanként 10 000 sejtet analizdltunk, a fluoreszcens
jeleket logaritmikus erdsitésben vettiik fel. Az egyes mintak fluoreszcencia hisztogramjanak
kozépértékét a megfeleld hattér hisztogramjanak kozépértékével korrigaltuk. A proliferacids
assay alkalmazdsa sordn a sejtek szdmat FacsArray dramldsi citométer (Becton Dickinson)

megfelel6 opcidinak alkalmazasaval hataroztuk meg.

4. 9 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A Dbeoltott rdaksejtekbdl kindtt subcutan tumort érzéstelenitést kovetden
eltavolitottuk, majd Shandon Cryomatrix-szal (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA)
fedve -20 °C-on taroltuk. A tumormintdkb6l 20um-es gyorsfagyasztott metszeteket

készitettink SHANDON AS-620E Cryotome-mal (Thermo Electron Corporation) 25 °C-on.
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A metszeteket szilanizdlt (3-aminopropyl-triethoxysilane, A-3648, Sigma-Aldrich)
targylemezre helyezve 4%-os formaldehiddel fixdltunk 30 percen at. A fixdlt mintdkat
elsokent PBS-ben mostuk 15 percig, majd 1% BSA tartalmd PBS-sel (pH 7.4) ismét 20
percig szobahdmérsékleten. A mintdkat a megfeleld fluoroférral-konjugélt antitestek telitési
koncentréciéjaval (10-20 pg/ml) jeldltik 100ul 1% BSA-t tartalmazé PBS-ben egy éjszakan
at. A jelolést kovetden a mintdkat kétszer mostuk BSA-PBS-sel, a fluoreszcencia kioltdst
megeldzenddé a mintdkat 15 pl Mowiol-lal (Merck, Budapest, Hungary) fedtiik, majd

konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk.

4. 10. Konfokalis mikroszképia

A mikroszképos mintdkat Zeiss LSM 510 konfokdlis tizemmoédu, 1ézer-péasztazé
mikroszkdppal (Carl Zeiss AG, Gottingen, Germany) vizsgaltuk, Plan Apocromat 63x/1.4
NA oil DIC objektiv alkalmazdsaval 1 pm-es optikai szeletben. Az Alexa-488-at 488 nm
gerjesztettiik és 505-530 nm-en detektiltuk. Cy3-t és az AlexaFluor546-t zold He-Ne 1ézerrel
543 nm-en gerjesztettiik, és az emissziot 560-615 nm-es sdvsztrdvel detektaltuk. A Cy5
illetve AlexaFluor647-tel valé konjugicié esetén vordos He-Ne lézer 633 nm-es vonaldval
végeztik a gerjesztést, és az emissziot 650 nm-es feliilateresztd sziiron keresztiil detektaltuk.
A gerjesztd és emittalt fotonokat 360/488/543/633 négyszeres dikroikus sziirdvel valasztottuk
el. Tobbes jelolés eseten a csatorndk kozotti atvilagitds megeldzésére az egyes csatorndkat

kiilon-kiilon vettiik fel 512x512 pixelméretben.

4. 11 Digitalis képanalizis
A konfokdlis képek elemzését Diplmage (Delft University of Technology, Delft, The
Netherlands) és Matlab (Mathworks Inc., Natick, MA) programkornyezetben végeztikk. A

sejtmembran azonositdsdra az in. manually-seeded watershed algoritmust hasznéltuk (Gonzalez
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és mtsai 2004), melyet Dr. Nagy Péter a Dipimage/Matlab interaktiv eszkoztaranak
felhaszndlasaval alkalmazott a sajat mintdinkra. A fluoreszcencia intenzitdst a sejtmembriannak
megfelel6 teriileten pixelenként hataroztuk meg. A CD44 expressziénak a trastuzumab ErbB2
receptorhoz val6 kotddésére kifejtett hatdsat xenograft metszeteken vizsgaltuk. A metszeteken a
felvetett probléma elemzése érdekében harmas jelolést alkalmaztunk a kovetkezOképpen: az
ErbB2 receptort AlexaFluor488-ErbB2-76.5 antitesttel, a kotddott trastuzumabot Cy3-anti-
human IgG-vel, a CD44-et pedig AlexaFluor647-Hermes-3 antitesttel jeloltiik meg. A kotodott
trastuzumab és az ErbB2 receptor egymdshoz viszonyitott ardnydt két-dimenzids
hisztogrammon (dot plot) jelenitettik meg, amely készitése sordn csak a membran-pixelek
intenzitdsat haszndltuk fel. A konfokalis képek elemzése sordn a CD44 receptor expresszios
szintjét kiilon hatdroztuk meg a dot plotok alapjdn magas és alacsony trastuzumab-ErbB2
ardnnyal rendelkezd pixelekben. A sejtfelszini antigének kolokalizdcidjat a kettdsen jelolt
sejtek konfokdlis képeibdl hatdroztuk meg a Pearson-féle keresztkorrelacids koefficiens

segitségével:
Z ( Ik - Iu'tlug ) (Jk - Ju'tlug )
k
\/Z(Ik _Ia'rlag )ZZ(Jk - Jmlag )2
k

k

Ahol I; és a Ji az adott pixelek fluoreszcencia intenzitdsa az elsé illetve a masodik képen, a
Liag €s a Jauqg pedig az elsd és a mdsodik kép atlagos fluoreszcencia intenzitdsa. A nagyon
alacsony intenzitdsd pixeleket nem vettiik figyelembe az analizis sordn. A keresztkorrelacids
koefficiens teoretikus maximuma azonos képek esetén +1, minimuma -1 lehet. Az +1 a
vizsgalt receptorok teljes egyiittallasat, a 0-hoz kozeli érték a jelolések fiiggetlenségét, mig a
-1 a teljes antikorreldciot jelzi. A kolokalizdcids értékek szadmitdsat LabView (National

Instruments, Austin, TX) kornyezetben erre a célra irt programmal végeztiik.
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4.12 Aramlasi citometrias fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérések

Az aramlasi citometrids FRET méréseket FACSVantage SE aramldasi citométer DiVa
opcioval kiegészitett (Becton Dickinson) valtozatdval végeztiilk, amely harom lézerrel volt
felszerelve, melyek emisszidja egyenként 488 nm, 532 nm, 633 nm-en volt (Sebestyén Z és
mtsai, 2002). Roviden dsszefoglalva a sejtek autofluoreszcencidjat a tormelék és az elpusztult
sejtek kizarasaval, 488 nm-en gerjesztve az FL1 csatorndban mértitk 530/30 nm-es savszird
segitségével. A donor molekula fluoreszcencia intenzitdsat 532 nm-en torténd gerjesztést
kovetéen az FL4 csatorndban mértilk 585/42 nm sdavszirOn keresztiil, mig az akceptor
molekula esetén 633 nm-en torténd gerjesztést kvetden az FL6 csatorndban detektdltunk a
650 nm-es feliilatereszt6 sziirvel. A FRET intenzitds meghatarozasdhoz 532 nm-en végeztiik
a gerjesztést és az FL5 csatorndban detektdltunk a 650 nm-es feliilateresztd szlrdt
alkalmazva. Az energiatranszfer hatékonysagot sejtenként hatdroztuk meg a ReFlex szoftvert
alkalmazva (Szentesi G és mtsai, 2004). A FRET hatdsfokot 1:1 donor-akceptor ardnyra

normalizaltuk és az atlagat 10 000 sejtet megjelenitd hisztogrammon abrazoltuk.

4.13 CD44 RNS interferencia

A humén CD44 elleni kis interferdld RNS-t (siRNS) a Dharmacon cég (Chicago, IL)
tervezte SMART technoldgia felhaszndldsdval. Az elOkisérletek sordn a tervezett 4 siRNS-
b6l a két hatékony siRNS antiszensz szdldnak szekvencidja a kovetkezd volt:
AUGUCUUCAGGAUUCGUUCUU (CD44 siRNS-4), UAUUCAAAUCGAUCUG CGCUU
(CD44 siRNS-5). Negativ kontrollként GFP elleni siRNS-t haszndltunk. A JIMT sejtek
transzfektalasat elektropordcidéval végeztilk, melynek sordn az Amaxa cég (Koln,
Németorszag) Nucleofector késziilékét hasznaltuk a gyarté utmutatdsinak megfeleléen. A
JIMT-1 sejtek esetén alkalmazott legmegfelelobb elektroporaciés metodikat, mely a V oldat

és a T-20-as program volt, GFP plazmiddal t6rténd transzfektaldssal hatdroztuk meg.

31



Anyagok és modszerek

4. 14 A trastuzumab internalizaciéjanak vizsgalata

A trastuzumab internalizaciéjanak vizsgalata sordn az siRNS-sel transzfektalt illetve a
kontroll sejteket 20 ug/ml AlexaFluor647-trastuzumabbal inkubdltuk kiillonb6z6 ideig 37°C-
on. Az inkubdciét kdvetden az esetlegesen nem internalizalddott receptorok eltavolitdséra 3
percen at tartd savas (0.5 M NaCl, 0.1 M glicin, pH 2.5) mosast alkalmaztunk. Ezt kdvetden a
sejteket PBS-ben mostuk és szuszpendéltuk. Az internalizal6dott trastuzumabbdl szarmazo
jelet daramlasi citométerrel detektdltuk, majd az internalizalodott frakcié ardnydt a savasan
kezelt mintdk atlagos fluoreszcencia intenzitdsdnak és a savas mosdssal nem kezelt kontroll

sejtek fluoreszcencia intenzitdsanak hanyadosaként szamoltuk ki.

