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 RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 

ADCC: antitest-közvetítette sejtfüggı citotoxikus reakció (antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity 

EGF: epidermális növekedési faktor 

EGFR: epidermális növekedési faktor receptor 

ErbB: EGF receptor tirozin kináz család (szárnyas eritroblasztos leukémia virális 

onkogén homológ) 

FCET: áramlási citometriás energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer) 

FRET: fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer 

MHC: fı hisztokompatibilitási komplex (Major Histocompatibility Complex) 

TM: transzmembrán domén 

SCID egér: Severe Combined ImmunoDeficiency 

HA: hialuronsav 

bHABC: biotinilált hialuronsav kötı komplex (biotinylated hialuronan binding 

komplex) 

4-MU: 4-metilumbelliferon 
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1. Bevezetés 
 

 

Az emlıtumor a nık leggyakoribb rosszindulatú daganata, melynek elıfordulása az 

elmúlt 50–80 évben közel tízszeresére növekedett. Hazai viszonyokra vetítve az emlırákos 

megbetegedések gyakorisága ma Magyarországon 11%, vagyis minden 9. nıben kialakul 

emlıtumor. A tradicionális tumorterápiás eljárások mellett a molekuláris alapú kezelések 

egyre elterjedtebbek, melyek egyik példája az ErbB2 célpontú, trastuzumabbal (Herceptin®) 

- az ErbB2 elleni, humanizált, monoklonális antitesttel- végzett kezelés. A terápia 

kifejlesztésének alapjául szolgált, hogy a ductális emlıkarcinómák 20-30%-ban az ErbB2 

molekula amplifikációt és fokozott expressziót mutatnak. Az ErbB2 fokozott expressziója 

összefügg a daganat magas szövettani grádusával, a ráksejtek magas mitotikus aktivitásával 

és a daganat negatív ösztrogén receptor státusával. Ha a beteg daganata ErbB2 pozitív, 

betegségének rosszabb a prognózisa, mint az ErbB2 negatív betegeké: valószínőbbek az 

áttétek és rövidebb a relapszus mentes túlélés. A trastuzumab kezelésre monoterápia vagy 

kombinált terápia során a betegek jelentıs része pozitívan reagál, másik része eleve rezisztens 

a kezelésre. Ugyanakkor a terápia során még az eredetileg válaszoló betegeknél is 

rezisztencia alakul ki a kezeléssel szemben. A rezisztencia oka és pontos mechanizmusa nem 

ismert.  

Munkánk során a trastuzumab rezisztencia mechanizmusát egy új aspektusból kívántuk 

megközelíteni, vizsgálva az ErbB2 molekula ErbB fehérjecsaládon kívüli molekuláris 

asszociációinak szerepét a trastuzumab hatásmechanizmusában és a rezisztencia 

kialakulásában. Irodalmi adatok a CD44 és ErbB2 molekulák közötti kapcsolatra utalnak, 

melynek jelentısége és funkciója nem ismert, ugyanakkor a molekuláris mechanizmusok 

értelmezése új terápiás lehetıséget nyithat meg. 



Irodalmi áttekintés 
 

 6 

 
2. Irodalmi áttekintés 

 
2.1. Az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) család 

 
  Az epidermális növekedési faktor receptorcsalád tagjai nagyszámú ligandjuk révén 

különbözı jelátviteli utakat indítanak el, és szerepet játszanak a szívfejlıdésben, a központi 

és a perifériás idegrendszer fejlıdésében, az epitélális szövetek fejlıdésében, a szöveti 

megújulásban, a sebgyógyulásban, az angiogenézisben (Gassmann, Casagranda és mtsai, 

1995; Lee, Simon és mtsai, 1995; Meyer és Birchmeier, 1995; Miettinen, Berger és mtsai, 

1995; Sibilia és Wagner, 1995; Riethmacher, Sonnenberg-Riethmacher és mtsai, 1997). A 

receptorcsalád jelentıségét növeli, hogy meghatározó szerepüket azonosították a tumoros 

sejtek kialakulásában és növekedésében (Yarden és Sliwkowski, 2001). 

 Az epidermális növekedési faktort (EGF) Cohen fedezte fel 1962-ben (Cohen, 1962), 

melynek receptorát elsıként hozták összefüggésbe rákos transzformációval (de Larco és 

Todaro, 1978). A tirozin kináz aktivitással rendelkezı receptor szerepét a tumorbiológiában 

elıször in vitro azonosították (Downward, Yarden és mtsai, 1984), majd in vivo is igazolták 

(Schechter, Stern és mtsai, 1984). Az epidermális növekedési faktor receptorcsalád 

napjainkban ismertebb elnevezése az ErbB onkogén család, amely név ma is ırzi az 

elsıdleges felfedezési helyet: erb: avian erythroblastosis virus. Az elnevezés azon alapszik, 

hogy az avian erythroblastosis vírusból származó v-erbB onkogén nem más, mint az EGFR 

csonkított formája. Ezután találták meg analógját az emberi genomban, mikor 1984-ben 

karcinogénnel kezelt patkányokban kifejlıdött neuro/glioblasztómában felfedeztek egy 

onkogént, aminek elıször a neu nevet adták  A neu nagyon hasonlított a virális v-erbB-hez, 

terméke pedig az epidermális növekedési faktor receptorhoz; az onkogén az ErbB2 nevet 

kapta. Szintén elterjedt a HER: humán epidermális növekedési faktor receptor elnevezés. 
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Az ErbB tirozin kináz receptorcsaládnak jelenleg négy ismert tagja van, melyek az 

epidermális növekedési faktor receptor (EGFR/ErbB1/HER1), az ErbB2 (Her2/Neu), az 

ErbB3 (HER3) és az ErbB4 (HER4). Szerkezetüket tekintve valamennyi receptorban két fı 

egységet különíthetünk el, melyek a megközelítıleg 620 aminosavból álló extracelluláris 

ligand-kötı régió és az enzimaktivitással bíró citoplazmatikus domén. Az extracelluláris 

domén négy alegységre osztható, melyek közül kettı leucinban, kettı pedig ciszteinben 

gazdag. Az alegységek egymással váltakozva alakítják ki a ligandkötött receptor 

dimerizációjáért felelıs szekvenciát (Ogiso, Ishitani és mtsai, 2002). A két fı alegységet egy 

23 aminonosavas, α-helikális traszmembrán domén köti össze, melynek lényeges szerepe van 

a ligandum kötése utáni információátadásban a juxtamembrán doménen keresztül a 

tirozinkináz aktivitású intracelluláris domén felé. 

 

2. 2. Az ErbB receptor család jelátviteli modellje 

 

 Az ErbB receptorcsalád tagjai által mediált jelátviteli útvonalak jellegét és az arra adott 

sejtszintő válaszokat jól szemlélteti az úgynevezett „csokornyakkendı” modell (1. ábra) 

(Citri és Yarden, 2006)  

A bemeneti szintet (1. ábra/1) az ErbB receptorok és nagyszámú ligandjuk alkotja, melyeket 

a receptorokhoz való kapcsolódásuk alapján csoportosíthatunk a következı módon: 

1. EGF-szerő ligandok (EGF, transzformáló növekedési faktor α, amfiregulin), amelyek fıleg 

az ErbB1-hez kötıdnek. 

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

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

ErbB1-hez, ErbB3-hoz és az ErbB4-hez is. 
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Az ErbB2-nek nem ismert fiziológiás ligandja, ugyanakkor a többi ErbB recepor preferált 

dimerizációs partnere. 

 

1. ábra: Az ErbB receptorcsalád jelátviteli komplexitását és a sejtszintő válaszokat 
összefoglaló „csokornyakkendı” modell (módosítva Citri és mtsai 2006 alapján) 
 
 
 

A ligandumok a receptorok extracelluláris doménjéhez kötıdve stimulálják azok homo-, 

illetve heterodimerjeinek képzıdését. A folyamat jelátviteli szintjében (1. ábra/2) a 

dimerizálódott receptorok tirozin oldalláncai foszrolilálódnak, így biztosítva a 

citoplazmatikus enzimek és az adapter fehérjék kötıdését, melyek különbözı jelátviteli 

kaszkádokat stimulálnak. Az EGFR esetén az elsıdleges adaptor fehérje a Grb2/Sos komplex 

(Schulze, Deng és mtsai, 2005), amely a proto-onkogén Ras és azon keresztül a Raf-1 

fehérjéket aktiválja. A Raf-1 sorozatos kináz aktiválás révén (a MAP kináz útvonal) az Erk 

transzkripciós faktorok nukleáris transzlokációját okozza, ami génátíráshoz vezethet. Emellett 

a Grb2 a citoszkeleton átrendezıdével is társítható. Az EGFR aktivációt követheti a c-Src 

1.Bemeneti szint 

. 
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2. Jelátviteli szint  

Sejtmagban  játszódó  
folyamatok  

Transzkripciós 
faktorok  
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...........Sejtválasz  
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tirozinkinázzal történı kölcsönös foszforiláció, ami proliferációs és transzformációs 

jelátviteli útvonalakat aktiválhat. Két másik fontos útvonal a foszfolipid metabolizmusban 

szerepet játszó enzimek közvetlen asszociációt követı aktiválása: a foszfolipáz C-γ (PLC-γ) 

és a foszfatidilinozitol-3-kináz (PI3-K). Az aktivált PLC-γ, melyet kizárólag az EGFR aktivál 

az ErbB családon belül, felelıs az 1,2-diacil-glicerol (DAG) és az inozitol-1,3,5-triszfoszfát 

(IP3) másodlagos hírvivı molekulák képzıdéséért: az IP3 az intracelluláris raktárakból 

szabadítja fel a Ca2+-ot, így befolyásolva számos Ca2+-dependens enzim mőködését, míg a 

DAG a PKC szerin/treonin kináz kofaktora. Az elsısorban az ErbB3 által akvitált PI3-kináz 

szintén másodlagos hírvivın keresztül az Akt kináz útvonal (Marmor, Skaria és mtsai, 2004), 

vagyis túlélési és proliferációs útvonalak aktiválásáért felelıs, így feltehetıleg az ErbB 

fehérjék antiapoptotikus hatásának fı mediátora. Az elıbbi folyamatok jól szemléltetik, hogy 

a jelátviteli szint (1. ábra/2) második szakaszában az aktivált molekulák sejtmagi 

folyamatokat indítanak el, melyek transzkripciós faktorok szintéziséhez vezetnek. Az 

aktiválódott rendszerek komplexitását növelik a különbözı pozitív és negatív visszacsatolási 

folyamatok (Freeman, 2000). Érdekes módon az ErbB2 receptor is része a pozitív 

visszacsatolási folyamatnak oly módon, hogy másodlagos receptorként lehetıvé teszi, hogy 

az ErbB2-t tartalmazó heterodimerek elkerüljék a negatív regulációt (Worthylake, Opresko és 

mtsai, 1999). Másik jelentıs pozitív modulátor a receptoraktivációt követıen termelıdı 

angiogén faktorok, illetve EGF-szerő növekedési faktorok úgynevezett autokrin/parakrin 

útvonala. A Ras-MAPK útvonal stimulálása ErbB receptorokon keresztül visszahat a TGFα, a 

HB-EGF termelıdésére (Schulze, Lehmann és mtsai, 2001). Természetesen a negatív 

visszacsatolásoknak is meghatározó szerepe van a jelátviteli folyamatokban, melyek közül 

legjelentısebb a defoszforiláció és a lizoszómákban zajló internalizációhoz kapcsolt 

degradáció (Wiley, 2003). A plazmamembránból történı internalizáció túlnyomórészt kináz 

független folyamat (Wang, Villeneuve és mtsai, 2005), melyet recirkuláció követhet. Az 
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ubikvitin-ligáz (Cbl) az internalizálódó receptorhoz kapcsolódva fontos szerepet tölt be 

receptor degradációban, így negatív visszacsatolás kontrollálásában van jelentısége 

(Levkowitz, Waterman és mtsai, 1999). 

Azonban nem csupán az intracelluláris jelátviteli molekulák, hanem maguk az ErbB 

molekulák is transzlokálódhatnak sejtmagba. Ennek egyik példája az ErbB4 molekula, melyet 

az ADAM metalloproteáz család transzmembrán típusú tagjai hasítanak és a második hasítást 

követıen keletkezı oldható, 81kDa-os protein transzlokálódik a sejtmagba (Ni, Murphy és 

mtsai, 2001). 

Az ErbB receptorok jelátviteli rendszerét szemléltetı csokornyakkendı modellben a 

kimenti szintet a (1. ábra/3) a sejtszintő válaszok alkotják, melynek révén az ErbB receptorok 

hatással lehetnek a sejtek proliferációs, migrációs, differenciációs, és apoptotikus 

folyamataira. 

2. 3. Az ErbB receptorok dimerizációjának szerepe a jelátvitelben 

A ligand kötıdése az ErbB molekulákhoz egy dimerizációs kaszkádot indít el, mely 

összetett szignálaktivitásokhoz és különbözı biológiai válaszokhoz vezet. A képzıdött 

dimerek az ErbB jelátvitel esszenciális elemei (Citri és Yarden, 2006). A dimerizácón belül 

az összetétel alapján homo- és heterodimereket, a képzıdés jelátviteli folyamatban való 

idızítése alapján pedig primer és szekunder dimereket különítünk el (Gamett, Pearson és 

mtsai, 1997). A dimerizációs viszonyok egyik példája az ErbB1 ligandkötését követı 

folyamatok, melynek során az ErbB1 EGF kötés után a ligandkötésre képtelen ErbB2-vel egy 

nagy tirozin kináz aktivitású primer heterodimert képez. A dimer tagjai egymást 

foszforilálják, intracelluláris szignálutakat indítanak el, majd szétválnak, és az ErbB2 a 

tirozinkináz hiányos ErbB3-mal szekunder dimert képez. A szekunder dimerben az ErbB2 

foszforilálja önmagát és az ErbB3-at, újabb szignálutakat indítva el. Nem teljesen tisztázott, 

hogy akár a primer, akár a szekunder ErbB2-ErbB3 dimerben az ErbB2 hogyan foszforilálja 
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önmagát, hiszen szigorúan véve nem „autofoszforiláció”, hanem kereszt foszforiláció 

játszódik le. A kérdés egyik lehetséges megoldását az ErbB molekulák dimernél nagyobb 

mérető asszociátumai jelenthetik, melyekben jelen levı ErbB2 proteinek keresztbe tudják 

egymást foszforilálni. Ilyen nagymérető asszociátumokara számtalan kísérleti bizonyíték 

létezik (Nagy, Jenei és mtsai, 1999). 

Az ErbB fehérjék dimerizációjának lehetséges szerkezeti mechanizmusa a ligandum 

indukált konformációs változással magyarázható (2. ábra) (Burgess, Cho és mtsai, 2003).  