4. 15 Western blot analizis és immunprecipitacio

A sejtlizatumot a sejtek PBS-sel torténd mosdsat kovetden lizis puffer felhasznaldsaval
készitettiikk. A lizis puffer a sejtek teljes feltarasara alkalmas €s a kovetkezd GsszetevOokbol
allt: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100,
1 Complete Mini (Roche, Mannheim, Németorszag) protedz inhibitor koktél tabletta/10 ml
puffer, 1 mM NasVOs, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 10 mM B-glicerol foszfat és 10 mM
NasP,0;. A lizis pufferel valé 10 perces jégen torténd inkubdlast kdvetden a sejtlizatumot
centrifugdltuk. A vizsgdlandé fehérjék molekuldris szinti kapcsolatinak elemzéséhez
immunprecipitaciot alkalmaztunk, melynek sordn a sejtlizatumot 1 6ran at 4 fokon a
megfeleld antitestekkel inkubdltuk. ErbB2 ellen Ab3-OP15 antitestet (Calbiochem-Merck
Biosciences, Schwalbach, Németorszdg), ErbB1 ellen F4 (E3138, Sigma, Schnelldorf,
Németorszag) antitestet és a CD44 ellen Hermes-3 antitestet hasznédltunk. Az
immunoprecipitdlt fehérjéket Sepharose 4B Fast Flow Protein G gyongyok (Sigma)

felhaszndldsédval, tovabbi 1 6rds inkubdldssal kotottiik meg, majd SDS-poliakrilamid gél
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elektroforézissel vélasztottuk szét molekulatomegiik alapjdn és PVDF membranra blottoltuk.
A membranhoz kotott fehérjéket a kovetkezd antitestekkel jeloltiik meg a gyartd javaslatdnak
megfelel higitast alkalmazva: Ab3-OP15 az ErbB2, F4 az ErbB1, Hermes3 a CD44 és
PY99-5¢7020 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) a foszforillt tirozin jelolésére. A
jelolt  molekuldk detektdlasdra peroxiddzzal konjugédlt egér elleni IgG-t és a
kemilumineszcencia kimutatdsara kifejlesztett gyorstesztet (Enhanced chemiluminescence

kit, Amersham, Freiburg, Germany) alkalmaztunk.

4.16. CD44 in vivo standard ELISA

A kisérleteink sordn alkalmazott sCD44std instant ELISA kit (Bender MedSystems,
Ausztria, Bécs) egy enzimatikus reakcion alapulé préba, mely alkalmas az oldhat6 CD44
szintjének quantitaiv meghatdrozdsdra mind sejtkultirdk feliilisz6jabol, mind szérumbdl.
JIMT-1 sejteket 24-lyuki sejttenyesztd lemezen ndvesztettiik a konfluencia eléréséig. A
sejttenyészté médium eltavolitasat kovetden a sejtkultirat kétszer 1 mg/ml BSA tartalmu
Hank’s puferrel mostuk (pH 7.4). A sejteket 200 pul térfogatban eldkezeltiik 30 percig jégen
ezt kovetden tovabb kezeltik 60 percig, 37 °C-on (EGF: 50 ng/ml, HA: 20 mg/ml,
trastuzumab, pertuzumab, cetuximab, heregulin: 20 pg/ml) és vizsgéltuk a kezelések CD44
sheddinget indukal6 hatasat. A feliilldszokat Osszegyujtottiik és a sejttormelék eltdvolitasanak
érdekében centrifugaltuk (400 g, 10 perc). A lehasitott, oldhat6 CD44 koncentricidjanak
meghatarozasahoz 20 pl feliiliszét és 130 pl desztilldlt vizet adtunk a prébalemezhez. A
mintdkat 3 ordan 4t, szobahdémérsékleten, horizontélis keverés kézben inkubdltuk, melynek
sordn a mintalemezhez adszorbedlt antitestekhez kotédott a mintdban levd CD44 majd ehhez
a komplexhez kotddott egy tormaperoxiddzzal konjugalt mdsodlagos antitest. A nem kotodott
molekuldkat mosdssal tavolitottuk el, majd 10 percig inkulbdltuk a mintdkat sotétben a
szubsztratot (tetrametil-benzidin) tartalmaz6 oldattal. A keletkezett szines termék

koncentréci6jat 450 nm-en mértiik. Az oldhaté CD44 detektalasi hatdra ezzel a mddszerrel a
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gyarté informdcidja alapjan 0,016 ng/ml. A SCID egerekbdl szdrmazé higitatlan szérum

oldott CD44 tartalmét a fentiekkel azonos médon hatdroztuk meg.

4. 17. CD44 intrenalizacio vizsgalata konfokalis mikroszkoéppal

A CD44 internalizdcidjdnak nyomon kovetését konfokdlis mikroszkdpids
vizsgalatokkal végeztiik. Feddlemez-alji kamrdba novesztett JIMT-1 sejteket antitestekkel
illetve novekedési faktorokkal kezeltiink, majd 4%-os formaldehiddel fixaltuk 10 percen at
szobahdmérsékleten, majd 0,1 %-os TritonX-100+ 0,3 % BSA oldattal permeabilizaltuk. A
fixalt és permeabilizdlt sejteken a CD44 molekula intracelluldris doménjét nyulban
termeltetett poliklondlis antitesttel (higitds 1:100), az extracelluldris domént AlexaFluor 647-
Hermes3 monoklondlis antitesttel jeloltik 90 percen 4t szobahdmérsékleten (Marhaba és
Zoller, 2004). A nem kotodott antitestek kimosasat kovetéen AlexaFluor488 festékkel jelolt
nyul ellenes masodlagos antitestet alkalmaztunk. A jel6lt mintdkat Zeiss LSM 510 konfokalis
lézer pasztazé mikroszképpal vizsgéltuk. Az Alexa-488-at 488 nm gerjesztettiik és 505-530
nm-en detektdltuk. Az AlexaFluor647-tel valé konjugécio esetén vords He-Ne 1ézer 633 nm-
es vonaldval végeztiik a gerjesztést, €s az emisszidt 650 nm-es feliilateresztd sziirén keresztiil
detektaltuk. A gerjesztd és emittalt fotonokat 360/488/543/633 négyszeres dikroikus sziirGvel
valasztottuk el. Tobbes jelolés eseten a csatorndk kozotti dthallds megeldzésére az egyes

csatorndkat kiilon-kiilon vettiik fel 512x512 pixelméretben.

A fluoreszcens képeket 1 um-es optikai szeletekrdl készitettilk 63x nagyitdsi immerzios

objektivvel (NA=1.4)

4. 18. A sejtek migraciojanak vizsgalata
A sejtek migriciGjat in virro Lab-Tek'™ II 8-lyukd, fedélemez alji kamraban
vizsgaltuk karcolasi proba (in vitro scratch assay) alkalmazasdval. A préba egyszerii médon

teszi lehetové a sejtmigracié mérését (Liang, Park és mtsai, 2007) oly mddon, hogy a
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konfluens JIMT-1 kultirdban pipettaheggyel egy ~ 1 mm-es sejtmentes sdvot hizunk. A
sejttormeléket kétszeri sejttenyésztd médiummal valé mosdssal tavolitjuk el. A sejteket
kiillonb6z6 moédon kezeltik (EGF: 50ng/ml, HA: 20mg/ml, trastuzumab, pertuzumab,
cetuximab: 20pg/ml, heregulin: 50ng/ml ) 24 6ran at 0,1% szérumtartalmd médiumban. A
sejtmigraciot Zeiss LSM 510 mikroszkdp transzmisszids csatorndjdban, 10x objektivvel, O és
a 24 oranal készitett felvételek alapjan kovettik nyomon. A tirgyasztal pozicidjat adott
kontroll ponthoz viszonyitva hatidroztuk meg. A migricié kvantifikdldsa a kalibralt képek

pixelszélessége alapjan ImageJ programmal tortént.

4.19. Statisztika
Az adatokat atlagat + SEM abrazoltuk. A mintdk kozotti statisztikai kiillonbséget Student
féle kétmintds t probdval vizsgaltuk, abban az esetben, ha a két minta szérdsa megegyezett

(F-préba). Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgaltuk (P < 0.05).
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5. Eredmények és megbeszélésiik

5.1 A CD44 fokozottan expresszalodik trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteken és
asszocial az ErBb2-vel

Munkdnk sordn a CD44 potencidlis szerepét kivantuk vizsgdlni a trastuzumab
rezisztencidban. A CD44 hialuronsav receptort elsdként, mint limfocita ,,homing” molekulat
irtak le, napjainkra viszont nyilvanvaléva valt, hogy feladata joval sokrétiibb, tobbek kozott
szerepet jatszik a tumorok progresszidjaban is (Marhaba és Zoller, 2004). Irodalmi adatok a
CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti kapcsolatot tdmasztjak ald (Bourguignon, Zhu és mtsai,
1997; Bourguignon, Zhu és mtsai, 2001; Ghatak, Misra és mtsai, 2005). Az ErBb2 fokozott
expresszidjanak jelent6sége ismert, ugyanakor az ErbB2 ellenes, klinikailag hatékony
trastuzumabbal szemben maig nem ismert médon rezisztencia alakul ki. Mivel a trastuzumab
rezisztencia hatterében 4ll6 mechanizmusok nem teljesen ismertek, a jelenség értelmezése
jelentds terdpids lehetOségeket rejt magdban. A leirt ErbB2-CD44 kapcsolat alapjan felmeriil
annak lehetdsége, hogy a CD44 hialuronsav-kotése révén aktivalt folyamatok szerepet
jatszhatnak a trastuzumab rezisztenciaban is. Elsként a CD44 expressziéjat vizsgaltuk, mivel
ErbB2 esetén a molekula fokozott kifejezddése szervesen kapcsolddik a tumor kedvezdtlen
prognézisdhoz. Vizsgélataink sordn egyrészt a JIMT-1 sejtvonalat alkalmaztunk, amely in
vitro teljesen (Tanner, Kapanen és mtsai, 2004) in vivo pedig részlegesen (Barok, Isola és
mtsai, 2007) rezisztens trastuzumabbal szemben; madsrészt egy trastuzumab szenzitiv
eml6tumor (SKBR-3) sejtvonalat. E két modell sejtvonalon vizsgaltuk a CD44 expresszios
szintjét. Aramlasi citometrids mérési adataink azt mutattik, hogy a trastuzumab rezisztens

JIMT-1 sejtvonalon kozel 35-sz6r magasabb a sejtfelszini CD44 molekuldk szdma (2,310,3

millié/sejt), mint a trastuzumab szenzitiv SKBR-3 sejteken (6500015000 /sejt) (4/A abra).
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4. abra A CD44 és az ErbB2 mikrométeres és nanométeres skalan is kolokalizaciot
mutat.

A: JIMT-1 sejteken a CD44 aramlasi citometridval meghatarozott relativ expresszids szintje
kozel 2,3+0,3 millié molekula/sejt. B: CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti normalizdlt FRET
mérési eredményeink 161+3%-os értéket adtak JIMT-1, és 10+3%-os SKBR-3 sejtek esetén
(fekete oszlop). A kolokalizacidt kvantifikdlo keresztkorrdlacids koefficiens értéke CD44 és
ErbB2 kozott 0,612, ami nagyfokud kolokalizaciéra utal (sziirke oszlop). Pozitiv kontrollként
az ErbB2 kiilonb6z6é lokolizaciéji doménjeibdl szarmazéd jelet tekintettik. C: JIMT-1
sejteken jelolt ErbB2 (AlexaFluor4d88-2C4, voros) és CD44 (AlexaFluor647-Hermes3, zold)
konfokalis 1ézer pasztdzo mikroszkdppal késziilt felvétele, a kolokalizdcidt mutaté teriiletek
sarga szintek.

A CD44 altalunk mért fokozott expresszidja nem csupan fent emlitett ErbB2 és CD44 kozotti
kapcsolat miatt érdekes, hanem felveti annak lehetséget, hogy a JIMT-1 sejtvonal
kozvetleniil az Gssejtekbdl sejtekbdl fejlodott ki, mivel az irodalomban a CD44 fokozott
expresszidt az emlétumor dssejtek egyik markereként irtdk le (Al-Hajj, Wicha és mtsai,

2003). Mivel irodalmi adatok a CD44 és ErbB2 molekuldk interakciéjat mutattdk ki

petefészektumorban, felmeriilt annak lehet6sége, hogy ez a kapcsolat emldtumorban is

37



Eredmények és megbeszélésiik

fennall. A vizsgalt molekuldkra jelolt konfokdlis mikroszképpal készitett felvételek analizise
sordn a keresztkorrdlacids koefficiens értéke CD44 és ErbB2 kozott 0,612-nek adddott
JIMT-1, és 0,602-nek SKBR-3 sejteken (4/B, C ébra). Pozitiv kontrollnak az ErbB2
molekula két kiilonb6zd extracelluldris kotOhelye kozotti keresztkorrelacids koefficiens
értékét tekintettiik, amely 0,615 volt. A pozitiv kontroll valamint a CD44-ErbB2 kozotti érték
kozotti csekély kiilonbség a vizsgdlt molekuldk kozotti jelentds kolokalizacidra utalt a
mikroszkép ~200 nm-es felbontdsi tartomanyaban.

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (Mocanu, Fazekas és mtsai) 2-10 nm-es
tdvolsdgban johet 1étre, igy az dramldsi citometrids energia transzfer mérés a molekuldk
egylittallasan til a molekuldk kozotti esetleges funkciondlis kapcsolat vizsgalatat teszi
lehetévé. CD44 és ErbB2 molekuldk kozotti normalizalt mérési eredményeink 16+3%-os
FRET értéket adtak JIMT-1, és 10x3%-os SKBR-3 sejtek esetén (4/B). Ezek az értékek a
CD44 és ErbB2 kozotti molekularis szintll asszociaciora utalnak, mivel irodalmi adatok 5%-
os FRET értéktd] molekuldris asszocidcid létrejottét igazoltnak tartjdk (Szollosi, Tron és
mtsai, 1984). A biofizikai mdédszerekkel mért eredményeinket masik nézOpontbdl, klasszikus
molekuléris biologiai mddszerrel is megvizsgaltuk. Western-blottal végzett kisérleteink azt
igazoltdk, hogy a CD44 elleni antitest ko-immunoprecipitélta az ErbB2 molekulat (5/D ébra,
bal oldali dbrarész). A CD44-ErbB2 kapcsolatat leiré modell feltételezi, hogy a CD44-ErbB2
komplexet a HA képes aktivalni. Ezt a feltételezést igazolta az az eredmény, amelyben a nagy
molekulatomegii HA fokozta az ErbB2 tirozin foszforilacidjat, mig kis molekulatomegli HA—
val torténd kezelést kovetéen nem volt megfigyelhetd az aktivicié (5/D 4abra, kozépsd
dbrarész). Egyes tumorokban, példdul fej- és nyak- laphdm tumorban (HNSCC)
(Bourguignon, Gilad és mtsai, 2006) megfigyeltek a CD44-nek az ErbBl-gyel val6
kapcsolatat is. Kisérleteink sordn azonban ez a kapcsolat nem volt kimutathaté ErbB1

foszforilacid vizsgélataval (5/D édbra, jobb oldali dbrarész).
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Osszefoglalva CD44 expressziés és CD44-ErbB2 kapcsolatot elemzé  kisérleteinket
elmondhat6, hogy az 4aramlési citometrids, konfokdlis mikroszképids és a western blottal
végzett kisérletek egybehangzéan a CD44-ErbB2 kozotti funkciondlis  kapcsolatot
tdmasztottak ald, mely alapul szolgdlhat a CD44-hialuronsav kolcsdnhatds trastuzumab

rezisztencidban betoltott szerepéhez.

HAILO | HA 10 |
HA-LMW - HA-LMW - -+
WB: OP15 [ wB: Py9o [ WE: PY99
WB: Hermes-3 [ WE: OP15 Sy — we: F+ [
IP: Hermes-3 IP: QP15 IP: F4

5. abra CD44 és ErbB2 molekulak kozoétti kapcsolat vizsgalata western blottal.
Anti-CD44-gyel val6 immunprecipiticiét kovetden anti-ErbB2 antitesttel (OP15) végzett
westren blot (bal oldali abrarészlet). Az ErbB2 (k6z€ps6 abrarészlet) és az ErbB1 (jobb oldali
abrarészlet) immunprecipiticiéjat kovetden a két fehérje foszrorildcidjat foszfotirozin ellenes
antitesttel (PY99) vizsgaltuk. Nagy moltomegli hialuronsavval (HA-LMW) végzett
stimuldlas fokozta az ErbB2 foszforilacidjat (kozE€pso dbrarészlet) és hatdstalan volt az ErbB1
foszforilacidjara (jobb oldali dbrarészlet). A kis molekulatomegl hialuronsav (HA10) egyik
esetben sem fokozta a tirozinfoszforilacié mértékét.

5.2 A CD44 expresszios szintje korrelal a trastuzumab internalizaciojaval JIMT-1
xenograftokban.

In vitro kisérleteink a CD44 és ErbB2 kozotti szoros kapcsolatot mutattdk ki mindkét
vizsgalt sejtvonalon, a CD44 fokozott expresszidja viszont csak a trastuzumab rezisztens
sejtekben volt megfigyelhetd. Ez az eredmény még inkdbb indokolttd tette az eredeti
kérdésfeltevést: a CD44 esetleges szerepének vizsgalatat a trastuzumab rezisztencidban.
Vizsgalatainkban 7 hetes ndstény SCID egereket hasznédltunk. Az anyagok és mddszerek
fejezetben leirt jellemz6i miatt ez a beltenyésztett egértdzs megfeleld a tumorimmunoldgiai
vizsgdlatokhoz. A JIMT-1 sejteket subcutdn injekcidval jutattuk az dllatokba, majd ezzel egy

idében megkezdtiik a trazstuzumabbal illetve a kontroll egereknél a fizioldgids sdoldattal

val6 kezelést. A trastuzumab kezelést intraperitonedlisan (i.p.) injektdlt 5 pg/g-os oldattal
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végeztilk hetenként, a kontroll egereknél 100 pl fiziol6gids sdoldatot alkalmaztunk. A
kezelést 9 héten at végeztiik, majd mindkét csoportban fizioldgids séoldattal folytattuk
tovabbi 6 hétig, majd az egereket CO,-ban tdlaltattuk. A kindtt xenograftokb6l 20 pm-es
gyorsfagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket hdromszorosan jeloltink CD44, ErbB2
és trastuzumab ellenes fluoreszcensen jelolt antitestekkel. A konfokélis képek elemzését
Diplmage és Matlab programkornyezetben végeztilkk, melynek sordn a sejtmembran
azonositasara az un. ,,manually-seeded watershed” algoritmust alkalmaztunk (6/A dbra). Ezzel a
modszerrel lehet6vé valt a sejtmembranban a fluoreszcencia intenzitds pixelenkénti
meghatdrozasa. A kétédott trastuzumab az ErbB2 és a CD44 receptorok egymdashoz viszonyitott
aranyat két-dimenzids hisztogramon (dot plot) jelenitettiik meg, amelynek készitése soran csak a
membran-pixelek intenzitdsat hasznéltuk fel. A konfokdlis képek elemzése sordn a CD44
receptor expresszids szintjét kiillon hatdroztuk meg a dot plotok alapjan magas és alacsony
trastuzumab-ErbB2 ardannyal rendelkez6 pixelekben. Mivel az egér sztromdlis szoveti sejtjei
sem a CD44-t, sem az ErbB2-t nem expresszaljak, moédszeriinkkel kizardlag a JIMT-1
sejteket elemeztiik. Kordbbi vizsgélataink azt mutattdk, hogy az ErbB2 expresszidja a
trastuzumab kezelés befejezését kovetden visszatért a kontroll dllatokban megfigyelt szintre
(Barok, Isola és mtsai, 2007), a trastuzumab pedig eltdvolitdsra keriilt a keringésbdl, mivel az
antitest fél-életideje 25 nap (Bruno, Washington és mtsai, 2005). A dolgozatban Osszegzett
kisérletekben kialakult xenograftok vizsgdlata sordn azonban azt az érdekes eredményt
kaptuk, hogy az ErbB2 expresszidja (vOrds) nem mutat szoros korreldciét a kotddott
trastuzumab szintjével (zold) (6/B dbra) azokban az egerekben, ahol a trastuzumab kezelést
mdr 6 hete felfiiggesztettiik. Tehat a trastuzumab kezelés felfiiggesztése utan hat héttel voltak
olyan teriiletek a xenografton, amelyeken a trastuzumab nagyobb mértékli kotddése volt
megfigyelhetd. A megfigyelt jelenség felveti azt a kérdés, hogy tobb héttel a trastuzumab