 

2. ábra: Az ErbB receptorcsalád dimerizációs mechanizmusának szerkezeti 
modellje. A bal felsı ábrán a „zárt” konformációjú EGFR és a „nyitott” konformációjú 

ErbB2 látható (a világoszöld és lila részek a ligandum kötı régiók, L1 és L2, a világos- és 

sötétkék részek a dimerizációs hurok, CR1, és a szürke rész a CR2 domén), valamit 

tirozinkináz doménjük (sárga és sötétzöld részek) szerkezete. A jobb felsı ábrán az EGF 

ligandum bekötıdése után bekövetkezı konformációs változás (zárt → nyitott) látható az 

EGFR molekulán. Az alsó ábrarész pedig az EGFR-ErbB2 heterodimer kialakulását mutatja; 

a lehetséges dimerizációs felszínek jól láthatók. Az ábra Franklin és mtsai, Cancer Cell, 2004 

cikke alapján készült. 
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Ligandum nélkül az EGFR és az ErbB3 úgynevezett „zárt” konformációban van, azaz a 

cisztein gazdag CR1 domén kölcsön hat a CR2 domén egy részével. A ligandum kapcsolt, 

„nyitott” állapotban a CR1 domén kiáll a molekulából, és kristályszerkezet alapján ez felelıs 

az EGFR dimer kialakulásáért, amit eddig csak ligandummal kötött molekulánál tapasztaltak. 

Ezzel szemben az ErbB2 extracelluláris doménje a feltételezések szerint mindig „nyitott” 

állapotban található, még monomer formában is, ami megmagyarázhatja, hogy miért ez a 

molekula a család másik három tagjának a kedvelt dimerizációs partnere.  

 

2. 4. ErBb2 szerepe mellrákban 

Az ErbB receptorcsaládon belül jelentıs szerepet játszik az ErbB2 molekula. Génjének 

amplifikációját számos daganatban kimutatták (Salomon, Brandt és mtsai, 1995), ugyanakkor 

irodalmi adatok azt mutatják, hogy legfontosabb szerepet a mellrákok növekedésének 

szabályozásában játszik, hiszen ductális emlıkarcinómák 20-30%-ban amplifikációt és 

fokozott expressziót mutat (Slamon, Godolphin és mtsai, 1989). Az ErbB2 fokozott 

expressziója összefügg a daganat magas szövettani grádusával, a ráksejtek magas mitotikus 

aktivitásával, a p53 gén mutációjával, a daganat negatív ösztrogén receptor státusával. Ha a 

beteg daganata ErbB2 pozitív, betegségének rosszabb a prognózisa, mint az ErbB2 negatív 

betegeké: valószínőbbek az áttétek és rövidebb a relapszus mentes túlélés (Slamon, Clark és 

mtsai, 1987; Slamon, Godolphin és mtsai, 1989; Menard, Casalini és mtsai, 1999; Paik és 

Liu, 2000). Az ErbB2-nek nincs saját ligandja (Klapper, Glathe és mtsai, 1999) ugyanakkor 

más ErbB molekulák elsıdleges dimerizációs partnereként funkcionál (Tzahar, Waterman és 

mtsai, 1996).  

Mivel az ErbB2 központi szerepet tölt be az ErbB receptorcsalád jelátviteli 

folyamataiban, felmerült, hogy a receptor gátlása révén kedvezı módon befolyásolhatóak 

lehetnek a malignus folyamatok. Az ErbB2 gátlása az alábbi módokon lehetséges: 
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1. Az ErbB2 tirozin kináz aktivitásának gátlása kináz inhibitorokkal (Fry, Bridges és mtsai, 

1998). 

2. Az ErbB2 fehérje termelésének gátlása anti-sense oligonukleotidokkal (Bertram, Killian 

és mtsai, 1994) vagy siRNS-sel (Song, Zhu és mtsai, 2005). 

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

4. Az ErbB2 endoplazmatikus retikulumból a plazmamembránba történı transzportjának 

gátlása egyláncú ErbB2 ellenes antitesttel (Beerli et al, J. Biol Chem, 1994). 

5. ErbB2-ellenes antitestekkel (lásd alább).  

6. Toxinok kapcsolása ErbB2 ellenes antitestekhez (immunotoxin) (Batra, Kasprzyk és 

mtsai, 1992). 

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

8. Az ErbB2 degradáció elısegítése geldanamycinnel (Austin et al, Mol Biol Cell, 2004) 

Az ErbB2 receptor jelentıséget tovább árnyalja, hogy nem csupán az ErbB 

receptorcsalád tagjaival, hanem más molekulákkal is alkothat funkcionális egységet. A β1-

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 molekulák, 

amelyek kapcsolata az ErbB2 receptorral dokumentált, ugyanakkor ezek a molekulák 

egyedileg is szerepet játszanak a tumorok progressziójában (Bourguignon, 2001) (Carraway, 

Ramsauer és mtsai, 2005). 

 

2. 5. Trastuzumab hatásmechanizmusa és a trastuzumab rezisztencia 

Az elsı, szolid tumorok kezelésére kifejlesztett humanizált antitest az ErbB2 elleni 

trastuzumab, mely az egér eredető 4D5 jelő antitest variábilis régiójának antigénkötı 

szekvenciáját tartalmazza. Az USA Food and Drug Administration (FDA) által 1998-ban 



Irodalmi áttekintés 
 

 14 

engedélyezett trastuzumabot (kereskedelmi nevén: Herceptin®) ma a következı kritériumokat 

teljesítı esetekben használják (USA):  

– kombinálva paclitaxellel olyan áttétes, ErbB2 pozitív mellrákos betegek kezelésére, 

akiket elızıleg még nem kezeltek kemoterápiás szerrel. 

– monoterápia formájában, olyan áttétes, ErbB2 pozitív mellrákos betegek kezelésére, 

akiket elızıleg már legalább 2 kemoterápiás szerrel kezeltek. 

– 2006 novemberében, miután széleskörő klinikai vizsgálatsorozat megmutatta, hogy a 

hagyományos kemoterápia kiegészítése trastuzumabbal a betegség kiújulásának 

kockázatát felére, a megfigyelési idıszakon belüli halálozás kockázatát pedig harmadára 

csökkentette, az FDA engedélyezte a trastuzumab-kezelést a korai emlırák adjuváns 

kezelése is (Lin és Rugo, 2007). 

A kedvezı klinikai eredmények ellenére a trastuzumab hatásmechanizmusa nem teljesen 

tisztázott. II-es és III-as klinikai fázisban egyértelmően bebizonyosodott a trastuzumab 

daganatellenes hatása mind monoterápia formájában, mind kemoterápiával kombinálva 

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

hatásmechanizmusok a következık. In vitro kísérletekben bizonyították, hogy a trastuzumab:  

– bivalens antitestként keresztköt két ErbB2 receptort, olyan jelátviteli utakat indítva ezzel 

el, amelyek egyik végeredménye az ErbB2 internalizációja és degradációja: a sejtfelszíni 

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

– gátolja a mitogén aktiválta protein kináz és a foszfatidil-inozitol-3 kináz szignalizációs 

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

– csökkenti ciklin D1 expresszióját, ezáltal csökken a ciklin-dependens kináz inhibítor 

p27kip1 szint: a sejtciklus leáll a G1 fázisban (Lane, Motoyama és mtsai, 2001), 

– apoptózist vált ki (Cuello, Ettenberg és mtsai, 2001), 
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– növeli az ErbB2 HLA-I-hez kapcsolódó antigénprezentációjának mértékét (Kono, Sato és 

mtsai, 2004). 

– csökkenti az ErbB2 proteolízisét, amely konstitutívan aktív ErbB2 fragmentum 

képzıdéséhez vezet (Molina, Codony-Servat és mtsai, 2001) 

– A trastuzumab hatékonyságábam jelentıs szerepet játszik az ADCC (Barok, Isola és 

mtsai, 2007) 

In vivo trastuzumab-kezelés emlırák-xenograftokban csökkentette a kis erek számát és 

átmérıjét, aminek hátterében négy érképzıdést segítı növekedési faktor expressziójának 

csökkenését (VEGF (vascular endothelial growth factor), TGF-α (transforming growth 

factor-α), angiopoietin-1, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)), és az érképzıdést gátló 

TSP-1 (thrombospondin-1) szintjének növekedését találták (Izumi, Xu és mtsai, 2002). 

Szintén in vivo mutatták ki, hogy a trastuzumab hatékonyságábam jelentıs szerepet játszik az 

ADCC (Barok, Isola és mtsai, 2007). 

A kedvezı klinikai eredmények ellenére jónéhány ErbB2 pozitív mellrák elsıdlegesen 

rezisztens (primer rezisztencia) a trastuzumab-terápiára, az esetek nagy részében pedig 

körülbelül 1 éves trastuzumab-kezelés után ellenállóvá válnak a daganatok a kezelésre 

(szerzett vagy szekunder rezisztencia) (Slamon, Leyland-Jones és mtsai, 2001; Esteva, Valero 

és mtsai, 2002). 

Az alábbi mechanizmusok egyaránt felelısek lehetnek a primer és a szerzett trastzumab-

rezisztenciáért: 

1. Különbözı alternatív túlélési útvonalak aktiválódása:  

- EGF-szerő ligandumok autokrin termelése fokozhatja az ErbB család más tagjain 

keresztüli jelátvitelt (Motoyama, Hynes és mtsai, 2002). 

- Az inzulin-szerő növekedési faktor (IFGR) receptor útvonalának aktiválódása (Lu, Zi és 

mtsai, 2004). 
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- Akt útvonal aktiválódása (Yakes, Chinratanalab és mtsai, 2002).  

- A MUC4 nevő sejtfelszíni szialomucin (Price-Schiavi, Jepson és mtsai, 2002; Nagy, 

Friedlander és mtsai, 2005).  

- A PTEN tumorszuppresszor csökkent expressziója (Nagata, Lan és mtsai, 2004). 

2. Elégtelen trastuzumab által kiváltott ADCC reakció (Kono, Takahashi és mtsai, 2002).  

 

Az ErbB2 ellenes antitest-terápiával kapcsolatos kutatások során kifejlesztett 

antitestek közül a pertuzumab (Omnitarg) jelenleg klinikai vizsgálatok alatt áll (Reid, Vidal 

és mtsai, 2007). Ugyanakkor az ErbB receptorcsalád más tagjai ellen termeltetett antitesteket 

is vizsgálják, melyek közül több klinikai kipróbálás vagy már alkalmazás alatt áll. A 

tumorterápiában hatékonyan alkalmazzák a cetuximab (Erbitux) nevő, ErbB1 receptor elleni 

antitestet, mely kompetitíven gátolja az EGF kötıdését a receptorához (Mendelsohn és 

Baselga, 2006). 

2. 6. A CD44 molekula szerkezete és funkciója  

A CD44 molekulát (limfocita homing receptor, PGP-1, Hermes antigén, HUTCH-1) 

elsıként, mint hialuronsav receptort írták le, standard formája egy 80-90 kDa-os 

transzmembrán glikoprotein. Az I típusú transzmembrán fehérjékhez tartozó receptor 

szerkezetét tekintve három egységre bontható: extracelluláris domén, transzmembrán domén 

és citoplazmatikus domén. Az extracelluláris domén amino terminális szakasza globuláris 

szerkezető, melyet három diszulfid-híd stabilizál. Jellegzetessége még, hogy nagyfokú 

homológiát mutat a porc-kötı fehérjével és eme tulajdonsága alapján kötı (link) doménnek is 

nevezik (Nagano és Saya, 2004). Az extracelluláris doménen található a hialuronsav-kötı 

régió, amelyben négy aminosavról (Arg-41, Arg-78, Tyr-42 és Tyr-79) mutatták ki, hogy a 

hialuronsav kötéshez esszenciálisak (Bajorath, Greenfield és mtsai, 1998). Az extracelluláris 

domén membránhoz közeli régiójában található az úgynevezett variábilis régió, amelynek 
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alternatív átírásával a CD44-nek nagyszámú izoformája alakulhat ki, amelyek révén 

rendkívül összetett fiziológiai funkciókat láthat el (Naor, Sionov és mtsai, 1997). Az 

izoformák expressziója adott tumoron belül is változhat a tumorprogresszió különbözı 

fázisaiban (Auvinen, Tammi és mtsai, 2005) 

A hialuronsav kötıdése a CD44-hez aktiválja a receptort és az asszociált molekulákon 

(pl. Grb2, Vav2, ErbB2) keresztül változatos jelátviteli útvonalakat indít be (Bourguignon, 

Zhu és mtsai, 2001). Az aktivált kaszkádok közül legjelentısebbek a Rho és a Rac-1, 

amelyek a citoszkeletális elemek aktiválásán keresztül elısegítik a migrációt és a 

metasztázisképzést (Bourguignon, Zhu és mtsai, 2000). Szintén jelentıs az endogén 

hialuronsav kötıdése által aktivált foszfatidilinozitol-3-kináz (PI3K)-Akt útvonal, mely 

exogén hialuronsav oligoszacharid alkalmazásával gátolható (Ghatak, Misra és mtsai, 2002). 

A CD44 receptor szerepet játszik a citoszkeleton átrendezıdésében az ERM proteinekkel 

(Marhaba és Zoller, 2004), a neurális Wiskott-Aldrich szindróma fehérjével (N-WASP) való 

kapcsolata révén (Bourguignon, Peyrollier és mtsai, 2007). A CD44 szerepét irodalmi adatok 

támasztják alá a multidrog rezisztencia kialakulásában, mivel közvetve serkenti a P-

glikoprotein (Pgp) szintézisét (Misra, Ghatak és mtsai, 2005), ezáltal segíti az alkalmazott 

gyógyszerek kiürülését a sejtbıl (Gottesman, Fojo és mtsai, 2002). 

 
2. 7. A CD44 kapcsolata az ErbB2 és ErbB1 receptorokkal 

A CD44 receptor különbözı kinázokkal is kapcsolatban áll (Misra, Toole és mtsai, 2006). 

Petefészektumor sejteken a hialuronsav kötıdése aktiválja a receptort és stimulálja a c-Src 

kináz aktivitást, mely fokozza a P-cortactin tirozin foszforilációját (Bourguignon, Zhu és 

mtsai, 2001). Emlıtumorban a CD44 receptor szerepe in vivo nem teljesen tisztázott, 

ugyanakkor elsıdleges ligandjának, a hialuronsavnak akkumulációja egyértelmően a tumor 

kedvezıtlen prognózisának indikátora (Auvinen, Tammi és mtsai, 2000). A hialuronsav 

CD44-hez való kapcsolódásának gátlása szolubilis CD44-gyel vagy hialuronsav oligomerrel 
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kísérleti állatokban gátolta a tumor növekedését (Peterson, Yu és mtsai, 2000). A hialuronsav 

alapvetı szerepet tölt be az ErbB2-ErbB3 heterodimer aktiválásában a szívbillentyők 

fejlıdése során (Camenisch, Schroeder és mtsai, 2002). A CD44 receptor standard 

formájának ErbB2 molekulával való asszociációját elsıként petefészektumorban írták le 

(Bourguignon, Zhu és mtsai, 1997). A két receptor extracelluláris doménje diszulfid hidakkal 

kapcsolódik egymással a ligandkötést megelızıen is (3. ábra). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

3. ábra A CD44 és ErbB2 receptorok kapcsolata (módosítva Bourguignon 2001 cikke 
alapján) 

 

A hialuronsav a CD44-en keresztül fokozza az ErbB2 receptor tirozin kináz 

aktivitását és fokozta a tumor növekedését. A tumoros sejtek adenovírus 5 E1A génnel (mely 

gátolja az ErbB2 expressziót) való transzfektálása csökkentette a CD44 expressziót és a 

CD44 mediálta sejtadhéziót. A hialuronsav nemcsak az ErbB2 aktivitását, hanem más 

jelátviteli molekulákkal való kapcsolatát is regulálja vastagbél és emlıtumor sejtekben. Az 

endogén hialuronsav-CD44 komplex kialakulásának megakadályozásával gátolható volt az 

ErbB2-t, CD44-t, ezrint, PI3K-t, Hsp90-t és cdc37-t tartalmazó, lipid raft asszociált jelátviteli 
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komplex kialakulása is (Ghatak, Misra és mtsai, 2005). A fentiek alapján megalapozottnak 

tőnik az ErbB2-CD44 kölcsönhatás szerepe emlıtumorban, azonban a pontos mechanizmus 

még nem ismert. Irodalmi adatok alapján kapcsolat áll fenn a CD44 és ErbB1 receptorok 

között fej és nyak tumorban (Wang és Bourguignon, 2006). Az EGF motilitásra kifejtett 

hatása CD44 dependens, míg mitogén aktivitása független a CD44-tıl (Ellis, Schor és mtsai, 

2007). A disintegrin ADAM10 metalloproteáz CD44 hasítását követıen az EGF által 

szabályozott Rac GTP-áz aktivitás fokozódott (Murai, Miyauchi és mtsai, 2006), ami a CD44 

és EGF közötti kapcsolatot támasztja alá. 

 

2 8. A CD44 sheddingjének mechanizmusa és biológiai jelentısége tumorban 

 

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a membránproteinek funkcionális szabályozásának egyik 

kulcsfontosságú eleme extra- illeteve intracelluláris doménjeik proteolitikus hasítása (Nagano 

és Saya, 2004). 

    

3. ábra A CD44 szekvenciális hasításának modellje és a keletkezett 
fragmentumok szerepe (módosítva Nagano 2004 cikke alapján) 
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A CD44 molekula esetén a proteolitikus hasítás valamennyi domént érinti és különbözı 

hatásokat generál (4. ábra). 

Az ektodomén (ligandkötı rész) oldható formában történı leválásáért és az extracelluláris 

térbe jutásáért (shedding) többféle proteolitikus mechanizmus felelıs (Okamoto, Kawano és 

mtsai, 1999). Az ektodomén hasítását membrán-asszociált mátrix metalloproteázok (MMPs) 

közül elsısorban az MT1-MMP, ADAM10 (Okamoto, Kawano és mtsai, 1999) és ADAM17 

metalloproteázok végzik (Nakamura, Suenaga és mtsai, 2004) 

A hasítási folyamatot többféle mechanizmus stimulálhatja, például az extracelluláris Ca2+ 

influx, a protein kináz C (PKC), illetve a Rho fehérjék aktivációja (Okamoto et al 1999, 

(Kawano, Okamoto és mtsai, 2000). A shedding során képzıdött szolubilis CD44-nek 

szerepe van a tumorok metasztázisképzésében, illetve a metasztázisképzıdés és a daganatos 

progresszió markereként is felhasználható (Guo, Liu és mtsai, 1994; Okamoto, Tsuiki és 

mtsai, 2002). Egy agresszív melanóma sejtvonalban a szolubilis CD44 magas szintjét 

mutatták ki, mely az invazív fenotípus markere lehet (Goebeler, Kaufmann és mtsai, 1996). A 

szolubilis CD44 szintje korrelációt mutatott a rezisztenciával kemoterápia során (Kopp, 

Classen és mtsai, 2001) és kedvezıtlen prognózissal társult (Ristamaki, Joensuu és mtsai, 

1997). Patológiás körülmények között a hialuronidáz által létrehozott kis molekulasúlyú 

hialuronsav fokozza a CD44 sheddingjét, így elısegíti a tumorok migrációját, áttétképzését, 

és ezáltal a daganatos progressziót (Sugahara, Hirata és mtsai, 2006). A szolubilis CD44-nek 

nem csupán más molekulákra van hatása, hanem a hasítás után maradt membránkötött C-

terminális rész potenciális antagonistája is (Thomas, Etoh és mtsai, 1993). A membránkötött 

C-terminális részbıl intramembrán proteolízis révén presenilin (PS)-függı γ-szekretáz enzim 

felszabadítja a CD44 intracelluláris doménjét (ICD), amely eljut a sejtmagba és ott 

transzkripciós kofaktorként különbözı gének átírását szabályozza (Thorne, Legg és mtsai, 

2004). Érdekes módon a presenilin-függı γ-szekretáz enzim szubtrátjai között az E-kadherin, 



Irodalmi áttekintés 
 

 21 

és a β-amiloid prekurzor molekula melett az ErbB4 fehérje is szerepel (Lee, Jung és mtsai, 

2002). Ugyanakkor a metalloproteázok által indukált ErbB2 sheddinget a trastuzumab gátolta 

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

Munkánk során a CD44 molekula szerepét kívántuk vizsgálni az ErbB2 célzott trastuzumab 

terápia során kialakuló rezisztenciában. A felvetett kérdéskört az alábbi pontok vizsgálatával 

kívántuk megválaszolni: 

 

Megfigyelhetı-e az ErbB2 esetén tapasztalható overexpresszióhoz hasonló jelenség CD44 

esetén emlıtumorban? 

Van-e valódi funkcionális kapcsolat a CD44 és ErbB2 molekulák között molekuláris szinten? 

Az esetleges CD44-ErbB2 kapcsolatnak lehet-e szerepe a trastuzumab rezisztenciában, ha 

igen milyen mechanizmus révén? 

A CD44-nek lehet-e szerepe a trastuzumab hatásmechanizmusban alapvetınek tartott 

trastuzumab indukálta ErbB2 internalizációban? 

A CD44 esetleges szerepe az általa mediált jelátviteli folyamatok vagy az extracelluláris 

mátrixhoz való kapcsolata révén valósul meg? 

Hatással van-e a CD44 a trastuzumab rezisztens JIMT-1 emlıtumor sejtek proliferációjára és 

a trastuzumab rezisztenciára? 

Milyen mechanizmussal valósul meg a CD44 aktivációja és befolyásolható-e ez a folyamat a 

CD44-re közvetlenül (hialuronsav oligoszacharid) illetve közvetetten (növekedési faktorok, 

ErbB elleni antitestek) ható kezelésekkel? 

A metasztázisképzésben alapvetı fontosságúnak tartott sejtmotilitásra hatással van-e a CD44 

molekula? 
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4. Anyagok és módszerek 
 

 

4.1 Sejtek tenyésztése 

In vitro összehasonlító kísérleteinket JIMT-1 trastuzumab-rezisztens emlıtumor, 

MKN7 trastuzumab-rezisztens gyomortumor, SKBR-3 trastuzumab-szenzitív emlıtumor, 

sejtvonalakon végeztük. Az SKBR-3, sejtek az American Type Culture Collection 

(Rockville, MD) győjteményébıl származnak, és a leírás szerint (10 % FCS-t, 2mM L-

glutamint és 0,25% gentamicint tartalmazó DMEM médiumban 5 %-os CO2 atmoszférában) 

nıttek korai konfluens állapotig. A JIMT-1 sejtvonal Jorma Isola ajándéka (Laboratory of 

Cancer Biology, University of Tampere, Finland). A sejtvonal jelentıségét az adja, hogy ez 

az eddig ismert egyetlen trastuzumab rezisztens emlıtumor sejtvonal, melyet egy 62 éves 

trastuzumabra nem reagáló nıbeteg pleurális áttétjébıl izoláltak. A JIMT-1 sejtvonal 

ösztrogén- és progeszteron receptor deficiens, ugyanakkor immunhisztokémiai pozitivitást 

mutat citokeratin 5/14 és 8/48-ra. A sejtek amplifikált ErbB2 onkogénnel rendelkeznek, 

amely azonosítható mutációt nem tartalmaz, ugyanakkor az ErbB2 fokozott sejfelszíni 

kifejezıdését eredményezi. A kismolekulájú tirozinkináz inhibitorok (CI1033, ZD1839) 

gátolják a JIMT-1 sejtek proliferációját (Tanner és mtsai. 2004). A sejtvonal 

fenntartártásához 1:1 arányú DMEM és Ham-féle F-12 médium elegyet alkalmaztuk, mely 

10% FCS-t, 60 egység/L inzulint és antibiotikumot tartalmazott. Áramlási citometriás 

mérésekhez a sejteket 0,05 % tripszin - 0,02 % EDTA kezeléssel szuszpendáltuk. 

Megállapítottuk, hogy a tripszin kezelés nem okoz jelentıs változást a vizsgált antigének 

számában, ugyanakkor kevesebb olyan összetapadt sejtasszociátumot eredményez, mely az 

áramlási citometriás mérési artefaktumot okozhatna. Mikroszkópos mérésekhez a sejteket 12 

mm átmérıjő fedılemezre, ill. Lab-TekTM II 8-lyukú fedılemez aljú kamrában (Nalge Nunc 
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International, Rochester, NY) növesztettük 80%-os konfluencia eléréséig. A stimulációs 

kísérletek elıtt 24 órán át 0.1 % szérumtartalmú médiumban éheztettük a sejteket. 

 

4. 2. Antitestek és vegyületek 

Az ErbB2 sejtfelszíni receptor jelölésére három, nem átfedı extracelluláris epitóp 

elleni antitestet (trastuzumab, 2C4, 76.5) alkalmaztunk. A trastuzumab (Herceptin, Roche, 

Budapest) a klinikumban terápiásan alkalmazott antitest, amely az egér 4D5 antitest 

humanizált változata. A 2C4 jelő monoklonális antitest a Genentech Inc ájándéka volt (South 

San Francisco, CA). A 76.5 antitestet saját laboratóriumunkban izoláltuk a megfelelı 

hibridóma sejtvonal (ErbB2-76.5, Y. Yarden, laboratóriumából, Weizmann Institute of 

Science, Rehovot, Israel) áltál termelt felülúszóból. A CD44 receptor valamennyi izoformáját 

felismerı Hermes-3 antitest kísérleteink elsı szakászában Sirpa Jalkenen ajándéka volt 

(University of Turku, Finland), késıbb hibridóma felülúszóból (HB-9480, American Type 

Culture collection, Rockville) protein-A affinitás kromatográfiával tisztítottuk. A kontroll 

mérésekhez használt antitestet, a W6/32-t (az MHC I nehéz lánca ellen) Francis Brodskytól 

kaptuk. A Cy3 és Cy5 szulfocianid alapú festékkel (monofunkcionális szukcinimidil-észter) 

konjugált kecske anti humán IgG (H+L) Fab-t a Jackson ImmunoResearch Europe-tól 

vásároltuk (Cambridgeshire, UK) A felhasznált antitestek 1 mg/ml koncentrációjú oldatait 

AlexaFluor488 (Molecular Probes, Eugene, OR), illetve Cy3 és Cy5 (Amersham, 

Braunschweig, Germany) fluoreszkáló festékek szukcinimidészter származékaival jelöltük a 

használati utasításnak megfelelıen. Az antitesthez nem kötıdött festéket gél-szőréssel 

távolítottuk el Sephadex G-25 oszloppal. A festék-fehérje jelölési arányt (L) 

spektrofotométerrel határoztuk meg, melynek értéke 1-3 körül volt. A továbbiakban külön 

nem jelölt vegyszerek a Sigma (Budapest) cégtıl származtak. 
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4. 3. Sejtfelszíni antigének jelölése antitestekkel. 

Az áramlási citometriás vizsgálatokhoz a sejteket tripszines kezelést követıen kétszer 

mostuk hideg PBS-ben (pH = 7,4), majd kb. 1 millió sejtet szuszpendáltunk fel 50 µl PBS-

ben. A sejteket ezt követıen 30 percig, jégen, sötétben jelöltük a megfelelı festékkel 

konjugált monoklonális antitestek vagy azok Fab fragmentumainak telítı koncentrációjával. 

A FRET mérésekben használt kettıs jelölés esetén a fluoreszcensen jelölt antitest 

fragmentumokat egyszerre adtuk a sejtekhez. Az alkalmazott antitest koncentráció 

elısegítette a monovalens kötıdést, ami a jégen történı jelöléssel együtt csökkentette a az 

internalizáció szintjét. Végül a sejteket hideg PBS-ben mostuk kétszer és 1 %-os hideg 

formaldehid-PBS-ben fixáltuk. Az élı illetve a formaldehiddel fixált sejteken kapott 

eredmények között a mérési hibán belül nem volt eltérés.  

Az in situ fluoreszcen mikroszkópos mérésekhez a vizsgálandó sejteket 12 mm 

átmérıjő fedılemezre ill. Lab-Tek TM II 8-lyukú fedılemez aljú kamrában (Nalge Nunc 

International, Rochester, NY) növesztettük 80%-os konfluencia eléréséig. A sejteket a 

tárgylemez ill. a kamra felszínén jelöltük meg kétszeri PBS-ben történı mosást követıen. Az 

antitesteket 20µg/ml koncentrációban alkalmaztuk, a jelölést 40 percig, jégen végeztük. A 

jelölést követıen sejteket hideg PBS-ben mostuk kétszer és 1 %-os hideg 

formaldehid-PBS-ben fixáltuk. 

 

4. 4. SCID egér modell és xenograft tumor 

 Az in vivo kísérleteinkben használt C.B-17 immundeficiens (Severe Combined 

ImmunoDeficiency = SCID), patogénmentes környezetben tenyésztett egértözs a Fox Chase 

Cancer Center (Philadelphia, PA) laboratóriumából származott. A SCID egerekben egy, a 16-

os kromoszómán lévı gén autoszómális recesszív mutációja (scid mutáció) miatt 

mőködésképtelen az imunglobulin gének és a T sejt-receptor gének átrendezıdéséért felelıs 
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rekombináz. A scid mutációra homozigóta egerekben nem található sem T, sem B sejtes 

immunitás (Bosma és Carroll, 1991). Kísérleteinkben fiatal (7-12 hetes), non-leaky SCID 

egereket használtunk, melyekben 10-14 hónapos korukra a hordozott mutáció ellenére, 

csaknem minden esetben kialakul valamilyen fokú B és T sejtes immunitás. A fiatal scid/scid 

egereknél is elıfordul olyan egyed, amelyiknek magasabb az IgM szintje (leaky egér), ezért a 

kísérletek megkezdése elıtt megmértük az egerek IgM titerét (Mouse IgM RID KIT, 

Serotec). A kísérletekhez csak 100ng/ml-nél kisebb IgM vérkoncentrációjú egereket 

használtunk. Hét hetes nıstény SCID egerekbe subcutan 5×106 JIMT-1 sejtet oltottunk 150µl 

Hanks’s pufferben és azonos térfogatú Matrigelben szuszpendálva (Basement Membrane 

Matrigel, BD Biosciences, Bedford, MA). A tumor növekedését hetenként követtük nyomon, 

melynek során a tolómérıvel mért hosszúsági, szélességi és magassági adatokból számolt 

térfogattal kvantitáltuk az eredményeket. A trastuzumab kezelést intraperitóneálisan (i.p.) 

injektált 5 µg/g-os oldattal végeztük hetenként. A kontroll egereknél párhuzamosan 100 µl 

fiziólógiás sóoldatot alkalmaztunk. Az állatkísérleteket a Debreceni Egyetem Állatkísérleti 

Bizottságának a nemzetközi normákkal harmonizáló szabályzata alapján végeztük. 