kezelés befejezését kovetden mi okozhatja a trastuzumab egyes xenograft-régidkon
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6. abra A CD44 fokozza a trastuzumab internalizaciojat JIMT-1
xenograftokon. A-E: 6 héttel a trastuzumab kezelés befejezése utani
xenograftokbol késziilt metszetek immunhisztokémiai jelolése. A metszeteken
harmas jelolést alkalmaztunk a kovetkezOképpen: AlexaFluor488-ErbB2-76.5
(ErbB2 ellenes antitest), Cy3-anti huméan IgG (a trastuzumabot ismerte fel) és
AlexaFluor647-Hermes-3 (CD44 ellenes antitest). A: az alkalmazott algoritmussal
azonositott sejtmembran voOrdssel jelolve. A kettds szinnel jelolt metszetek a
vizsgdlt intenzitdsok kozotti korrelacidt szemléltetik. B: Voros: ErbB2, zold:
trastuzumab. C: voros: CD44, zold: trastuzumab. D: az 1 kapu illetve a 2 kapu
azokat a pixelrégidkat hatdroljdk koriil, ahol a trastuzumab/ErbB2 ardny magas
(kapu 1) illetve alacsony (kapu 2). F: 15 hétig trastuzumabbal kezelt egerek
xenograftjabol készitett metszeteken jelolt ErbB2 (AlexaFluor488-ErbB2-76.5) és
trastuzumab (Cy3-anti human IgG) kozotti pozitiv korrelacié. G-I: A CD44 és
ErbB2 expressziok korreldcidja G: fizioldgids sdoldattal 15 hétig kezelt
egerekben, H: trastuzumabbal 15 hétig kezelt egerekben I: és 9 hétig
trastuzumabbal kezelt, majd 6 hétig fiziol6gids s6oldattal kezelt egerekben .
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megfigyelt jelentds intenzitdsat. A kérdés értelmezése kapcsan vizsgaltuk a CD44 expresszios
szintjét is oly mddon, hogy a 6/D 4bran jelolt kapuknak megfeleléen elemeztiik az adott
pixelekben a CD44 expressziés szintjét. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
trastuzumab/ErbB2 ardny negativ korreldciét mutatott a CD44 expresszids szintjével (6/D, E
abra), azaz azokon a teriileteken, ahol magasabb volt a CD44 expresszid, alacsonyabb ErbB2
expresszidt taldltunk. Ugyanakkor a kontroll egerekben a CD44 és a trastuzumab/ErbB2
kozott pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd (6/G dbra). A trastuzumab kotédésében
megfigyelt heterogenitds hatterében a trastuzumab lokdlis kotddésben illetve
internalizdciéjdban vald eltérés allhat. A xenograftok elemzésével mindkét lehetdséget
megvizsgaltuk. A trastuzumab lehetséges eltéré kotddését olyan xenograftokbdl késziilt
metszeteken vizsgéltuk, ahol a trastuzumab kezelés 15 héten &t tartott. A folytonos
trastuzumab kezelést kovetden szoros Osszefiiggést taldltunk az ErbB2 expresszidja és a
kotédott trastuzumab szintje kozott (6/F dbra), ezen eredmény alapjan trastuzumab szintjében
tapasztalt heterogenitds hatterében nem 4llhat a kotdédésbeli kiillonbség.

A tapasztalt eltérd trastuzumab intenzitds hatterében &ll6 madsik alternativa a kiilonbdz6
trastuzumab internalizdcié volt. A trastuzumab internalizacié fluoreszcencia intenzitdson
alapul6é kvantifikdlasara nem volt lehetdségiink az alacsony jel-zaj ardny miatt, ezért
alternativ lehetdségként a CD44 és ErbB2 expresszid kozotti esetleges 0Osszefiiggést
vizsgéltuk. Vizsgdlataink sordn hdrom eltérden kezelt egér xenograftot elemeztiik a CD44 és
az ErbB2 expressziot: trastuzumab kezelés elott, trastuzumab kezelés alatt és 6 héttel a
trastuzumab kezelés befejezését kovetden. A kontroll egerekben (6 dbra/G) és a trastuzumab
kezelés leallitasat kovetden (6 dbra/l) pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd a CD44 és ErbB2
expresszidja kozott. Erdekes médon a trastuzumab kezelés alatti xenograftokbdl késziilt
metszeteken az el6zbdekkel ellentétes médon negativ korrelacidt tapasztaltunk (6 abra/H),

vagyis azokon a teriileteken, ahol a CD44 expresszidja magas volt alacsony ErbB2
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expresszi6t detektaltunk és forditva. Osszegezve mérési eredményeinket feltételezziik, hogy a
JIMT-1 xenograftok CD44 expresszidra nézve heterogének, megkiilonboztethetiink CD44-et
magasas (CD44,400) €s alacsonyan (CD44gjacsony) €xpresszdlo teriileteket. A CD44 a0
sejtekben a trastuzumab kotott ErbB2 nagyobb mértékben internalizdlddik a trastuzumab
kezelés sordn, ez okozhatja CD44 és ErbB2 kozotti negativ korreldcidt ezekben a mintdkban
(6/H 4abra). A trastuzumab kezelést kovetden a sejtek képesek udjra szintetizélni / recirkuldlni
az ErbB2-t, ugyanakkor ezekhez a receptorokhoz mar nem kotédik trastuzumab, ezért a
trastuzumab/ErbB2 ardny alacsonyabb, mint a CD44,,c0ny sejteken. Ezen a mérési
eredmények igazoljak, hogy az ErbB2 nagyobb mértékben internalizdlodik illetve down-

reguldlodik azokban a sejtekben, ahol a CD44 expresszidja magas.

5. 3. A CD44 expressziojanak RNS interferenciaval valé blokkolasa gatolja a
trastuzumab internalizacidjat.

In vivo kisérleti eredményeink a CD44 expresszidé szerepét igazoltdk az ErbB2
trastuzumab medidlta internalizdcidgjdban. A CD44 expressziénak a trastuzumab
internalizdcioban betoltott szerepét egy masik megkdzelitésben in vitro, CD44 elleni kis
interferal6 RNS alkalmazasaval is vizsgéltuk. Elokisérleteinkben két siRNS (CD44-siRNS-4
és CD44-siRNS-5) bizonyult hatékonynak a CD44 expresszi6 gitldsdban, alkalmazasuk sordn
megkozelitdleg 70%-kal csokkent a CD44 expresszidja (7. dbra/A bal oldali dbrarészlet). Az
siRNS-ek specifitasat egy irrelevans fehérjére, az MHC-I molekulara kifejtett hatdsuk alapjan
ellendriztitk. Mivel a CD44 ellenes siRNS-ek nem okoztak szignifikidns véltozast az MHC-I
expresszidoban, a CD44 kifejez0désre kifejtett hatds specifikus volt (7. dbra/A jobb oldali
dbrarészlet). Aramlasi citometridval mértiik a trastuzumab internaliziciéjat a CD44 siRNS-sel

transzfektalt JIMT-1 sejteken. Kisérleti eredményeink azt mutattdk, hogy CD44siRNS
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kezelés hatdsdra a kontrol sejtekhez viszonyitva megkozelitdleg 50%-kal csokkent a

trastuzumab internalizacié (7. abra/B).

1.4 60

H
|

50 1
40
30

A
10 g .
0.8 |
0.6 :
0.4 7
0.2 H |
0.0 , , 0 <

20
10
CD44 MHC-I 0 10 20 30

Relativ expresszios szint
Trastuzumab internalizacidja (%)

inkub4cids idd (min)

7. abra A CD44 siRNS gatolja a trastuzumab internalizacidjat.

A: A hisztogram a CD44 illetve az MHC-I expresszids szintjét mutatja dramldsi citometrids
mérési adatok alapjan szdmolva 48 draval a transzfekciét kovetéen GFP siRNS-sel (fekete),
CD44siRNS-4-gyel (fehér) és CD44siRNS-5-tel (sziirke) transzfektalt JIMT-1 sejtekben. B:
A trastuzumab internalizdcidja mock transzfektalt (@), GFP siRNS-sel (o), CD44siRNS-4-
gyel (V) és CD44siRNS-5-tel (0) transzfektalt JIMT-1 sejteken. (100%= 0 percben a
sejtmembranhoz kotédott trastuzumab). A 30 perces kezelés sordn mindkét siRNS-sel
transzfektalt sejtben szignifikdnsan kiilonbozott a trastuzumab internalizacidja a GFPsiRNS-
sel transzfektalttol (p<0,05).

CD44 ellenes siRNS—sel illetve a JIMT-1 xenograftokon végzett kisérleteink megerdsitették a
CD44-nek az ErbB2 trastuzumab medidlta internalizdcidban jétszott szerepét. A jelenséget
tobbféleképpen értelmezhetjiikk. Ismert, hogy a CD44 kapcsolatban &ll az aktinnal
(Bourguignon, Gilad és mtsai, 2006), és az endocitotikus illetve poszt-endocitotikus
folyamatok szintén szoros Osszefiiggést mutatnak a citoszkeletélis rendszerrel (Rodriguez-
Boulan, Kreitzer és mtsai, 2005). Lehetséges, hogy a CD44 expresszid siRNS-sel valé gatlasa
hatdssal volt az endocitétikus rendszerre és ennek révén fejtette ki a trastuzumab-

internelizaciot gatlé hatasat. Ugyanakkor az az alternativa sem elvethetd, hogy a fokozott

CD44 expresszi6 trastuzumab internalizdcidra illetve ErbB2-re kifejtett stimuldlé hatdsa
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jelentdsen csokkent a CD44 expresszidjdnak gatlasidval. Annak a megfigyelésnek, hogy a
CD44 szerepet jatszhat az ErbB2 internalizdciéjdban és down-reguldcidjdban, terdpids
vonatkozdsa is lehet, hiszen az ErbB2-t célz6 radioaktiv immunotoxinok vagy
kemoterapeutikumok hatdsdnak értelmezésénél a CD44 ErbB2 internalizdciét mddositd

hatdsat is figyelembe kell venni.