 

4. 5. A sejtek stimulálása hialuronsavval 

Kísérleteinkhez két eltérı számú oligoszaharid egységbıl álló, biológiai aktivitással 

bíró hialuronsavat (HA) használtunk annak érdekében, hogy az esetleges molekulamérettıl 

függı biológiai hatásokat el tudjuk különíteni. A 10 oligoszacharid egységnyi, 2000 Da 

molekulasúlyú hialuronsav a hanyományos klasszifikáció szerint a kis molekulasúlyú 

hialuronsavakhoz tartozik, mely a Seikagaku Corporation (Tokió, Japán) ajándéka volt. 

Alkalmazását az indokolta, hogy irodalmi adatok alapján már van biológiai aktivitása. Az 

általunk alkalmazott másik, 5000 oligoszacharid egységnyi, 1×106 Da molekulasúlyú HA 

(Genzyme, Cambridge, MA) a nagy molekulasulyi csoportba sorolható, és méreténél fogva 
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jelentısebb hatása lehet az extracelluláris matrixhoz kapcsolodó folyamatokban. Az in vitro 

kísérletek elıtt 24 órán át 0.1 % szérumtartalmú médiumban éheztettük a sejteket. A 

hialuronsaval történı stimulálást 37°C-on, 30 percen át végeztük CO2 inkubátorban 100µg/ml 

koncentrációjú hialuronsavval. 

 

4.6. A hialuronsav kvantitatív vizsgálata in vitro és in vivo 

A hialuronsav szintjének különbözı kezelésekre bekövetkezı mennyiségi változását 

in vitro, Lab-TekTM II 8-lyukú fedılemez aljú kamrában, valamint in vivo xenograft 

metszeteken vizsgáltuk. A mintákat mindkét esetben azonos metodikával jelöltük. A sejteket 

PBS-sel történı mosást követıen 2%-os paraformaldehiddel fixáltuk 20 percen át 

szobahımérsékleten, majd 5 alkalommal 2 percen át mostuk PBS-sel. Az apecifikus jelölést 

megelızendı a mintákat 1% BSA-PBS-ben mostuk 10 percig. Ezt követıen alkalmaztuk a 

HA speciális kimutatásara kifejlesztett bHABC-t (Tammi és mtasai, 1988), mely Prof. 

Markku Tammi ajándéka volt (University of Kuopio, Department of Anatomy, Kuopio, 

Finland). A bHABC egy biotinilált porc proteoglikán fragment, amely specifikusan kötıdik a 

HA molekula decaszacharidnyi szakaszához. A reakció elsı lépéseként a komplexet kötjük a 

HA-hoz egy éjszakán át, 4°C-on, 5 µg/ml koncentrációban inkubálva. A következı lépésben 

a biotint detektáljuk FITC-extravidinnel. Negatív kontrollként HA oligo-val elızetesen 

inkubált bHABC-t adtunk a mintáinkhoz, ill. Streptomyces-bıl származó hialuronidáz 

(Sigma, Budapest) kezelést alkalmaztunk. A nem specifikus, az endogén HA esetleges 

jelölıdésébıl származó hátteret endogén biotin blokkoló kit (Molecular Probes) 

alkalmazásával küszöböltük ki. 
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4.7 4-metilumbelliferon kezelés 

In vivo vizsgálni kívántuk, hogy a megváltozott HA-szint hatással van-e a 

trasztuzumab kezelés hatékonyságára. Ennek érdekben alkalmaztuk a 4-metilumbelliferont 

(4MU, Sigma, Budapest). Az eredetileg növények által kiválasztott 4-MU a HA-szintetáz 

specifikus gátlószere. Kísérleteink során a 4-MU-t 1% gumiarábikumban oldottuk fel és 

orálisan alkalmaztuk 8 óránként 3 mg/g mennyiségben (4-MU/egértesttömeg) (Yoshihara és 

mtsai 2005). In vitro kísérletekban a 4-MU-t PBS-ben oldottuk fel és 1 mM-os 

koncentrációban adtuk a sejtkultúrákhoz.  

 
4.8 A sejtszám és receptorok sejtenkénti számának áramlási citometriás meghatározása 

A sejtfelszíni receptorok számának kvantitatív meghatározását FACSCalibur áramlási 

citométerrel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), Qifikit (DakoCytomation, Glostrup, 

Denmark) alkalmazásával végeztük a gyártó útmutatásainak megfelelıen. A sejtszuszpenziót 

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

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

jeleket logaritmikus erısítésben vettük fel. Az egyes minták fluoreszcencia hisztogramjának 

középértékét a megfelelı háttér hisztogramjának középértékével korrigáltuk. A proliferációs 

assay alkalmazása során a sejtek számát FacsArray áramlási citométer (Becton Dickinson) 

megfelelı opcióinak alkalmazásával határoztuk meg. 

 

4. 9 Immunhisztokémiai vizsgálatok 

 A beoltott ráksejtekbıl kinıtt subcutan tumort érzéstelenítést követıen 

eltávolítottuk, majd Shandon Cryomatrix-szal  (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA) 

fedve -20 °C-on tároltuk. A tumormintákból 20µm-es gyorsfagyasztott metszeteket 

készítettünk SHANDON AS-620E Cryotome-mal (Thermo Electron Corporation) 25 oC-on. 
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A metszeteket szilanizált (3-aminopropyl-triethoxysilane, A-3648, Sigma-Aldrich) 

tárgylemezre helyezve 4%-os formaldehiddel fixáltunk 30 percen át. A fixált mintákat 

elsıkent PBS-ben mostuk 15 percig, majd 1% BSA tartalmú PBS-sel (pH 7.4) ismét 20 

percig szobahımérsékleten. A mintákat a megfelelı fluorofórral-konjugált antitestek telítési 

koncentrációjával (10-20 µg/ml) jelöltük 100µl 1% BSA-t tartalmazó PBS-ben egy éjszakán 

át. A jelölést követıen a mintákat kétszer mostuk BSA-PBS-sel, a fluoreszcencia kioltást 

megelızendı a mintákat 15 µl Mowiol-lal (Merck, Budapest, Hungary) fedtük, majd 

konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk. 

 

4. 10. Konfokális mikroszkópia 

A mikroszkópos mintákat Zeiss LSM 510 konfokális üzemmódú, lézer-pásztázó 

mikroszkóppal (Carl Zeiss AG, Göttingen, Germany) vizsgáltuk, Plan Apocromat 63x/1.4 

NA oil DIC objektív alkalmazásával 1 µm-es optikai szeletben. Az Alexa-488-at 488 nm 

gerjesztettük és 505-530 nm-en detektáltuk. Cy3-t és az AlexaFluor546-t zöld He-Ne lézerrel 

543 nm-en gerjesztettük, és az emissziót 560-615 nm-es sávszőrıvel detektáltuk. A Cy5 

illetve AlexaFluor647-tel való konjugáció esetén vörös He-Ne lézer 633 nm-es vonalával 

végeztük a gerjesztést, és az emissziót 650 nm-es felüláteresztı szőrın keresztül detektáltuk. 

A gerjesztı és emittált fotonokat 360/488/543/633 négyszeres dikroikus szőrıvel választottuk 

el. Többes jelölés eseten a csatornák közötti átvilágítás megelızésére az egyes csatornákat 

külön-külön vettük fel 512×512 pixelméretben. 

 

4. 11 Digitális képanalízis 

A konfokális képek elemzését DipImage (Delft University of Technology, Delft, The 

Netherlands) és Matlab (Mathworks Inc., Natick, MA) programkörnyezetben végeztük. A 

sejtmembrán azonosítására az ún. manually-seeded watershed algoritmust használtuk (Gonzalez 
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és mtsai 2004), melyet Dr. Nagy Péter a Dipimage/Matlab interaktív eszköztárának 

felhasználásával alkalmazott a saját mintáinkra. A fluoreszcencia intenzitást a sejtmembránnak 

megfelelı területen pixelenként határoztuk meg. A CD44 expressziónak a trastuzumab ErbB2 

receptorhoz való kötıdésére kifejtett hatását xenograft metszeteken vizsgáltuk. A metszeteken a 

felvetett probléma elemzése érdekében hármas jelölést alkalmaztunk a következıképpen: az 

ErbB2 receptort AlexaFluor488-ErbB2-76.5 antitesttel, a kötıdött trastuzumabot Cy3-anti-

human IgG-vel, a CD44-et pedig AlexaFluor647-Hermes-3 antitesttel jelöltük meg. A kötıdött 

trastuzumab és az ErbB2 receptor egymáshoz viszonyított arányát két-dimenziós 

hisztogrammon (dot plot) jelenítettük meg, amely készítése során csak a membrán-pixelek 

intenzitását használtuk fel. A konfokális képek elemzése során a CD44 receptor expressziós 

szintjét külön határoztuk meg a dot plotok alapján magas és alacsony trastuzumab-ErbB2 

aránnyal rendelkezı pixelekben. A sejtfelszíni antigének kolokalizációját a kettısen jelölt 

sejtek konfokális képeibıl határoztuk meg a Pearson-féle keresztkorrelációs koefficiens 

segítségével: 
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Ahol Ik és a Jk az adott pixelek fluoreszcencia intenzitása az elsı illetve a második képen, a 

Iátlag és a Játlag pedig az elsı és a második kép átlagos fluoreszcencia intenzitása. A nagyon 

alacsony intenzitású pixeleket nem vettük figyelembe az analízis során. A keresztkorrelációs 

koefficiens teoretikus maximuma azonos képek esetén +1, minimuma -1 lehet. Az +1 a 

vizsgált receptorok teljes együttállását, a 0-hoz közeli érték a jelölések függetlenségét, míg a 

-1 a teljes antikorrelációt jelzi. A kolokalizációs értékek számítását LabView (National 

Instruments, Austin, TX) környezetben erre a célra írt programmal végeztük. 
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4. 12 Áramlási citometriás fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérések 

 Az áramlási citometriás FRET méréseket FACSVantage SE áramlási citométer DiVa 

opcióval kiegészített (Becton Dickinson) változatával végeztük, amely három lézerrel volt 

felszerelve, melyek emissziója egyenként 488 nm, 532 nm, 633 nm-en volt (Sebestyén Z és 

mtsai, 2002). Röviden összefoglalva a sejtek autofluoreszcenciáját a törmelék és az elpusztult 

sejtek kizárásával, 488 nm-en gerjesztve az FL1 csatornában mértük 530/30 nm-es sávszőrı 

segítségével. A donor molekula fluoreszcencia intenzitását 532 nm-en történı gerjesztést 

követıen az FL4 csatornában mértük 585/42 nm sávszőrın keresztül, míg az akceptor 

molekula esetén 633 nm-en történı gerjesztést követıen az FL6 csatornában detektáltunk a 

650 nm-es felüláteresztı szőrıvel. A FRET intenzitás meghatározásához 532 nm-en végeztük 

a gerjesztést és az FL5 csatornában detektáltunk a 650 nm-es felüláteresztı szőrıt 

alkalmazva. Az energiatranszfer hatékonyságot sejtenként határoztuk meg a ReFlex szoftvert 

alkalmazva (Szentesi G és mtsai, 2004). A FRET hatásfokot 1:1 donor-akceptor arányra 

normalizáltuk és az átlagát 10 000 sejtet megjelenítı hisztogrammon ábrázoltuk.  

 

4.13 CD44 RNS interferencia 

 A humán CD44 elleni kis interferáló RNS-t (siRNS) a Dharmacon cég (Chicago, IL) 

tervezte SMART technológia felhasználásával. Az elıkísérletek során a tervezett 4 siRNS-

bıl a két hatékony siRNS antiszensz szálának szekvenciája a következı volt: 

AUGUCUUCAGGAUUCGUUCUU (CD44 siRNS-4), UAUUCAAAUCGAUCUG CGCUU 

(CD44 siRNS-5). Negatív kontrollként GFP elleni siRNS-t használtunk. A JIMT sejtek 

transzfektálását elektroporációval végeztük, melynek során az Amaxa cég (Köln, 

Németország) Nucleofector készülékét használtuk a gyártó útmutatásának megfelelıen. A 

JIMT-1 sejtek esetén alkalmazott legmegfelelıbb elektroporációs metodikát, mely a V oldat 

és a T-20-as program volt, GFP plazmiddal történı transzfektálással határoztuk meg. 
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4. 14 A trastuzumab internalizációjának vizsgálata 

 A trastuzumab internalizációjának vizsgálata során az siRNS-sel transzfektált illetve a 

kontroll sejteket 20 µg/ml AlexaFluor647-trastuzumabbal inkubáltuk különbözı ideig 37°C-

on. Az inkubációt követıen az esetlegesen nem internalizálódott receptorok eltávolítására 3 

percen át tartó savas (0.5 M NaCl, 0.1 M glicin, pH 2.5) mosást alkalmaztunk. Ezt követıen a 

sejteket PBS-ben mostuk és szuszpendáltuk. Az internalizálódott trastuzumabból származó 

jelet áramlási citométerrel detektáltuk, majd az internalizálódott frakció arányát a savasan 

kezelt minták átlagos fluoreszcencia intenzitásának és a savas mosással nem kezelt kontroll 

sejtek fluoreszcencia intenzitásának hányadosaként számoltuk ki. 

 

4. 15 Western blot analízis és immunprecipitáció 

A sejtlizátumot a sejtek PBS-sel történı mosását követıen lízis puffer felhasználásával 

készítettük. A lízis puffer a sejtek teljes feltárására alkalmas és a következı összetevıkbıl 

állt: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100, 

1 Complete Mini (Roche, Mannheim, Németország) proteáz inhibitor koktél tabletta/10 ml 

puffer, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 10 mM β-glicerol foszfát és 10 mM 

Na4P2O7. A lízis pufferel való 10 perces jégen történı inkubálást követıen a sejtlizátumot 

centrifugáltuk. A vizsgálandó fehérjék molekuláris szintő kapcsolatának elemzéséhez 

immunprecipitációt alkalmaztunk, melynek során a sejtlizátumot 1 órán át 4 fokon a 

megfelelı antitestekkel inkubáltuk. ErbB2 ellen Ab3-OP15 antitestet (Calbiochem-Merck 

Biosciences, Schwalbach, Németország), ErbB1 ellen F4 (E3138, Sigma, Schnelldorf, 

Németország) antitestet és a CD44 ellen Hermes-3 antitestet használtunk. Az 

immunoprecipitált fehérjéket Sepharose 4B Fast Flow Protein G gyöngyök (Sigma) 

felhasználásával, további 1 órás inkubálással kötöttük meg, majd SDS-poliakrilamid gél 
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elektroforézissel választottuk szét molekulatömegük alapján és PVDF membránra blottoltuk. 

A membránhoz kötött fehérjéket a következı antitestekkel jelöltük meg a gyártó javaslatának 

megfelelı hígítást alkalmazva: Ab3-OP15 az ErbB2, F4 az ErbB1, Hermes3 a CD44 és 

PY99-sc7020 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) a foszforilált tirozin jelölésére. A 

jelölt molekulák detektálására peroxidázzal konjugált egér elleni IgG-t és a 

kemilumineszcencia kimutatására kifejlesztett gyorstesztet (Enhanced chemiluminescence 

kit, Amersham, Freiburg, Germany) alkalmaztunk. 

 
4. 16. CD44 in vivo standard ELISA 

 A kísérleteink során alkalmazott sCD44std instant ELISA kit (Bender MedSystems, 

Ausztria, Bécs) egy enzimatikus reakción alapuló próba, mely alkalmas az oldható CD44 

szintjének quantitaív meghatározására mind sejtkultúrák felülúszójából, mind szérumból. 

JIMT-1 sejteket 24-lyukú sejttenyesztı lemezen növesztettük a konfluencia eléréséig. A 

sejttenyésztı médium eltávolítását követıen a sejtkultúrát kétszer 1 mg/ml BSA tartalmú 

Hank’s puferrel mostuk (pH 7.4). A sejteket 200 µl térfogatban elıkezeltük 30 percig jégen 

ezt követıen tovább kezeltük 60 percig, 37 ºC-on (EGF: 50 ng/ml, HA: 20 mg/ml, 

trastuzumab, pertuzumab, cetuximab, heregulin: 20 µg/ml) és vizsgáltuk a kezelések CD44 

sheddinget indukáló hatását. A felülúszókat összegyőjtöttük és a sejttörmelék eltávolításának 

érdekében centrifugáltuk (400 g, 10 perc). A lehasított, oldható CD44 koncentrációjának 

meghatározásához 20 µl felülúszót és 130 µl desztillált vizet adtunk a próbalemezhez. A 

mintákat 3 órán át, szobahımérsékleten, horizontális keverés közben inkubáltuk, melynek 

során a mintalemezhez adszorbeált antitestekhez kötıdött a mintában levı CD44 majd ehhez 

a komplexhez kötıdött egy tormaperoxidázzal konjugált másodlagos antitest. A nem kötıdött 

molekulákat mosással távolítottuk el, majd 10 percig inkulbáltuk a mintákat sötétben a 

szubsztrátot (tetrametil-benzidin) tartalmazó oldattal. A keletkezett szines termék 

koncentrációját 450 nm-en mértük. Az oldható CD44 detektálási határa ezzel a módszerrel a 
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gyártó információja alapján 0,016 ng/ml. A SCID egerekbıl származó hígítatlan szérum 

oldott CD44 tartalmát a fentiekkel azonos módon határoztuk meg. 

 

4. 17. CD44 intrenalizáció vizsgálata konfokális mikroszkóppal 

A CD44 internalizációjának nyomon követését konfokális mikroszkópiás 

vizsgálatokkal végeztük. Fedılemez-aljú kamrába növesztett JIMT-1 sejteket antitestekkel 

illetve növekedési faktorokkal kezeltünk, majd 4%-os formaldehiddel fixáltuk 10 percen át 

szobahımérsékleten, majd 0,1 %-os TritonX-100+ 0,3 % BSA oldattal  permeabilizáltuk. A 

fixált és permeabilizált sejteken a CD44 molekula intracelluláris doménjét nyúlban 

termeltetett poliklonális antitesttel (hígítás 1:100), az extracelluláris domént AlexaFluor 647-

Hermes3 monoklonális antitesttel jelöltük 90 percen át szobahımérsékleten (Marhaba és 

Zoller, 2004). A nem kötıdött antitestek kimosását követıen AlexaFluor488 festékkel jelölt 

nyúl ellenes másodlagos antitestet alkalmaztunk. A jelölt mintákat Zeiss LSM 510 konfokális 

lézer pásztázó mikroszkóppal vizsgáltuk. Az Alexa-488-at 488 nm gerjesztettük és 505-530 

nm-en detektáltuk. Az AlexaFluor647-tel való konjugáció esetén vörös He-Ne lézer 633 nm-

es vonalával végeztük a gerjesztést, és az emissziót 650 nm-es felüláteresztı szőrın keresztül 

detektáltuk. A gerjesztı és emittált fotonokat 360/488/543/633 négyszeres dikroikus szőrıvel 

választottuk el. Többes jelölés eseten a csatornák közötti áthallás megelızésére az egyes 

csatornákat külön-külön vettük fel 512×512 pixelméretben. 

A fluoreszcens képeket 1 µm-es optikai szeletekrıl készítettük 63x nagyítású immerziós 

objektívvel (NA=1.4) 

 
4. 18. A sejtek migrációjának vizsgálata  

A sejtek migrációját in vitro Lab-TekTM II 8-lyukú, fedılemez aljú kamrában 

vizsgáltuk karcolási próba (in vitro scratch assay) alkalmazásával. A próba egyszerő módon 

teszi lehetıvé a sejtmigráció mérését (Liang, Park és mtsai, 2007) oly módon, hogy a 
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konfluens JIMT-1 kultúrában pipettaheggyel egy ~ 1 mm-es sejtmentes sávot húzunk. A 

sejttörmeléket kétszeri sejttenyésztı médiummal való mosással távolítjuk el. A sejteket 

különbözı módon kezeltük (EGF: 50ng/ml, HA: 20mg/ml, trastuzumab, pertuzumab, 

cetuximab: 20µg/ml, heregulin: 50ng/ml ) 24 órán át 0,1% szérumtartalmú médiumban. A 

sejtmigrációt Zeiss LSM 510 mikroszkóp transzmissziós csatornájában, 10x objektívvel, 0 és 

a 24 óránál készített felvételek alapján követtük nyomon. A tárgyasztal pozícióját adott 

kontroll ponthoz viszonyítva határoztuk meg. A migráció kvantifikálása a kalibrált képek 

pixelszélessége alapján ImageJ programmal történt. 

 

4.19. Statisztika 

Az adatokat átlagát ± SEM ábrázoltuk. A minták közötti statisztikai különbséget Student 

féle kétmintás t próbával vizsgáltuk, abban az esetben, ha a két minta szórása megegyezett 

(F-próba). Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgáltuk (P < 0.05). 
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5. Eredmények és megbeszélésük 

 
 
5.1 A CD44 fokozottan expresszálódik trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteken és 
asszociál az ErBb2-vel 
 
 Munkánk során a CD44 potenciális szerepét kívántuk vizsgálni a trastuzumab 

rezisztenciában. A CD44 hialuronsav receptort elsıként, mint limfocita „homing” molekulát 

írták le, napjainkra viszont nyilvánvalóvá vált, hogy feladata jóval sokrétőbb, többek között 

szerepet játszik a tumorok progressziójában is (Marhaba és Zoller, 2004). Irodalmi adatok a 

CD44 és ErbB2 molekulák közötti kapcsolatot támasztják alá (Bourguignon, Zhu és mtsai, 

1997; Bourguignon, Zhu és mtsai, 2001; Ghatak, Misra és mtsai, 2005). Az ErBb2 fokozott 

expressziójának jelentısége ismert, ugyanakor az ErbB2 ellenes, klinikailag hatékony 

trastuzumabbal szemben máig nem ismert módon rezisztencia alakul ki. Mivel a trastuzumab 

rezisztencia hátterében álló mechanizmusok nem teljesen ismertek, a jelenség értelmezése 

jelentıs terápiás lehetıségeket rejt magában. A leírt ErbB2-CD44 kapcsolat alapján felmerül 

annak lehetısége, hogy a CD44 hialuronsav-kötése révén aktivált folyamatok szerepet 

játszhatnak a trastuzumab rezisztenciában is. Elsıként a CD44 expresszióját vizsgáltuk, mivel 

ErbB2 esetén a molekula fokozott kifejezıdése szervesen kapcsolódik a tumor kedvezıtlen 

prognózisához. Vizsgálataink során 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; másrészt egy trastuzumab szenzitív 

emlıtumor (SKBR-3) sejtvonalat. E két modell sejtvonalon vizsgáltuk a CD44 expressziós 

szintjét. Áramlási citometriás mérési adataink azt mutatták, hogy a trastuzumab rezisztens 

JIMT-1 sejtvonalon közel 35-ször magasabb a sejtfelszíni CD44 molekulák száma (2,3±0,3 

millió/sejt), mint a trastuzumab szenzitív SKBR-3 sejteken (65000±5000 /sejt) (4/A ábra).  
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4. ábra A CD44 és az ErbB2 mikrométeres és nanométeres skálán is kolokalizációt 
mutat. 
A: JIMT-1 sejteken a CD44 áramlási citometriával meghatározott relatív expressziós szintje 
közel 2,3±0,3 millió molekula/sejt. B: CD44 és ErbB2 molekulák közötti normalizált FRET 
mérési eredményeink 16±3%-os értéket adtak JIMT-1, és 10±3%-os SKBR-3 sejtek esetén 
(fekete oszlop). A kolokalizációt kvantifikáló keresztkorrálációs koefficiens értéke CD44 és 
ErbB2 között 0,612, ami nagyfokú kolokalizációra utal (szürke oszlop). Pozitív kontrollként 
az ErbB2 különbözı lokolizációjú doménjeibıl származó jelet tekintettük. C: JIMT-1 
sejteken jelölt ErbB2 (AlexaFluor488-2C4, vörös) és CD44 (AlexaFluor647-Hermes3, zöld) 
konfokális lézer pásztázó mikroszkóppal készült felvétele, a kolokalizációt mutató területek 
sárga színőek. 
 

A CD44 általunk mért fokozott expressziója nem csupán fent említett ErbB2 és CD44 közötti 

kapcsolat miatt érdekes, hanem felveti annak lehetıséget, hogy a JIMT-1 sejtvonal 

közvetlenül az ıssejtekbıl sejtekbıl fejlıdött ki, mivel az irodalomban a CD44 fokozott 

expressziót az emlıtumor ıssejtek egyik markereként írták le (Al-Hajj, Wicha és mtsai, 

2003). Mivel irodalmi adatok a CD44 és ErbB2 molekulák interakcióját mutatták ki 

petefészektumorban, felmerült annak lehetısége, hogy ez a kapcsolat emlıtumorban is 
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fennáll. A vizsgált molekulákra jelölt konfokális mikroszkóppal készített felvételek analízise 

során a keresztkorrálációs koefficiens értéke CD44 és ErbB2 között 0,612-nek adódott 

 JIMT-1, és 0,602-nek SKBR-3 sejteken (4/B, C ábra). Pozitív kontrollnak az ErbB2 

molekula két különbözı extracelluláris kötıhelye közötti keresztkorrelációs koefficiens 

értékét tekintettük, amely 0,615 volt. A pozitív kontroll valamint a CD44-ErbB2 közötti érték 

közötti csekély különbség a vizsgált molekulák közötti jelentıs kolokalizációra utalt a 

mikroszkóp ~200 nm-es felbontási tartományában. 

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (Mocanu, Fazekas és mtsai) 2-10 nm-es 

távolságban jöhet létre, így az áramlási citometriás energia transzfer mérés a molekulák 

együttállásán túl a molekulák közötti esetleges funkcionális kapcsolat vizsgálatát teszi 

lehetıvé. CD44 és ErbB2 molekulák közötti normalizált mérési eredményeink 16±3%-os 

FRET értéket adtak JIMT-1, és 10±3%-os SKBR-3 sejtek esetén (4/B). Ezek az értékek a 

CD44 és ErbB2 közötti molekuláris szintő asszociációra utalnak, mivel irodalmi adatok 5%-

os FRET értéktıl molekuláris asszociáció létrejöttét igazoltnak tartják (Szollosi, Tron és 

mtsai, 1984). A biofizikai módszerekkel mért eredményeinket másik nézıpontból, klasszikus 

molekuláris biológiai módszerrel is megvizsgáltuk. Western-blottal végzett kísérleteink azt 

igazolták, hogy a CD44 elleni antitest ko-immunoprecipitálta az ErbB2 molekulát (5/D ábra, 

bal oldali ábrarész). A CD44-ErbB2 kapcsolatát leíró modell feltételezi, hogy a CD44-ErbB2 

komplexet a HA képes aktiválni. Ezt a feltételezést igazolta az az eredmény, amelyben a nagy 

molekulatömegő HA fokozta az ErbB2 tirozin foszforilációját, míg kis molekulatömegő HA–

val történı kezelést követıen nem volt megfigyelhetı az aktiváció (5/D ábra, középsı 

ábrarész). Egyes tumorokban, például fej- és nyak- laphám tumorban (HNSCC) 

(Bourguignon, Gilad és mtsai, 2006) megfigyelték a CD44-nek az ErbB1-gyel való 

kapcsolatát is. Kísérleteink során azonban ez a kapcsolat nem volt kimutatható ErbB1 

foszforiláció vizsgálatával (5/D ábra, jobb oldali ábrarész). 
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Összefoglalva CD44 expressziós és CD44-ErbB2 kapcsolatot elemzı kísérleteinket 

elmondható, hogy az áramlási citometriás, konfokális mikroszkópiás és a western blottal 

végzett kísérletek egybehangzóan a CD44-ErbB2 közötti funkcionális kapcsolatot 

támasztottak alá, mely alapul szolgálhat a CD44-hialuronsav kölcsönhatás trastuzumab 

rezisztenciában betöltött szerepéhez. 

 

5. ábra CD44 és ErbB2 molekulák közötti kapcsolat vizsgálata western blottal.  
Anti-CD44-gyel való immunprecipitációt követıen anti-ErbB2 antitesttel (OP15) végzett 
westren blot (bal oldali ábrarészlet). Az ErbB2 (középsı ábrarészlet) és az ErbB1 (jobb oldali 
ábrarészlet) immunprecipitációját követıen a két fehérje foszrorilációját foszfotirozin ellenes 
antitesttel (PY99) vizsgáltuk. Nagy móltömegő hialuronsavval (HA-LMW) végzett 
stimulálás fokozta az ErbB2 foszforilációját (középsı ábrarészlet) és hatástalan volt az ErbB1 
foszforilációjára (jobb oldali ábrarészlet). A kis molekulatömegő hialuronsav (HA10) egyik 
esetben sem fokozta a tirozinfoszforiláció mértékét. 
 

5.2 A CD44 expressziós szintje korrelál a trastuzumab internalizációjával JIMT-1 

xenograftokban. 