5.4. A 4-metilumbelliferon (4-MU) fokozza a trastuzumab tumorniévekedést gatlo
hatasat JIMT-1 xenograftokban

Kisérleti eredményeink a CD44 szerepét igazoltdk a trastuzumab internalizacidjdban in
vivo és in vitro. Irodalmi adatok a trastuzumab rezisztencia tobbféle értelmezését adjik,
ugyanakkor egyik lefrds sem teljesen bizonyitott. Mivel a tumor xenograftok
immunhisztokémiai vizsgdlata arra utalt, hogy a CD44 befolydsolja a trastuzumab
internalizciéjat, vizsgalni kivantuk, hogy a CD44-hialuronsav tdtvonalnak lehet-e hatdsa a
trastuzumab terdpids hatékonysdgara in vivo. A JIMT-1 sejtekkel beoltott SCID egereket 4-
MU-nal (a hialuronsav szintetiz gatlészere) (Yoshihara, Kon és mitsai, 2005),
trastuzumabbal, illetve ezek kombinacidjaval valé kezelését kozvetleniil a tumorsejtek
injektalasat kovetden elkezdtitkk. Munkacsoportunk kordbbi eredményei igazoltik, hogy a
JIMT-1 sejtek (melyek in vitro trastuzumab rezisztensek) a SCID egerekbe val6 beoltast
kovetden inditott trastuzumab kezelésre reagéltak az elsé 28 napos iddszakban (Barok, Isola
és mtsai, 2007). Kisérletiinkkel vizsgdlni kivantuk a CD44 és hialuronsav szerepét a
trastuzumab rezisztencidban ¢és esetlegesen értelmezni a szenzitiv-rezisztens periddus
véaltozésait. A kezelések sordn kozel 60 napig nyomon kovettiik a xenograftok méretbeli
valtozasait, eredményeinket foglalja 6ssze a 8. dbra. Mérési értékek azt mutatjdk, hogy a 4-
MU kezelés trastuzumabbal kombindlva (0) 1ényegesebben hatékonyabban gitolta a tumor

ndvekedését, mint a trastuzumab monoterdpia (8/A dbra). Ugyanakkor érdekes médon a 4-
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MU kezelésnek onmagaban nem volt tumorndvekedést gatld hatdasa (V) (8/A dbra) annak
ellenére, hogy alkalmazdsa kozel 40%-kal csokkentette a hialuronsav mennyiségét JIMT-1

tumorszovetben (8/B dbra).
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8. abra. A 4-metilumbelliferon (4-MU) fokozza a trastuzumab tumornovekedést gatlo
hatasat és gatolja az ErbB2 expressziot JIMT-1 xenograftokban.

A: A JIMT-1 sejtekkel beoltott SCID egereket fizidlogids s6oldattal (), trastuzumabbal (o),
4-MU-val (V) és trastuzumab+4-MU-val (0) kezeltiink, majd nyomon kovettitkk a tumor
méretének véltozasit. A 4-MU kezeléseket 8 oranként, a trastuzumab illetve fiziologids
sooldattal valé kezeléseket hetente végeztiik, az utébbiak idépontjit az dbrdn nyilak jelolik.
B: A xenograftokbdl késziilt metszeteket fluoreszcensen jeldltiik: a hialuronsavat biotion-
HABC-el és fluoreszcein-avidinnal, a CD44-t és az ErbB2-t megfelel antitestekkel. A JIMT-
1 sejtek membranjat a megfeleld algoritmussal azonositottuk. A hialuronsav, a CD44 és az
ErbB2 expresszids szintjét értékeltik a kiilonb6zé6 moédon kezelt egerekben és a
hisztogrammon a kovetkezd jeloléseket alkalmaztuk: trastuzumab (fehér), 4-MU (sdvozott),
trastuzumab+4-MU (sziirke). A mért eredményeket a fiziologids séoldattal kezelt SCID
egerek (fekete) esetén mért eredményekre normalizédlva dbridzoltuk.

Irodalmi adatok a sejt-hialuronsav interakciot alapvetd fontossaginak irtdk le a rakos sejtek
tilélésében és metasztazisdban (Toole, Wight és mitsai, 2002). Erdekes médon JIMT-1
sejteknél nem volt kimutathaté ez a hatds, mivel a 4-MU alkalmazdsa dnmagdban ugyan

csokkentette a hialuronsav szintjét a sejtek koriil, de a tumor ndvekedését nem gatolta meg.
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Ugyanakkor a jelenség hatterében az is dllhat, hogy a 4-MU adltal kifejtett hatds nem volt
elegendd a tumor-gatlds kialakuldsahoz, de elegendd lehet a receptor epitépjanak szabadda
tételéhez. A hialuronsav-mennyiség csokkentése mellet a CD44 expresszidjat viszont fokozta
a 4-MU kezelés, amit a CD44 hialuronsav altal medidlt dow-reguléciéjanak csokkenésével
értelmezhetiink (Knudson, Chow és mtsai, 2002). A trastuzumab kezelt sejteken
megfigyelhetd emelkedett CD44 szint a molekula csokkent sheddingjének lehet az
eredménye, amit a trastuzumab kezelés valthat ki (1. késébb). A 4-MU kezelés nem csupén a
CD44-re és a hialuronsavra volt hatdssal, hanem leszabdlyozta az ErbB2-t, hasonléan a
trastuzumabhoz. Ez az eredmény aldtdmasztja kordbbi megfigyeléseinket, amelyek a JIMT-1
sejteken megfigyelheté emelkedett CD44 expresszids szint és a fokozott ErbB2 internalizacio
kozotti dsszefiiggést irtak le (6. dbra). Osszegzésként elmondhaté, hogy a 4-MU nem csupén
fokozta a trastuzumab tumor-ndvekedést gatlé hatdsat, hanem fokozta az ErbB2 trastuzumab
medidlta internalizacigjat is (8/B abra). Kisérleti eredményeink és korabbi irodalmi adatok
alapjan feltételeztiik, hogy a 4-MU az ErbB2 trastuzumab-kotd epitopjanak szabadda tétele
(unmasking) fejti ki hatdsat. Feltételezésiink alatdmasztidsahoz sziikséges volt a hialuronsav
plazmamembranhoz valé kolokaliziciéjanak kimutatdsa. A xenograftokbdl készitett
metszeteken fluoreszcensen jeloltik a hialuronsav illetve a CD44 molekuldkat.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a hialuronsav a sejtmembridnhoz kozel helyezkedik el,

ugyanakkor természetesen mds szoveti részeken is megtaldlhat6 volt (9/A-C 4bra).
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9. abra. A hialuronsav szintetaz gatlasa fokozta a trastuzumab kotédését az ErbB2-hoz.
A-C: Fiziologids soéoldattal kezelt egerekbdl készitett metszeteken a hialuronsavat biotin-
HABC-vel (A), a CD44-et monoklondlis antitesttel (B) jeloltik. A szines dbra (C) a
hialuronsav (zo6ld) és a CD44 (voros) kolokalizdcidjat szemlélteti. Trastuzumabbal (D) és
trastuzumab+4-MU-val (E) kezelt egerekbdl készitett metszetek trastuzumabot felismerd
anti-human IgG-vel (z6ld) és ErbB2 ellenes antitesttel (voros) jelolve. A kontur-plot (F) a
trastuzumab fokozott kotodését mutatja az ErbB2-hoz a trastuzumab+4-MU kezelt egerekben
(voros) a csak trastuzumabbal kezelt egerekhez viszonyitva (fekete). A tengelyek a
trastuzumab illetve az ErbB2 elleni antitest intenzitdsdt mutatjdk a vizsgalt pixelekben. In
vitro tenyésztett JIMT-1 sejtek 2 napos 4-MU kezelése (G). A kontrol (fekete) és a 4-MU
kezelt (voros) sejteket egyarant AlexaFluor488-trastuzumab és AlexaFluor647-2C4 antitesttel
jeloltik. A 2C4 antitesttel az ErbB2 mennyiséget detektéltuk.
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A kovetkezd 1épésben a trastuzumab/ErbB2 ardnyt hatdroztuk meg kontrol és trastuzumab+4-
MU kezelt egerekben. Eredményeink azt mutattdk, hogy a trastuzumab+4-MU-val kezelt
egerekben a trastuzumab kotddése az ErbB2-hoz 1ényegesen magasabb volt, mint a kontroll
egerekben (9/D-E dbra). A képek kvantitativ elemzése megerdsitette az eldbbi eredményt: a
trastuzumab nagyobb mértékben kotodott a 4-MU-val kezelt egerekben (9/F édbra). A
kovetkezd kisérletben a 4-MU trastuzumab kotddésére kifejtett hatdsat in vitro, JIMT-1
sejttenyészetben is vizsgaltuk, melynek sordn a sejteket 48 oran at 4-MU-val kezeltiik és a
kezelést kovetden AlexaFluor488-trastuzumabbal és AlexaFluor647-2C4 antitesttel jeloltiik.
A 4-MU kezelés ebben az esetben is fokozta a trastuzumab kotodését az ErbB2-hoz, habar a
kontrolltdl valé eltérés kisebb mértékli volt, mint az in vivo Kisérletben (9/G &bra). A
tapasztalt eredményhez az is hozzdjarulhatott, hogy az in vitro kisérletben a trastuzumab nem
volt képes kifejteni ErbB2-t down-regulalé hatasat, mivel a trastuzumab kezelés csak 30
perces volt szemben az in vivo kisérlet tobb hetes kezelési idOtartamaval. A kisérlet tervezése
sordn a trastuzumab kotd epitdp maszkolds-érzékenységet is figyelembe vettiik, tehét azt a
jelenséget, hogy egy masik, nagyméretii molekula (pl MUC-4) képes maszkolni trastuzumab
kotéhelyét (Nagy, Friedlander és mtsai, 2005). Mivel az ErbB2-76.5 és a 2C4 antitesteket
koto epitopok kevésbé érzékenyek a maszkoldsra, ezért feltételeztiik, hogy az adott antitestek
intenzitdsa az ErbB2 mennyiségét reprezentilja, igy kontrollnak tekinthetd. A 4-MU hatdsa
nem feltétleniil csak a hialuronsav szintre kifejtet hatdsa révén értelmezhetd. Irodalmi adatok
szerint a 4-MU sokkal nagyobb mértékben gitolta a keratinocitdk proliferacidjat, mint
amilyen mértékben gitolta a hialuronsav szintjét (Rilla, Pasonen-Seppanen és mtsai, 2004).
Elképzelhetd, hogy a 4-MU antiproliferativ és hialuronsav szintézist gatlé hatdsa egymastol

fiiggetlen. JIMT-1 sejteken illetve xenograftokon végzett, egymdst aldtdmaszto in vitro és in
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vivo kisérleti eredmények megerdsitik a hialuronsav altalunk feltételezett maszkold hatdsat az

ErbB2 trastuzumabot kot6 epitdpja kapcsan.

e z02

Mivel kimutattuk, hogy a trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejtvonalon a CD44 fokozott
mértékben expresszalodik, és fokozza az ErbB2 trastuzumab-medidlta internalizacidjat,
felmeriilt a kérdés, hogy a CD44 expresszidjanak gatlasa hatdssal van-e a trastuzumab
hatdsara in vitro. Irodalmi adatok mar el6zéleg bemutattdk, hogy a JIMT-1 sejtek

rezisztensek a trastuzumab kezelésre in vitro (Tanner, Kapanen és mtsai, 2004).
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10. abra A CD44 expressziojanak siRNS-sel valé csokkentése gatolta a JIMT-1 sejtek
proliferaciojat.

Azonos szdmu mock-transzfektdlt (fehér oszlop), GFP siRNS-sel transzfektalt (fekete oszlop)
és CD44 siRNS-sel transzfektalt (sziirke oszlop) sejtet tenyésztettiink 20pg/ml trastuzumab
(+trast) jelenlétében vagy hidnydban (-trast) 72 oran at. A sejtszamot a mock-transzfektalt
trastuzumabbal nem kezelt sejtek szamara normalva abrazoltuk.

Kisérleti eredményeink azt mutattdk, hogy a JIMT-1 sejtek proliferdcidja gitolhatd volt a
CD44 expresszidjanak siRNS medidlta gitlasaval (10. dbra), ugyanakkor a trastuzumab és a

CD44siRNS hatdasa kozott nem volt kolcsonhatas, mivel a trastuzumab nem fokozta a

CD44siRNS hatasat. Ezt a CD44siRNS és a trastuzumab kozotti antagonizmus is okozhatja,
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hiszen a CD44siRNS gitolja a trastuzumab internalizicidjat. Szintén nem téveszthetd szem
eldl az a tény, hogy in vivo és in vitro a sejtfelszini CD44-hez k6t6d6 hialuronsav matrix
jelentds eltérést mutat komplexitdsdban, igy az in vivo és in vitro eredmények nem
Osszevethetdek. Az SKBR-3 sejtek alapvetden szenzitivek a trastuzumab kezelésre és
alacsony CD44 expresszios szintjik révén a CD44 expressziéjdnak siRNS-sel valé

csokkentése nem volt Iényeges hatdssal ezen sejtek proliferacidjara (10. dbra).

5.6. A hialuronsav oligoszacharid, az EGF és a heregulin fokozzak a CD44 sheddingjét
és internalizaciojat

Kisérleti eredményeink a CD44 fokozott expresszidjat és a trastuzumab indukélta
ErbB2 internalizdcidban betoltott stimulald szerepét igazoltdk. A megfigyelt hatdsokon tdl a
CD44 hatdsmechanizmusérdl is tobb informéciét kivantunk kapni. Ezt a célt szolgdltdk a
CD44 shedding szerepét elemzd kisérleteink, melyek azokra az irodalmi adatokra
tdmaszkodtak, hogy a CD44 funkciondlis szabdlyozdsdnak egyik kulcsfontossagii eleme
extra- illetve intracellularis doménjeinek proteolitikus hasitasa (sheddingje) (Nagano €s Saya,
2004). A hasitdst kovetéen az intracelluldris domén a sejtmagba transzlokalodik, a
transzlokacié indukalta folyamatok alapvetd fontossdgiak a sejtek migracidéjaban (Nagano és
Saya, 2004). Mivel a CD44-rdl és az ErbB fehérjékrdl egyardnt leirtdk, hogy szerepiik
alapvetd a metasztatikus folyamatokban, meg kivantuk vizsgalni, hogy a két molekula altal
medidlt jelatviteli folyamatok kolcsonhatnak-e CD44 esetén a molekula miikodése
szempontjabol meghatiroz6 endocitotikus €s hasitdsi folyamatokban. Hialuronsav
fragmentekrdl (Sugahara, Hirata és mtsai, 2006) és az EGF-r6l (Murai, Miyauchi és mtsai,
2006) kimutattak, hogy fokozzdk a CD44 hasitasat. A hialuronsav a CD44-re kifejtett hatdsa
mellett a receptor medidlt endocitdzisra és endoszomadlis degradiciora is hatdssal van
(Tammi, Rilla és mtsai, 2001). Kisérleteink sordn meg kivantuk vizsgalni, hogy a hialuronsav

fragment, az EGF (az ErbB1 ligandja) és a heregulin (az ErbB3 ligandja) a hatassal van-e a
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CD44-re az Aaltalunk modellként haszndlt trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteken. A
lehasitott extracelluldris domén koncentraciéjat ELISA moddszerrel hatiroztuk meg, az
internalizaciét konfokalis mikroszkopidval kovettikk nyomon. Ennek sordn az extracellularis
CD44 domént Hermes-3, az intracellularis domént az erre a doménre specifikus anti-CD44-
cyto antitesttel jeloltiik. Eredményeink azt mutattdk, hogy mindhdrom A&ltalunk vizsgalt
vegyiilet (hialuronsav, EGF, heregulin) stimuldlta a CD44 sheddingjét (11. abra, p<0,05),
amit a CD44 endocitézisa €s intramembran proteolizise kovetett. A megfigyelt, CD44-re
pozitiv vezikulumok szdma alapjan elmondhat6, hogy a hialuronsav fragment, az EGF és a

heregulin egyarant fokozta a CD44 endocit6zisat (12. dbra).

0.8 l
£ 061
E 1 T
2 1
@
£ 0.4 1
[0}
[$]
c
o
x
<
S
- H H
0.0 T T T T T T T T T T T T
S VX XXX KX ®
SFFTEEETE T CF
A RO RN IR SR R IR
S F S E PO
A & R FEIIES I
\‘L Q‘v & ((/0 Q\)\\ 0?'\\(\
& o©
S

11. abra A hialuronsav, az EGF és a heregulin fokoztak a CD44 sheddingjét.

JIMT-1 sejteket monoklondlis antitesttel elokezeltiink 30 percen at jégen, majd 100 pg/ml
hialuronsav oligoszachariddal, 10 nM EGF-fel illetve 10 nM heregulinnal kezeltiink 60
percig 37 °C-on. A sejtek feliiliszojat OsszegyUjtottik, majd a CD44 ektodomén
koncentraci6jat ELISA-val hatdroztuk meg. Az dbra harom fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja
be (£SD).

A konfokalis mikroszkdppal készitett felvételeket kvantitdltuk oly mddon, hogy kiilon

értékeltiik az intracelluldris fluoreszcencia intenzitdst, valamint a sejtmembrén fluoreszcencia
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intenzitdsat. A képek elemzésekor kapott anti-CD44-cyto és Hermes-3 ardny megerdsitette
azt a korabbi megallapitdsunkat, hogy a hialuronsav oligomer, az EGF és a heregulin fokozta
a CD44 endocitdzisat (13. dbra, p<0,05). Az anti-CD44-cyto és Hermes-3 antitestekkel kapott
intenzitdsok dtfedése arra enged kovetkeztetni, hogy az endocitdzis sordn az esetlegesen a sejt

belsejébe keriilt teljes antitest, valamint a hasitott CD44 egyardnt akkumuldlédhat

intracellularisan.

12. abra Konfokalis mikroszkopias felvételek az EGF-szerii novekedési faktorok, az
ErbB1 és ErbB2 elleni antitestek CD44 sheddingre kifejtett hatasarol.

JIMT-1 sejteket novekedési faktorokkal, hialuronsavval valamint monoklonélis antitestekkel
kezeltink feddlemez-alji kamrdban egy é&jszakdn 4t. A kezelést kovetden fixaltuk,
permeabilizdltuk és festettiik a sejteket AlexaFluor647-Hermes3 CD44 elleni antitesttel
(voros), mely az extracellularis doménhez kotddik. A CD44 intracelluldris doménjét
elsédlegesen anti-CD44-cyto antitesttel, majd AlexaFluor488-anti-rabbit IgG (zold) jeloltiik.
A,B: hialuronsav oligoszacharid, D: kezeletlen, kontrol sejtek, E: trastuzumab+hialuronsav
oligoszacharid, F: EGF, G: cetuximab+EGF, H: pertuzumab+EGF, I: heregulin,
J: trastuzumab-+heregulin, K: pertuzumab+heregulin, C: képanalizis: A kék csik a membrant,
a koriilotte levo voros sav a membranként értelmezett pixeleket, a belsd zold teriilet pedig az
intracelluldris teret jeloli.
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13. abra A 12. abra konfokalis felvételeinek kvantitativ analizise a CD44
internalizaciéjarol.