 In vitro kísérleteink a CD44 és ErbB2 közötti szoros kapcsolatot mutatták ki mindkét 

vizsgált sejtvonalon, a CD44 fokozott expressziója viszont csak a trastuzumab rezisztens 

sejtekben volt megfigyelhetı. Ez az eredmény még inkább indokolttá tette az eredeti 

kérdésfeltevést: a CD44 esetleges szerepének vizsgálatát a trastuzumab rezisztenciában. 

Vizsgálatainkban 7 hetes nıstény SCID egereket használtunk. Az anyagok és módszerek 

fejezetben leírt jellemzıi miatt ez a beltenyésztett egértözs megfelelı a tumorimmunológiai 

vizsgálatokhoz. A JIMT-1 sejteket subcután injekcióval jutattuk az állatokba, majd ezzel egy 

idıben megkezdtük a trazstuzumabbal illetve a kontroll egereknél a fiziológiás sóoldattal 

való kezelést. A trastuzumab kezelést intraperitóneálisan (i.p.) injektált 5 µg/g-os oldattal 
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végeztük hetenként, a kontroll egereknél 100 µl fiziológiás sóoldatot alkalmaztunk. A 

kezelést 9 héten át végeztük, majd mindkét csoportban fiziológiás sóoldattal folytattuk 

további 6 hétig, majd az egereket CO2-ban túlaltattuk. A kinıtt xenograftokból 20 µm-es 

gyorsfagyasztott metszeteket készítettünk, melyeket háromszorosan jelöltünk CD44, ErbB2 

és trastuzumab ellenes fluoreszcensen jelölt antitestekkel. A konfokális képek elemzését 

DipImage és Matlab programkörnyezetben végeztük, melynek során a sejtmembrán 

azonosítására az ún. „manually-seeded watershed” algoritmust alkalmaztunk (6/A ábra). Ezzel a 

módszerrel lehetıvé vált a sejtmembránban a fluoreszcencia intenzitás pixelenkénti 

meghatározása. A kötıdött trastuzumab az ErbB2 és a CD44 receptorok egymáshoz viszonyított 

arányát két-dimenziós hisztogramon (dot plot) jelenítettük meg, amelynek készítése során csak a 

membrán-pixelek intenzitását használtuk fel. A konfokális képek elemzése során a CD44 

receptor expressziós szintjét külön határoztuk meg a dot plotok alapján magas és alacsony 

trastuzumab-ErbB2 aránnyal rendelkezı pixelekben. Mivel az egér sztromális szöveti sejtjei 

sem a CD44-t, sem az ErbB2-t nem expresszálják, módszerünkkel kizárólag a JIMT-1 

sejteket elemeztük. Korábbi vizsgálataink azt mutatták, hogy az ErbB2 expressziója a 

trastuzumab kezelés befejezését követıen visszatért a kontroll állatokban megfigyelt szintre 

(Barok, Isola és mtsai, 2007), a trastuzumab pedig eltávolításra került a keringésbıl, mivel az 

antitest fél-életideje 25 nap (Bruno, Washington és mtsai, 2005). A dolgozatban összegzett 

kísérletekben kialakult xenograftok vizsgálata során azonban azt az érdekes eredményt 

kaptuk, hogy az ErbB2 expressziója (vörös) nem mutat szoros korrelációt a kötıdött 

trastuzumab szintjével (zöld) (6/B ábra) azokban az egerekben, ahol a trastuzumab kezelést 

már 6 hete felfüggesztettük. Tehát a trastuzumab kezelés felfüggesztése után hat héttel voltak 

olyan területek a xenografton, amelyeken a trastuzumab nagyobb mértékő kötıdése volt 

megfigyelhetı. A megfigyelt jelenség felveti azt a kérdés, hogy több héttel a trastuzumab 

kezelés befejezését követıen mi okozhatja a trastuzumab egyes xenograft-régiókon  
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6. ábra A CD44 fokozza a trastuzumab internalizációját JIMT-1 
xenograftokon. A-E: 6 héttel a trastuzumab kezelés befejezése utáni 
xenograftokból készült metszetek immunhisztokémiai jelölése. A metszeteken 
hármas jelölést alkalmaztunk a következıképpen: AlexaFluor488-ErbB2-76.5 
(ErbB2 ellenes antitest), Cy3-anti humán IgG (a trastuzumabot ismerte fel) és 
AlexaFluor647-Hermes-3 (CD44 ellenes antitest). A: az alkalmazott algoritmussal 
azonosított sejtmembrán vörössel jelölve. A kettıs színnel jelölt metszetek a 
vizsgált intenzitások közötti korrelációt szemléltetik. B: Vörös: ErbB2, zöld: 
trastuzumab. C: vörös: CD44, zöld: trastuzumab. D: az 1 kapu illetve a 2 kapu 
azokat a pixelrégiókat határolják körül, ahol a trastuzumab/ErbB2 arány magas 
(kapu 1) illetve alacsony (kapu 2). F: 15 hétig trastuzumabbal kezelt egerek 
xenograftjábol készített metszeteken jelölt ErbB2 (AlexaFluor488-ErbB2-76.5) és 
trastuzumab (Cy3-anti humán IgG) közötti pozitív korreláció. G-I: A CD44 és 
ErbB2 expressziók korrelációja G: fiziológiás sóoldattal 15 hétig kezelt 
egerekben, H: trastuzumabbal 15 hétig kezelt egerekben I: és 9 hétig 
trastuzumabbal kezelt, majd 6 hétig fiziológiás sóoldattal kezelt egerekben . 
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megfigyelt jelentıs intenzitását. A kérdés értelmezése kapcsán vizsgáltuk a CD44 expressziós 

szintjét is oly módon, hogy a 6/D ábrán jelölt kapuknak megfelelıen elemeztük az adott 

pixelekben a CD44 expressziós szintjét. Eredményeink azt mutatták, hogy a 

trastuzumab/ErbB2 arány negatív korrelációt mutatott a CD44 expressziós szintjével (6/D, E 

ábra), azaz azokon a területeken, ahol magasabb volt a CD44 expresszió, alacsonyabb ErbB2 

expressziót találtunk. Ugyanakkor a kontroll egerekben a CD44 és a trastuzumab/ErbB2 

között pozitív korreláció volt megfigyelhetı (6/G ábra). A trastuzumab kötıdésében 

megfigyelt heterogenitás hátterében a trastuzumab lokális kötıdésben illetve 

internalizációjában való eltérés állhat. A xenograftok elemzésével mindkét lehetıséget 

megvizsgáltuk. A trastuzumab lehetséges eltérı kötıdését olyan xenograftokból készült 

metszeteken vizsgáltuk, ahol a trastuzumab kezelés 15 héten át tartott. A folytonos 

trastuzumab kezelést követıen szoros összefüggést találtunk az ErbB2 expressziója és a 

kötıdött trastuzumab szintje között (6/F ábra), ezen eredmény alapján trastuzumab szintjében 

tapasztalt heterogenitás hátterében nem állhat a kötıdésbeli különbség.  

A tapasztalt eltérı trastuzumab intenzitás hátterében álló másik alternatíva a különbözı 

trastuzumab internalizáció volt. A trastuzumab internalizáció fluoreszcencia intenzitáson 

alapuló kvantifikálására nem volt lehetıségünk az alacsony jel-zaj arány miatt, ezért 

alternatív lehetıségként a CD44 és ErbB2 expresszió közötti esetleges összefüggést 

vizsgáltuk. Vizsgálataink során három eltérıen kezelt egér xenograftot elemeztük a CD44 és 

az ErbB2 expressziót: trastuzumab kezelés elıtt, trastuzumab kezelés alatt és 6 héttel a 

trastuzumab kezelés befejezését követıen. A kontroll egerekben (6 ábra/G) és a trastuzumab 

kezelés leállítását követıen (6 ábra/I) pozitív korreláció volt megfigyelhetı a CD44 és ErbB2 

expressziója között. Érdekes módon a trastuzumab kezelés alatti xenograftokból készült 

metszeteken az elızıekkel ellentétes módon negatív korrelációt tapasztaltunk (6 ábra/H), 

vagyis azokon a területeken, ahol a CD44 expressziója magas volt alacsony ErbB2 



Eredmények és megbeszélésük 
 

 43 

expressziót detektáltunk és fordítva. Összegezve mérési eredményeinket feltételezzük, hogy a 

JIMT-1 xenograftok CD44 expresszióra nézve heterogének, megkülönböztethetünk CD44-et 

magasas (CD44magas) és alacsonyan (CD44alacsony) expresszáló területeket. A CD44magas 

sejtekben a trastuzumab kötött ErbB2 nagyobb mértékben internalizálódik a trastuzumab 

kezelés során, ez okozhatja CD44 és ErbB2 közötti negatív korrelációt ezekben a mintákban 

(6/H ábra). A trastuzumab kezelést követıen a sejtek képesek újra szintetizálni / recirkulálni 

az ErbB2-t, ugyanakkor ezekhez a receptorokhoz már nem kötıdik trastuzumab, ezért a 

trastuzumab/ErbB2 arány alacsonyabb, mint a CD44alacsony sejteken. Ezen a mérési 

eredmények igazolják, hogy az ErbB2 nagyobb mértékben internalizálódik illetve down-

regulálódik azokban a sejtekben, ahol a CD44 expressziója magas. 

 

5. 3. A CD44 expressziójának RNS interferenciával való blokkolása gátolja a 

trastuzumab internalizációját. 

 In vivo kísérleti eredményeink a CD44 expresszió szerepét igazolták az ErbB2 

trastuzumab mediálta internalizációjában. A CD44 expressziónak a trastuzumab 

internalizációban betöltött szerepét egy másik megközelítésben in vitro, CD44 elleni kis 

interferáló RNS alkalmazásával is vizsgáltuk. Elıkísérleteinkben két siRNS (CD44-siRNS-4 

és CD44-siRNS-5) bizonyult hatékonynak a CD44 expresszió gátlásában, alkalmazásuk során 

megközelítıleg 70%-kal csökkent a CD44 expressziója (7. ábra/A bal oldali ábrarészlet). Az 

siRNS-ek specifitását egy irreleváns fehérjére, az MHC-I molekulára kifejtett hatásuk alapján 

ellenıriztük. Mivel a CD44 ellenes siRNS-ek nem okoztak szignifikáns változást az MHC-I 

expresszióban, a CD44 kifejezıdésre kifejtett hatás specifikus volt (7. ábra/A jobb oldali 

ábrarészlet). Áramlási citometriával mértük a trastuzumab internalizációját a CD44 siRNS-sel 

transzfektált JIMT-1 sejteken. Kísérleti eredményeink azt mutatták, hogy CD44siRNS 
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kezelés hatására a kontrol sejtekhez viszonyítva megközelítıleg 50%-kal csökkent a 

trastuzumab internalizáció (7. ábra/B). 
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7. ábra A CD44 siRNS gátolja a trastuzumab internalizációját.  
A: A hisztogram a CD44 illetve az MHC-I expressziós szintjét mutatja áramlási citometriás 
mérési adatok alapján számolva 48 órával a transzfekciót követıen GFP siRNS-sel (fekete), 
CD44siRNS-4-gyel (fehér) és CD44siRNS-5-tel (szürke) transzfektált JIMT-1 sejtekben. B: 
A trastuzumab internalizációja mock transzfektált (●), GFP siRNS-sel (○), CD44siRNS-4-
gyel (▼) és CD44siRNS-5-tel (◊) transzfektált JIMT-1 sejteken. (100%= 0 percben a 
sejtmembránhoz kötıdött trastuzumab). A 30 perces kezelés során mindkét siRNS-sel 
transzfektált sejtben szignifikánsan különbözött a trastuzumab internalizációja a GFPsiRNS-
sel transzfektálttól (p<0,05). 
 

CD44 ellenes siRNS–sel illetve a JIMT-1 xenograftokon végzett kísérleteink megerısítették a 

CD44-nek az ErbB2 trastuzumab mediálta internalizációban játszott szerepét. A jelenséget 

többféleképpen értelmezhetjük. Ismert, hogy a CD44 kapcsolatban áll az aktinnal 

(Bourguignon, Gilad és mtsai, 2006), és az endocitotikus illetve poszt-endocitotikus 

folyamatok szintén szoros összefüggést mutatnak a citoszkeletális rendszerrel (Rodriguez-

Boulan, Kreitzer és mtsai, 2005). Lehetséges, hogy a CD44 expresszió siRNS-sel való gátlása 

hatással volt az endocitótikus rendszerre és ennek révén fejtette ki a trastuzumab-

internelizációt gátló hatását. Ugyanakkor az az alternatíva sem elvethetı, hogy a fokozott 

CD44 expresszió trastuzumab internalizációra illetve ErbB2-re kifejtett stimuláló hatása 
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jelentısen csökkent a CD44 expressziójának gátlásával. Annak a megfigyelésnek, hogy a 

CD44 szerepet játszhat az ErbB2 internalizációjában és down-regulációjában, terápiás 

vonatkozása is lehet, hiszen az ErbB2-t célzó radioaktív immunotoxinok vagy 

kemoterapeutikumok hatásának értelmezésénél a CD44 ErbB2 internalizációt módosító 

hatását is figyelembe kell venni. 

 

5.4.  A 4-metilumbelliferon (4-MU) fokozza a trastuzumab tumornövekedést gátló 

hatását JIMT-1 xenograftokban 

Kísérleti eredményeink a CD44 szerepét igazolták a trastuzumab internalizációjában in 

vivo és in vitro. Irodalmi adatok a trastuzumab rezisztencia többféle értelmezését adják, 

ugyanakkor egyik leírás sem teljesen bizonyított. Mivel a tumor xenograftok 

immunhisztokémiai vizsgálata arra utalt, hogy a CD44 befolyásolja a trastuzumab 

internalizációját, vizsgálni kívántuk, hogy a CD44-hialuronsav útvonalnak lehet-e hatása a 

trastuzumab terápiás hatékonyságára in vivo. A JIMT-1 sejtekkel beoltott SCID egereket 4-

MU-nal (a hialuronsav szintetáz gátlószere) (Yoshihara, Kon és mtsai, 2005), 

trastuzumabbal, illetve ezek kombinációjával való kezelését közvetlenül a tumorsejtek 

injektálását követıen elkezdtük. Munkacsoportunk korábbi eredményei igazolták, hogy a 

JIMT-1 sejtek (melyek in vitro trastuzumab rezisztensek) a SCID egerekbe való beoltást 

követıen indított trastuzumab kezelésre reagáltak az elsı 28 napos idıszakban (Barok, Isola 

és mtsai, 2007). Kísérletünkkel vizsgálni kívántuk a CD44 és hialuronsav szerepét a 

trastuzumab rezisztenciában és esetlegesen értelmezni a szenzitív-rezisztens periódus 

változásait. A kezelések során közel 60 napig nyomon követtük a xenograftok méretbeli 

változásait, eredményeinket foglalja össze a 8. ábra. Mérési értékek azt mutatják, hogy a 4-

MU kezelés trastuzumabbal kombinálva (◊) lényegesebben hatékonyabban gátolta a tumor 

növekedését, mint a trastuzumab monoterápia (8/A ábra). Ugyanakkor érdekes módon a 4-
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MU kezelésnek önmagában nem volt tumornövekedést gátló hatása (▼) (8/A ábra) annak 

ellenére, hogy alkalmazása közel 40%-kal csökkentette a hialuronsav mennyiségét JIMT-1 

tumorszövetben (8/B ábra). 

 

8. ábra. A 4-metilumbelliferon (4-MU) fokozza a trastuzumab tumornövekedést gátló 
hatását és gátolja az ErbB2 expressziót JIMT-1 xenograftokban.  
A: A JIMT-1 sejtekkel beoltott SCID egereket fiziólógiás sóoldattal (●), trastuzumabbal (○), 
4-MU-val (▼) és trastuzumab+4-MU-val (◊) kezeltünk, majd nyomon követtük a tumor 
méretének változását. A 4-MU kezeléseket 8 óránként, a trastuzumab illetve fiziológiás 
sóoldattal való kezeléseket hetente végeztük, az utóbbiak idıpontját az ábrán nyilak jelölik. 
B: A xenograftokból készült metszeteket fluoreszcensen jelöltük: a hialuronsavat biotion-
HABC-el és fluoreszcein-avidinnal, a CD44-t és az ErbB2-t megfelelı antitestekkel. A JIMT-
1 sejtek membránját a megfelelı algoritmussal azonosítottuk. A hialuronsav, a CD44 és az 
ErbB2 expressziós szintjét értékeltük a különbözı módon kezelt egerekben és a 
hisztogrammon a következı jelöléseket alkalmaztuk: trastuzumab (fehér), 4-MU (sávozott), 
trastuzumab+4-MU (szürke). A mért eredményeket a fiziológiás sóoldattal kezelt SCID 
egerek (fekete) esetén mért eredményekre normalizálva ábrázoltuk. 
 

Irodalmi adatok a sejt-hialuronsav interakciót alapvetı fontosságúnak írták le a rákos sejtek 

túlélésében és metasztázisában (Toole, Wight és mtsai, 2002). Érdekes módon JIMT-1 

sejteknél nem volt kimutatható ez a hatás, mivel a 4-MU alkalmazása önmagában ugyan 

csökkentette a hialuronsav szintjét a sejtek körül, de a tumor növekedését nem gátolta meg. 

napok a tumorsejtek oltását követõen
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Ugyanakkor a jelenség hátterében az is állhat, hogy a 4-MU által kifejtett hatás nem volt 

elegendı a tumor-gátlás kialakulásához, de elegendı lehet a receptor epitópjának szabaddá 

tételéhez. A hialuronsav-mennyiség csökkentése mellet a CD44 expresszióját viszont fokozta 

a 4-MU kezelés, amit a CD44 hialuronsav által mediált dow-regulációjának csökkenésével 

értelmezhetünk (Knudson, Chow és mtsai, 2002). A trastuzumab kezelt sejteken 

megfigyelhetı emelkedett CD44 szint a molekula csökkent sheddingjének lehet az 

eredménye, amit a trastuzumab kezelés válthat ki (l. késıbb). A 4-MU kezelés nem csupán a 

CD44-re és a hialuronsavra volt hatással, hanem leszabályozta az ErbB2-t, hasonlóan a 

trastuzumabhoz. Ez az eredmény alátámasztja korábbi megfigyeléseinket, amelyek a JIMT-1 

sejteken megfigyelhetı emelkedett CD44 expressziós szint és a fokozott ErbB2 internalizáció 

közötti összefüggést írták le (6. ábra). Összegzésként elmondható, hogy a 4-MU nem csupán 

fokozta a trastuzumab tumor-növekedést gátló hatását, hanem fokozta az ErbB2 trastuzumab 

mediálta internalizációját is (8/B ábra). Kísérleti eredményeink és korábbi irodalmi adatok 

alapján feltételeztük, hogy a 4-MU az ErbB2 trastuzumab-kötı epitópjának szabaddá tétele 

(unmasking) fejti ki hatását. Feltételezésünk alátámasztásához szükséges volt a hialuronsav 

plazmamembránhoz való kolokalizációjának kimutatása. A xenograftokból készített 

metszeteken fluoreszcensen jelöltük a hialuronsav illetve a CD44 molekulákat. 

Eredményeink azt mutatták, hogy a hialuronsav a sejtmembránhoz közel helyezkedik el, 

ugyanakkor természetesen más szöveti részeken is megtalálható volt (9/A-C ábra).  
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9. ábra. A hialuronsav szintetáz gátlása fokozta a trastuzumab kötıdését az ErbB2-höz. 
A-C: Fiziológiás sóoldattal kezelt egerekbıl készített metszeteken a hialuronsavat biotin-
HABC-vel (A), a CD44-et monoklonális antitesttel (B) jelöltük. A színes ábra (C) a 
hialuronsav (zöld) és a CD44 (vörös) kolokalizációját szemlélteti. Trastuzumabbal (D) és 
trastuzumab+4-MU-val (E) kezelt egerekbıl készített metszetek trastuzumabot felismerı 
anti-humán IgG-vel (zöld) és ErbB2 ellenes antitesttel (vörös) jelölve. A kontur-plot (F) a 
trastuzumab fokozott kötıdését mutatja az ErbB2-hoz a trastuzumab+4-MU kezelt egerekben 
(vörös) a csak trastuzumabbal kezelt egerekhez viszonyítva (fekete). A tengelyek a 
trastuzumab illetve az ErbB2 elleni antitest intenzitását mutatják a vizsgált pixelekben. In 

vitro tenyésztett JIMT-1 sejtek 2 napos 4-MU kezelése (G). A kontrol (fekete) és a 4-MU 
kezelt (vörös) sejteket egyaránt AlexaFluor488-trastuzumab és AlexaFluor647-2C4 antitesttel 
jelöltük. A 2C4 antitesttel az ErbB2 mennyiséget detektáltuk. 

a 
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A következı lépésben a trastuzumab/ErbB2 arányt határoztuk meg kontrol és trastuzumab+4-

MU kezelt egerekben. Eredményeink azt mutatták, hogy a trastuzumab+4-MU-val kezelt 

egerekben a trastuzumab kötıdése az ErbB2-höz lényegesen magasabb volt, mint a kontroll 

egerekben (9/D-E ábra). A képek kvantitatív elemzése megerısítette az elıbbi eredményt: a 

trastuzumab nagyobb mértékben kötıdött a 4-MU-val kezelt egerekben (9/F ábra). A 

következı kísérletben a 4-MU trastuzumab kötıdésére kifejtett hatását in vitro, JIMT-1 

sejttenyészetben is vizsgáltuk, melynek során a sejteket 48 órán át 4-MU-val kezeltük és a 

kezelést követıen AlexaFluor488-trastuzumabbal és AlexaFluor647-2C4 antitesttel jelöltük. 

A 4-MU kezelés ebben az esetben is fokozta a trastuzumab kötıdését az ErbB2-hoz, habár a 

kontrolltól való eltérés kisebb mértékő volt, mint az in vivo kísérletben (9/G ábra). A 

tapasztalt eredményhez az is hozzájárulhatott, hogy az in vitro kísérletben a trastuzumab nem 

volt képes kifejteni ErbB2-t down-reguláló hatását, mivel a trastuzumab kezelés csak 30 

perces volt szemben az in vivo kísérlet több hetes kezelési idıtartamával. A kísérlet tervezése 

során a trastuzumab kötı epitóp maszkolás-érzékenységet is figyelembe vettük, tehát azt a 

jelenséget, hogy egy másik, nagymérető molekula (pl MUC-4) képes maszkolni trastuzumab 

kötıhelyét (Nagy, Friedlander és mtsai, 2005). Mivel az ErbB2-76.5 és a 2C4 antitesteket 

kötı epitópok kevésbé érzékenyek a maszkolásra, ezért feltételeztük, hogy az adott antitestek 

intenzitása az ErbB2 mennyiségét reprezentálja, így kontrollnak tekinthetı. A 4-MU hatása 

nem feltétlenül csak a hialuronsav szintre kifejtet hatása révén értelmezhetı. Irodalmi adatok 

szerint a 4-MU sokkal nagyobb mértékben gátolta a keratinociták proliferációját, mint 

amilyen mértékben gátolta a hialuronsav szintjét (Rilla, Pasonen-Seppanen és mtsai, 2004). 

Elképzelhetı, hogy a 4-MU antiproliferatív és hialuronsav szintézist gátló hatása egymástól 

független. JIMT-1 sejteken illetve xenograftokon végzett, egymást alátámasztó in vitro és in 
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vivo kísérleti eredmények megerısítik a hialuronsav általunk feltételezett maszkoló hatását az 

ErbB2 trastuzumabot kötı epitópja kapcsán. 

 

5.5 A CD44 alapvetı fontosságú a JIMT-1 sejtek proliferációjához in vitro 

Mivel kimutattuk, hogy a trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejtvonalon a CD44 fokozott 

mértékben expresszálódik, és fokozza az ErbB2 trastuzumab-mediálta internalizációját, 

felmerült a kérdés, hogy a CD44 expressziójának gátlása hatással van-e a trastuzumab 

hatására in vitro. Irodalmi adatok már elızıleg bemutatták, hogy a JIMT-1 sejtek 

rezisztensek a trastuzumab kezelésre in vitro (Tanner, Kapanen és mtsai, 2004).  
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10. ábra A CD44 expressziójának siRNS-sel való csökkentése gátolta a JIMT-1 sejtek 
proliferációját.  
Azonos számú mock-transzfektált (fehér oszlop), GFP siRNS-sel transzfektált (fekete oszlop) 
és CD44 siRNS-sel transzfektált (szürke oszlop) sejtet tenyésztettünk 20µg/ml trastuzumab 
(+trast) jelenlétében vagy hiányában (-trast) 72 órán át. A sejtszámot a mock-transzfektált 
trastuzumabbal nem kezelt sejtek számára normálva ábrázoltuk. 
 

Kísérleti eredményeink azt mutatták, hogy a JIMT-1 sejtek proliferációja gátolható volt a 

CD44 expressziójának siRNS mediálta gátlásával (10. ábra), ugyanakkor a trastuzumab és a 

CD44siRNS hatása között nem volt kölcsönhatás, mivel a trastuzumab nem fokozta a 

CD44siRNS hatását. Ezt a CD44siRNS és a trastuzumab közötti antagonizmus is okozhatja, 
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hiszen a CD44siRNS gátolja a trastuzumab internalizációját. Szintén nem téveszthetı szem 

elıl az a tény, hogy in vivo és in vitro a sejtfelszíni CD44-hez kötıdı hialuronsav mátrix 

jelentıs eltérést mutat komplexitásában, így az in vivo és in vitro eredmények nem 

összevethetıek. Az SKBR-3 sejtek alapvetıen szenzitívek a trastuzumab kezelésre és 

alacsony CD44 expressziós szintjük révén a CD44 expressziójának siRNS-sel való 

csökkentése nem volt lényeges hatással ezen sejtek proliferációjára (10. ábra). 

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

és internalizációját 

 Kísérleti eredményeink a CD44 fokozott expresszióját és a trastuzumab indukálta 

ErbB2 internalizációban betöltött stimuláló szerepét igazolták. A megfigyelt hatásokon túl a 

CD44 hatásmechanizmusáról is több információt kívántunk kapni. Ezt a célt szolgálták a 

CD44 shedding szerepét elemzı kísérleteink, melyek azokra az irodalmi adatokra 

támaszkodtak, hogy a CD44 funkcionális szabályozásának egyik kulcsfontosságú eleme 

extra- illetve intracelluláris doménjeinek proteolitikus hasítása (sheddingje) (Nagano és Saya, 

2004). A hasítást követıen az intracelluláris domén a sejtmagba transzlokálódik, a 

transzlokáció indukálta folyamatok alapvetı fontosságúak a sejtek migrációjában (Nagano és 

Saya, 2004). Mivel a CD44-rıl és az ErbB fehérjékrıl egyaránt leírták, hogy szerepük 

alapvetı a metasztatikus folyamatokban, meg kívántuk vizsgálni, hogy a két molekula által 

mediált jelátviteli folyamatok kölcsönhatnak-e CD44 esetén a molekula mőködése 

szempontjából meghatározó endocitotikus és hasítási folyamatokban. Hialuronsav 

fragmentekrıl (Sugahara, Hirata és mtsai, 2006) és az EGF-rıl (Murai, Miyauchi és mtsai, 

2006) kimutatták, hogy fokozzák a CD44 hasítását. A hialuronsav a CD44-re kifejtett hatása 

mellett a receptor mediált endocitózisra és endoszómális degradációra is hatással van 

(Tammi, Rilla és mtsai, 2001). Kísérleteink során meg kívántuk vizsgálni, hogy a hialuronsav 

fragment, az EGF (az ErbB1 ligandja) és a heregulin (az ErbB3 ligandja) a hatással van-e a 



Eredmények és megbeszélésük 
 

 52 

CD44-re az általunk modellként használt trastuzumab rezisztens JIMT-1 sejteken. A 

lehasított extracelluláris domén koncentrációját ELISA módszerrel határoztuk meg, az 

internalizációt konfokális mikroszkópiával követtük nyomon. Ennek során az extracelluláris 

CD44 domént Hermes-3, az intracelluláris domént az erre a doménre specifikus anti-CD44-

cyto antitesttel jelöltük. Eredményeink azt mutatták, hogy mindhárom általunk vizsgált 

vegyület (hialuronsav, EGF, heregulin) stimulálta a CD44 sheddingjét (11. ábra, p<0,05), 

amit a CD44 endocitózisa és intramembrán proteolízise követett. A megfigyelt, CD44-re 

pozitív vezikulumok száma alapján elmondható, hogy a hialuronsav fragment, az EGF és a 

heregulin egyaránt fokozta a CD44 endocitózisát (12. ábra).  
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11. ábra A hialuronsav, az EGF és a heregulin fokozták a CD44 sheddingjét.  
JIMT-1 sejteket monoklonális antitesttel elıkezeltünk 30 percen át jégen, majd 100 µg/ml 
hialuronsav oligoszachariddal, 10 nM EGF-fel illetve 10 nM heregulinnal kezeltünk 60 
percig 37 oC-on. A sejtek felülúszóját összegyőjtöttük, majd a CD44 ektodomén 
koncentrációját ELISA-val határoztuk meg. Az ábra három független kísérlet átlagát mutatja 
be (±SD).  
 

A konfokális mikroszkóppal készített felvételeket kvantitáltuk oly módon, hogy külön 

értékeltük az intracelluláris fluoreszcencia intenzitást, valamint a sejtmembrán fluoreszcencia 
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intenzitását. A képek elemzésekor kapott anti-CD44-cyto és Hermes-3 arány megerısítette 

azt a korábbi megállapításunkat, hogy a hialuronsav oligomer, az EGF és a heregulin fokozta 

a CD44 endocitózisát (13. ábra, p<0,05). Az anti-CD44-cyto és Hermes-3 antitestekkel kapott 

intenzitások átfedése arra enged következtetni, hogy az endocitózis során az esetlegesen a sejt 

belsejébe került teljes antitest, valamint a hasított CD44 egyaránt akkumulálódhat 

intracellulárisan. 