A fehér oszlopok a hasitott CD44 ardnyat mutatjdk a CD44ICD/CD44ECD hanyados alapjan,
melyet az anti-CD44cyto antitest (CD44ICD) és a Hermes-3 (a CD44 extracelluldris doménje
elleni antitest, CD44ECD) hattérkorrigdlt fluoreszcencia intenzitdsainak hdnyadosa alapjan
hatdroztunk meg. A fekete oszlopok az intracelluléris €s membran jelek hanyadosai, melyek a
CD44 internalizéciot jellemzik.

Nem csupan novekedési hormonok és hialuronsav, hanem ErbB fehérjék elleni antitestek
hatdsat is vizsgaltuk. Ezen kisérleteink sordn cetuximab (EGF elleni antitest), pertuzumab
(ErbB2 elleni antitest) hatdsat kovettik nyomon. Mindkét antitest az adott fehérje éltal
medidlt szignaltranszdukciés ttvonalat blokkolja kiilonb6zé mechanizmusokkal. Vizsgélni
kivantuk, hogy ezek az ErbBl-t illetve ErbB2-t blokkol6 antitestek hatdssal vannak-e az
altalunk kordbban tapasztalt EGF és heregulin éltal fokozott CD44 hasitidsra. Az el6zd
kisérlethez hasonlé médon végzett és ELISA-val detektalt eredményeink azt mutattik, hogy
az ErbB2 elleni antitest (pertuzumab) szignifikansan gatolta a CD44 EGF és heregulin altal

fokozott sheddingjét €s internalizicidjat. A cetuximab (ErbB1 elleni antitest) gitolta az EGF
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hatdsat, ami azzal értelmezhetd, hogy a cetuximab blokkolja az EGF kot6dését a receptorahoz
(ErbB1). Ezek az eredmények megerdsitették az el6zd kisérletben a ligandokkal val6
stimulalast kovetden tapasztalt hatdst. A hialuronsav oligoszacharid altal kivaltott CD44
hasitds indukciéjat viszont nem mérsékelte a cetuximabbal valé kezelés. Azt a megfigyelést,
hogy a pertuzumab mind a heregulin, mind az EGF dltal kivéltott hatdst gatolta,
Osszefiiggésbe lehet hozni azzal az ismert jelenséggel, hogy az ErbB fehérjék egymassal valo
heterodimerizacié révén fejtik ki hatdsukat (Agus, Akita és mtsai, 2002): Az az eredmény,
hogy a pertuzumab nagyobb mértékben gatolta a heregulin indukciés hatdsat, mint az EGF-ét,
jOl korreldl azzal az irodalmi adattal, hogy az ErbB2 elsddleges heterodimerizécids partnere
az ErbB3, ami viszonylag magas szinten expresszdlédik JIMT-1 sejteken, és mivel
tirozinkindz aktivitdssal nem rendelkezik, hatdsdnak kifejlédéséhez obligit mddon
asszocidlnia kell az ErbB2-vel (Tanner, Kapanen és mtsai, 2004). Az EGF hatés kisebb
mértékli gitldsdnak az oka az lehet, hogy az ErbB1 homodimerként is aktiv (Yarden és
Sliwkowski, 2001) és a homodimerizaciét nem gatolja a pertuzumab (Laux, Jain és mtsai,
2006). Osszegezve a pertuzumabnak illetve a cetuximabnak nem volt énmagédban hatdsa a
CD44 hasitasara, csupan a kordbban mért EGF, heregulin és hialuronsav indukciéra voltak

hatassal eltér6 modon.

5.7. Trastuzumab hatasa a CD44 sheddingjére in vitro és in vivo

A trastuzumab hatdsmechanizmusa igen komplex és a trastuzumabbal szembeni
rezisztencia mechanizmusa sem teljesen értelmezett. Ugyanakkor szdmos kisérleti eredmény
tdmasztja ald, hogy a trastuzumab rezisztencidban az ErbB fehérjék medidlta
szignéltranszdukcids udtvonalak alapvetd fontossdgiak (Kumar, 2007) és az FErbB2
trastuzumab daltal gatolt sheddingjérdl is rendelkezésiinkre allnak irodalmi adatok (Molina,
Codony-Servat és mtsai, 2001). Kisérleteink igazoltak az ErbB2 és CD44 kapcsolatat JIMT-1

sejteken, illetve sajat és irodalmi adatok az ErbB fehérjék szerepét a CD44 hasitdsaban
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(Murai, Miyauchi és mtsai, 2006), ezért meg kivantuk vizsgalni, hogy a trastuzumab hatédssal
van-e a CD44 sheddingjére. Mérési eredményeink azt mutattdk, hogy a trastuzumab egyardnt
gatolta a CD44 heregulin €s hialuronsav oligoszacharid altal indukalta sheddingjét, a CD44
endocitdzisat illetve a sejtmembrdnon beliili hasitdsat (11-13 dbra). Mivel a trastuzumab
ErbB2 elleni antitest, ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy ErbB2 része
lehet a CD44 medialta jelatviteli komplexnek és befolydssal lehet a CD44 hasitisara is. A
trastuzumab hialuronsav oligoszacharid altal kivaltott indukciéra gyakorolt géitlasa szintén
értelmezhetd az ErbB2-re kifejtett gatldsdval, amennyiben elfogadjuk az ErbB2 irodalomban
lefrt aktivald hatdsat. Hasonlé kapcsolatot irtak le a multidrog rezisztencia, a CD44 és az
ErbB2 expresszidja kozott, ahol az ErbB2-nek szerepe volt a P-glikoprotein hialuronsav
mediélta indukcidjaban (Misra, Ghatak és mtsai, 2005).

In vitro eredményeinket, melyek a trastuzumab CD44 shedding gatl6 hatdsat mutattak
in vivo is megvizsgaltuk JIMT-xenograftbdl vett mintdkon. Hét hetes ndstény SCID egerekbe
subcutan 5x10° JIMT-1 sejtet oltottunk, majd az oltdssal azonos idépontban kezdtik a
hetenkénti trastuzumab kezelést 5 pg/g dézisokban. Kontrollként a fiziologids sdoldattal,
azonos koriilmények kozott kezelt egereket vizsgdltuk. A trastuzumab korabbi
kisérleteinkben szignifikdnsan gatolta a tumor novekedését (Barok, Isola és mtsai, 2007;
Palyi-Krekk, Barok és mtsai, 2007) ezért Osszehasonlitiskor nem a kezelés iddtartama,
hanem azonos tumorméret esetén vettiink mintit. Vérmintavételkor a kontrol egerek 5
hetesek, a trastuzumab kezelt egerek 9-11 hetesek voltak, a tumor méret mindkét esetben 400

mm® koriil volt (ezt tekintettiik kis méretli tumornak) (14. dbra).
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14. abra. Trastuzumab gaitolta a CD44 sheddingjét Kkisméreti JIMT-1 xenograft
tumorban.

A SCID egerekbdl gyiijtott vérmintdkat a tumorok mérete alapjén két csoportba osztottuk:
kisméretli tumornak tekintettik a trastuzumab kezelt egerekben 390 mm3—es, kontrol
egerekben a 400 mm’—es tumorokat, nagyméretiinek a fenti csoportokban a 848 mm® és 859
mm’—es tumorokat. Négy fiiggetlen kisérlet eredményének dtlagit (+SD) szemlélteti az dbra,
ahol a kontroll egerekben mért értékeket a fehér, a trastuzumabbal kezelt egerekben mért
értékeket a fekete oszlopok mutatjak.

Eredményeink azt mutattidk, hogy a trastuzumab szignifikdnsan (p<0.05) csokkentette a vér
CD44 koncentricidjat. Mivel az A&ltalunk alkalmazott ELISA kit humdn CD44-re volt
specifikus, ezért az egérszovetekbdl lehasitott CD44 4ltal adott hibat kizartuk. Ez az
eredmény parhuzamba hozhaté kordbbi eredményeinkkel, amelyek azt mutattdk, hogy a
trastuzumab csokkentette vérben keringd daganatos sejtek szamat (Barok, Balazs és mitsai,
2007). Feltételezhetd, hogy a CD44 sheddingjének trastuzumab indukalta gétldsa
kapcsolatban 4llhat az antitest metasztazist gitlé hatdsdval. Nagy tumorok esetén vett
vérmintdkndl is megvizsgéltuk a CD44 koncentraciot, ahol 7-9 hetes kontrol egerekbdl és 13-
14 hetes trastuzumabbal kezelt egerekbél vettiink mintét. Erdekes médon azt tapasztaltuk,
hogy nagy tumorméretnél a trastuzumab nem volt jelentds hatdssal a CD44 koncentrécidjara.

A jelenség hatterében dllhat az a kordbbi megfigyelésiink, hogy 10 hetes kezelést kovetden

trastuzumab rezisztencia alakul ki.
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5.8. ErbB-ellenes antitestek hatasa az EGF, a hialuronsav oligoszacharid és a heregulin

altal kivaltott sejtmozgasra
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15. abra A trastuzumab, a pertuzumab és a cetuximab hatasa a hialuronsav, az EGF
valamint a heregulin indukalta sejtmotilitasra JIMT-1 sejtkultiaraban.

Konfluens JIMT-1 sejtkultirdkban pipettaheggyel sejtmentes sdvot huztunk, majd 0 és 24h-
ndl készitett transzmisszids felvételek alapjan nyomon kovettikk a kiilonbozd kezelések
hatdsdt a sejtmotilitdsra. A: kontroll Oh, B:kontroll 24h, kezelések C: hialuronsav
oligoszacharid 24h, D: hialuronsav oligoszacharid+trastuzumab 24h, E:EGF 24h,
F: EGF+cetuximab 24h, G: EGF+pertuzumab 24h, H: heregulin 24h,
I: heregulin+trastuzumab 24h, J: heregulin+pertuzumab 24h. A felvételek azonos nagyitassal
késziiltek. K: a sejtmentes sav szélességének analizise.
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Mivel irodalmi adatok a CD44 sheddinget alapvetd fontossidgunak irjdk le a sejtek
motilitdsdban, meg kivantuk vizsgdlni, hogy az dltalunk tapasztalt hatdsok, amelyek
befolyasoltdk a CD44 sheddingjét, hatdssal vannak-e a sejt-motilitdsra is. A sejtmigracié
értékelésére az ugynevezett karcoldsi probat (in vitro scratch assay) alkalmaztuk, amely
modszer egyszeri modon teszi lehetdvé a sejtmigracié mérését (Liang, Park és mtsai, 2007).
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a hialuronsav oligoszacharid, az EGF valamint a
heregulin fokozta a sejtek migraciéjat a kezeletlen mintdhoz viszonyitva (p<0.05, 15. dbra),
mely eredmény korreldl kordbbi megfigyeléseinkkel. Az antitestekkel végzett kezelések
eredményei jol korreldltak a CD44 shedding mértékével, hiszen a pertuzumab gatolta mind az
EGF, mind a heregulin motilitisfokozd hatdsat, a cetuximab csak az EGF hatésat blokkolta, a
trastuzumab viszont gétolta a hialuronsav €s a heregulin hatdsét is. Az altalunk megfigyelt
sejtmotilitdsra kifejtett hatds azért is figyelemreméltd, mivel a tumoros betegek tulélését
alapvetéen befolyasolja a metasztazisok képzodése, amely a rakos sejtek motilitasi
képességén alapul. Az ErbB ellenes antitestek ezen hatdsdnak potencidlis klinikai

vonatkozdsa tovabbi vizsgalatokat igényel.

5.9. A hialuronsav oligoszacharid hatasa a trastuzumab internalizacidjara

Kisérleti eredményeink az igazoltdk, hogy az ErbB receptoroknak hatdsa van a CD44
hasitdsédra és internalizdcidjara, ezért meg kivantuk vizsgdlni, hogy a mdsik, vagyis a CD44
irdnyabdl tapasztalunk-e hatast az ErbB fehérjék miikodésére, konkrétan a trastuzumab kotott
ErbB internalizacidjara (roviden trastuzumab internalizacio). Ezt oly médon vizsgaltuk, hogy
JIMT-1 sejteket a CD44 elsddleges ligandjdval, hialuronsavval kezeltiikk, majd mértik a
trastuzumab internalizaciét. Eredményeink az mutatjak, hogy a trastuzumab internalizicidja

szignifikdnsan fokozédott (p<0.05) a hialuronsavval kezelt mintdkban a kontroll sejtekhez
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viszonyitva (16. dbra). Ez az eredmény megerdsiti azt a feltevésiinket, amely feltételezi a

CD44 és az ErbB2 molekulédk kapcsolatat JIMT-1 sejteken.
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16. abra A hialuronsav oligoszacharid fokozza a trastuzumab internalizacigjat. JIMT-1
sejteket 100 ug/ml  hialuronsav ~ oligoszachariddal  eldkezeltink 15  percig
szobah6émérsékleten. A kezelt sejtekhez 20 pg/ml AlexaFluor647-trastuzumab jelenlétében
inkubdltuk 15 percig jégen (a megfeleld antitestkotédés érdekében), majd 37 °C-on az dbrén
jelolt idOtartam alatt 4ramldsi citometrids méréssel meghatdroztuk az internalizalt
trastuzumab mennyiséget. Az dbra hat fiiggetlen kisérlet dtlagat mutatja be (£SD).
5.10. Konklizié

Munkdnk sordn a trastuzumab rezisztencia kapcsidn eddig nem elemzett teriiletet a
CD44 szerepét vizsgaltuk a rezisztencia mechanizmusdval kapcsolatban. Eredményeink
egyrészt meger0Ositették a CD44 és ErbB2 kozotti kolokalizaciot leird irodalmi adatokat
(Bourguignon, Zhu és mtsai, 1997), masrészt kiegészitették az eredeti modellt a receptorok
kozotti molekuldris szintti kapcsolatot FRET mérésekkel aldtdmasztva. [géretes, uj
megfigyelésiink, hogy a CD44 fokozott expresszidja elsdsorban a trastuzumab rezisztens
sejtvonalakban volt megfigyelhetd emlétumoros és gyomortumoros (sajat nem publikalt
adatok) sejtvonalakban egyardnt. Ezen eredményiink jol illeszkedik azoknak a

megfigyeléseknek a sordba, amely sejtfelszini receptorok jelentdségét irtdk le malignus

elvaltozdsokban tobbek kozott egyes duktédlis emldkarcindméakndl az ErbB2 (Slamon,
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Godolphin és mtsai, 1989), akut mieloid leukémia (AML) esetén a CD33, non-Hodgkin
limfémanal (NHL) a CD20 (Stern és Herrmann, 2005) fehérjékkel kapcsolatban. Vizsgalati
eredményeink aldtdmasztjidk a CD44 szerepét az FErbB2 trastuzumab indukdlta
internalizdciéjdban és antitest-kotd epitdpjanak ,,maszkoldsdban”, az utdbbi esetben
megfigyelt funkci6 korreldl a MUC-4 molekula esetén megfigyelt hatdssal (Nagy,
Friedlander és mtsai, 2005). Az EGF mitétikus €s sejtmotilitasra kifejtett hatdsa fiigg a CD44
aktivaciojatél (Ellis, Schor és mtsai, 2007). A CD44 els6dleges ligandjanak tekintett
hialuronsav sziikséges a sziv mesenchyma ErbB2 és ErbB3 indukélta fejlédéséhez
(Camenisch, Schroeder és mtsai, 2002). Megfigyeléseink alapjan és az irodalmi adatok
alapjan feltételezziik, hogy az ErbB2, a CD44 és az ErbB1 fehérjék funkciondlis egységet
alkotnak a sejtmembranban, és hatdssal lehetnek egymads hasitdsi, endocitétikus és jelatviteli
folyamataira. A komplexnek meghatiroz6 szerepe lehet a sejtek motilitdsdban is.
Megfigyeléseink segithetik az ErbB2 és ErbB1 célzott terdpidk tervezését, amelyekben a
terdpia kivalasztasandl nem csupan a célmolekuldk, hanem a CD44 expresszidjat is
figyelembe kell venni. A szolubilis CD44 vizsgédlata sordn kapott eredményeink felvetik a
szolubilis CD44 szint, mint metasztizis prediktor 4gens figyelembevételének és

alkalmazasanak lehetOségét.
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6. Osszefoglalas és gyakorlati jelentdség

Munkéank sordn célul tiiztik ki a CD44 molekula szerepének vizsgalatat az ErbB2

célzott tumorterdpia sordn kialakul6 trastuzumab rezisztencidban. Mérési eredményeink

alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a CD44 molekula fokozottan expresszalodik JIMT-1
trastuzumab rezisztens emlétumor sejtek felszinén és asszocidl az ErbB2-vel.

A CD44 fokozott expresszidjat és az ErbB2 trastuzumab indukdlta internalizdcidjat
figyeltik meg JIMT-t xenograftokon SCID egerekkel végzett kisérleteinkben, mely
pozitiv korrelaciot mutatott a sejtek CD44 expresszidjaval

A CD44 expresszio RNS interferencidaval valo gitlasa jelentdsen csokkentette a
trastuzumab internalizaciot in vitro.

A Altalunk alkalmazott 4-metilumbelliferon - mint a hialuronsav-szintetaz gitldszere -
alkalmazdsaval fokozhaté volt a trastuzumab tumorndvekedést gitlé hatdsa SCID
egerekben, melyet valdsziniileg a hialuronsav szintézis gétldsa miatt csokkent ErbB2
maszkolés és a fokozott trastuzumab kotdédés okozott.

A CD44 alapvetd szerepét mutattuk ki JIMT-1 sejtek életképességének
fenntartdsaban, ill. proliferdcidjdban, mely a trastuzumab citosztatikus hatdsat nem
fokozta.

A CD44 shedding vizsgdlata sordn a kisérleti eredményeink az EGF, a heregulin
valamint a hialuronsav oligoszacharid CD44 sheddinget indukal6 hatdsat mutattak ki,
amely ErbB elleni antitestekkel gitolhatd volt.

A tumorok metasztazisképzését meghataroz6 motilitdsi vizsgdlataink megerdsitették a
CD44 shedding mérési eredményeinket az alkalmazott ErbB ellenes antitestekek

motilitast gatlé hatasaval kapcsolatban.
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Kisérleti eredményeink az ErbB2 overexpresszid és a trastuzumab rezisztencia
kérdéskorében az ErbB2 és a CD44 eddig nem ismert kapcsolatat mutattdk ki. Az ErbB2
trastuzumab kotd epitdpjanak maszkirozdsdban a hialuronsav is részt vesz, ezért a
hialuronsav szintézis gatldsa jelentés mértékben fokozza a trastuzmab citosztatikus hatdsat.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az ErbB2-CD44 komplexhez az ErbB1 molekula
is kapcsolddik és klasztert alkotva funkciondlis egységet alkotnak a sejtmebrdnban. A
klasztert alkoté molekuldk hatdssal vannak egymads hasitasara és endocitotikus folyamataira,
és egyiittesen befolydsolhatjdk a sejtek motilitdsat. Kisérleteink alapjdn az oldhat6 CD44
molekula vizsgdlata egy a metasztidzis kockdzatit megjosoldé mérési moddszer alapjat

képezheti.
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Biofizikai és Sejtbioldgia Intézet valamennyi dolgozdjénak segitségét. Koszonom férjem ifj.
Payli Zoltan és tagabb csalddom kitart6 szeretetét, timogatdsat és tiirelmét.

NON SOLUS...
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11. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények
kiilonlenyomatai

75