12. ábra Konfokális mikroszkópiás felvételek az EGF-szerő növekedési faktorok, az 
ErbB1 és ErbB2 elleni antitestek CD44 sheddingre kifejtett hatásáról. 
JIMT-1 sejteket növekedési faktorokkal, hialuronsavval valamint monoklonális antitestekkel 
kezeltünk fedılemez-aljú kamrában egy éjszakán át. A kezelést követıen fixáltuk, 
permeabilizáltuk és festettük a sejteket AlexaFluor647-Hermes3 CD44 elleni antitesttel 
(vörös), mely az extracelluláris doménhez kötıdik. A CD44 intracelluláris doménjét 
elsıdlegesen anti-CD44-cyto antitesttel, majd AlexaFluor488-anti-rabbit IgG (zöld) jelöltük. 
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: képanalízis: A kék csík a membránt, 
a körülötte levı vörös sáv a membránként értelmezett pixeleket, a belsı zöld terület pedig az 
intracelluláris teret jelöli.  
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13. ábra A 12. ábra konfokális felvételeinek kvantitatív analízise a CD44 
internalizációjáról.  
A fehér oszlopok a hasított CD44 arányát mutatják a CD44ICD/CD44ECD hányados alapján, 
melyet az anti-CD44cyto antitest (CD44ICD) és a Hermes-3 (a CD44 extracelluláris doménje 
elleni antitest, CD44ECD) háttérkorrigált fluoreszcencia intenzitásainak hányadosa alapján 
határoztunk meg. A fekete oszlopok az intracelluláris és membrán jelek hányadosai, melyek a 
CD44 internalizációt jellemzik. 
 

Nem csupán növekedési hormonok és hialuronsav, hanem ErbB fehérjék elleni antitestek 

hatását is vizsgáltuk. Ezen kísérleteink során cetuximab (EGF elleni antitest), pertuzumab 

(ErbB2 elleni antitest) hatását követtük nyomon. Mindkét antitest az adott fehérje által 

mediált szignáltranszdukciós útvonalat blokkolja különbözı mechanizmusokkal. Vizsgálni 

kívántuk, hogy ezek az ErbB1-t illetve ErbB2-t blokkoló antitestek hatással vannak-e az 

általunk korábban tapasztalt EGF és heregulin által fokozott CD44 hasításra. Az elızı 

kísérlethez hasonló módon végzett és ELISA-val detektált eredményeink azt mutatták, hogy 

az ErbB2 elleni antitest (pertuzumab) szignifikánsan gátolta a CD44 EGF és heregulin által 

fokozott sheddingjét és internalizációját. A cetuximab (ErbB1 elleni antitest) gátolta az EGF 
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hatását, ami azzal értelmezhetı, hogy a cetuximab blokkolja az EGF kötıdését a receptorához 

(ErbB1). Ezek az eredmények megerısítették az elızı kísérletben a ligandokkal való 

stimulálást követıen tapasztalt hatást. A hialuronsav oligoszacharid áltál kiváltott CD44 

hasítás indukcióját viszont nem mérsékelte a cetuximabbal való kezelés. Azt a megfigyelést, 

hogy a pertuzumab mind a heregulin, mind az EGF által kiváltott hatást gátolta, 

összefüggésbe lehet hozni azzal az ismert jelenséggel, hogy az ErbB fehérjék egymással való 

heterodimerizáció révén fejtik ki hatásukat (Agus, Akita és mtsai, 2002): Az az eredmény, 

hogy a pertuzumab nagyobb mértékben gátolta a heregulin indukciós hatását, mint az EGF-ét, 

jól korrelál azzal az irodalmi adattal, hogy az ErbB2 elsıdleges heterodimerizációs partnere 

az ErbB3, ami viszonylag magas szinten expresszálódik JIMT-1 sejteken, és mivel 

tirozinkináz aktivitással nem rendelkezik, hatásának kifejlıdéséhez obligát módon 

asszociálnia kell az ErbB2-vel (Tanner, Kapanen és mtsai, 2004). Az EGF hatás kisebb 

mértékő gátlásának az oka az lehet, hogy az ErbB1 homodimerként is aktív (Yarden és 

Sliwkowski, 2001) és a homodimerizációt nem gátolja a pertuzumab (Laux, Jain és mtsai, 

2006). Összegezve a pertuzumabnak illetve a cetuximabnak nem volt önmagában hatása a 

CD44 hasítására, csupán a korábban mért EGF, heregulin és hialuronsav indukcióra voltak 

hatással eltérı módon. 

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

 A trastuzumab hatásmechanizmusa igen komplex és a trastuzumabbal szembeni 

rezisztencia mechanizmusa sem teljesen értelmezett. Ugyanakkor számos kísérleti eredmény 

támasztja alá, hogy a trastuzumab rezisztenciában az ErbB fehérjék mediálta 

szignáltranszdukciós útvonalak alapvetı fontosságúak (Kumar, 2007) és az ErbB2 

trastuzumab által gátolt sheddingjérıl is rendelkezésünkre állnak irodalmi adatok (Molina, 

Codony-Servat és mtsai, 2001). Kísérleteink igazolták az ErbB2 és CD44 kapcsolatát JIMT-1 

sejteken, illetve saját és irodalmi adatok az ErbB fehérjék szerepét a CD44 hasításában 
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(Murai, Miyauchi és mtsai, 2006), ezért meg kívántuk vizsgálni, hogy a trastuzumab hatással 

van-e a CD44 sheddingjére. Mérési eredményeink azt mutatták, hogy a trastuzumab egyaránt 

gátolta a CD44 heregulin és hialuronsav oligoszacharid által indukálta sheddingjét, a CD44 

endocitózisát illetve a sejtmembránon belüli hasítását (11-13 ábra). Mivel a trastuzumab 

ErbB2 elleni antitest, ezek az eredmények arra engednek következtetni, hogy ErbB2 része 

lehet a CD44 mediálta jelátviteli komplexnek és befolyással lehet a CD44 hasítására is. A 

trastuzumab hialuronsav oligoszacharid által kiváltott indukcióra gyakorolt gátlása szintén 

értelmezhetı az ErbB2-re kifejtett gátlásával, amennyiben elfogadjuk az ErbB2 irodalomban 

leírt aktiváló hatását. Hasonló kapcsolatot írtak le a multidrog rezisztencia, a CD44 és az 

ErbB2 expressziója között, ahol az ErbB2-nek szerepe volt a P-glikoprotein hialuronsav 

mediálta indukciójában (Misra, Ghatak és mtsai, 2005). 

In vitro eredményeinket, melyek a trastuzumab CD44 shedding gátló hatását mutatták 

in vivo is megvizsgáltuk JIMT-xenograftból vett mintákon. Hét hetes nıstény SCID egerekbe 

subcutan 5×106 JIMT-1 sejtet oltottunk, majd az oltással azonos idıpontban kezdtük a 

hetenkénti trastuzumab kezelést 5 µg/g dózisokban. Kontrollként a fiziológiás sóoldattal, 

azonos körülmények között kezelt egereket vizsgáltuk. A trastuzumab korábbi 

kísérleteinkben szignifikánsan gátolta a tumor növekedését (Barok, Isola és mtsai, 2007; 

Palyi-Krekk, Barok és mtsai, 2007) ezért összehasonlításkor nem a kezelés idıtartama, 

hanem azonos tumorméret esetén vettünk mintát. Vérmintavételkor a kontrol egerek 5 

hetesek, a trastuzumab kezelt egerek 9-11 hetesek voltak, a tumor méret mindkét esetben 400 

mm3 körül volt (ezt tekintettük kis mérető tumornak) (14. ábra). 
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14. ábra. Trastuzumab gátolta a CD44 sheddingjét kismérető JIMT-1 xenograft 
tumorban.  
A SCID egerekbıl győjtött vérmintákat a tumorok mérete alapján két csoportba osztottuk: 
kismérető tumornak tekintettük a trastuzumab kezelt egerekben 390 mm3-es, kontrol 
egerekben a 400 mm3–es tumorokat, nagyméretőnek a fenti csoportokban a 848 mm3 és 859 
mm3–es tumorokat. Négy független kísérlet eredményének átlagát (±SD) szemlélteti az ábra, 
ahol a kontroll egerekben mért értékeket a fehér, a trastuzumabbal kezelt egerekben mért 
értékeket a fekete oszlopok mutatják. 
 

Eredményeink azt mutatták, hogy a trastuzumab szignifikánsan (p<0.05) csökkentette a vér 

CD44 koncentrációját. Mivel az általunk alkalmazott ELISA kit humán CD44-re volt 

specifikus, ezért az egérszövetekbıl lehasított CD44 által adott hibát kizártuk. Ez az 

eredmény párhuzamba hozható korábbi eredményeinkkel, amelyek azt mutatták, hogy a 

trastuzumab csökkentette vérben keringı daganatos sejtek számát (Barok, Balazs és mtsai, 

2007). Feltételezhetı, hogy a CD44 sheddingjének trastuzumab indukálta gátlása 

kapcsolatban állhat az antitest metasztázist gátló hatásával. Nagy tumorok esetén vett 

vérmintáknál is megvizsgáltuk a CD44 koncentrációt, ahol 7-9 hetes kontrol egerekbıl és 13-

14 hetes trastuzumabbal kezelt egerekbıl vettünk mintát. Érdekes módon azt tapasztaltuk, 

hogy nagy tumorméretnél a trastuzumab nem volt jelentıs hatással a CD44 koncentrációjára. 

A jelenség hátterében állhat az a korábbi megfigyelésünk, hogy 10 hetes kezelést követıen 

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

által kiváltott sejtmozgásra 

   

 

 
15. ábra A trastuzumab, a pertuzumab és a cetuximab hatása a hialuronsav, az EGF 
valamint a heregulin indukálta sejtmotilitásra JIMT-1 sejtkultúrában.  
Konfluens JIMT-1 sejtkultúrákban pipettaheggyel sejtmentes sávot húztunk, majd 0 és 24h-
nál készített transzmissziós felvételek alapján nyomon követtük a különbözı kezelések 
hatását a sejtmotilitásra. A: kontroll 0h, 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 nagyítással 
készültek. K: a sejtmentes sáv szélességének analízise. 
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Mivel irodalmi adatok a CD44 sheddinget alapvetı fontosságúnak írják le a sejtek 

motilitásában, meg kívántuk vizsgálni, hogy az általunk tapasztalt hatások, amelyek 

befolyásolták a CD44 sheddingjét, hatással vannak-e a sejt-motilitásra is. A sejtmigráció 

értékelésére az úgynevezett karcolási próbát (in vitro scratch assay) alkalmaztuk, amely 

módszer egyszerő módon teszi lehetıvé a sejtmigráció mérését (Liang, Park és mtsai, 2007). 

Eredményeink alapján elmondható, hogy a hialuronsav oligoszacharid, az EGF valamint a 

heregulin fokozta a sejtek migrációját a kezeletlen mintához viszonyítva (p<0.05, 15. ábra), 

mely eredmény korrelál korábbi megfigyeléseinkkel. Az antitestekkel végzett kezelések 

eredményei jól korreláltak a CD44 shedding mértékével, hiszen a pertuzumab gátolta mind az 

EGF, mind a heregulin motilitásfokozó hatását, a cetuximab csak az EGF hatását blokkolta, a 

trastuzumab viszont gátolta a hialuronsav és a heregulin hatását is. Az általunk megfigyelt 

sejtmotilitásra kifejtett hatás azért is figyelemreméltó, mivel a tumoros betegek túlélését 

alapvetıen befolyásolja a metasztázisok képzıdése, amely a rákos sejtek motilitási 

képességén alapul. Az ErbB ellenes antitestek ezen hatásának potenciális klinikai 

vonatkozása további vizsgálatokat igényel.  

 
 
5.9. A hialuronsav oligoszacharid hatása a trastuzumab internalizációjára 

 Kísérleti eredményeink az igazolták, hogy az ErbB receptoroknak hatása van a CD44 

hasítására és internalizációjára, ezért meg kívántuk vizsgálni, hogy a másik, vagyis a CD44 

irányából tapasztalunk-e hatást az ErbB fehérjék mőködésére, konkrétan a trastuzumab kötött 

ErbB internalizációjára (röviden trastuzumab internalizáció). Ezt oly módon vizsgáltuk, hogy 

JIMT-1 sejteket a CD44 elsıdleges ligandjával, hialuronsavval kezeltük, majd mértük a 

trastuzumab internalizációt. Eredményeink az mutatják, hogy a trastuzumab internalizációja 

szignifikánsan fokozódott (p<0.05) a hialuronsavval kezelt mintákban a kontroll sejtekhez 
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viszonyítva (16. ábra). Ez az eredmény megerısíti azt a feltevésünket, amely feltételezi a 

CD44 és az ErbB2 molekulák kapcsolatát JIMT-1 sejteken. 
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16. ábra A hialuronsav oligoszacharid fokozza a trastuzumab internalizációját. JIMT-1 
sejteket 100 µg/ml hialuronsav oligoszachariddal elıkezeltünk 15 percig 
szobahımérsékleten. A kezelt sejtekhez 20 µg/ml AlexaFluor647-trastuzumab jelenlétében 
inkubáltuk 15 percig jégen (a megfelelı antitestkötıdés érdekében), majd 37 oC-on az ábrán 
jelölt idıtartam alatt áramlási citometriás méréssel meghatároztuk az internalizált 
trastuzumab mennyiséget. Az ábra hat független kísérlet átlagát mutatja be (±SD). 
 
 
5.10. Konklúzió 

 Munkánk során a trastuzumab rezisztencia kapcsán eddig nem elemzett területet a 

CD44 szerepét vizsgáltuk a rezisztencia mechanizmusával kapcsolatban. Eredményeink 

egyrészt megerısítették a CD44 és ErbB2 közötti kolokalizációt leíró irodalmi adatokat 

(Bourguignon, Zhu és mtsai, 1997), másrészt kiegészítették az eredeti modellt a receptorok 

közötti molekuláris szintő kapcsolatot FRET mérésekkel alátámasztva. Ígéretes, új 

megfigyelésünk, hogy a CD44 fokozott expressziója elsısorban a trastuzumab rezisztens 

sejtvonalakban volt megfigyelhetı emlıtumoros és gyomortumoros (saját nem publikált 

adatok) sejtvonalakban egyaránt. Ezen eredményünk jól illeszkedik azoknak a 

megfigyeléseknek a sorába, amely sejtfelszíni receptorok jelentıségét írták le malignus 

elváltozásokban többek között egyes duktális emlıkarcinómáknál az ErbB2 (Slamon, 
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Godolphin és mtsai, 1989), akut mieloid leukémia (AML) esetén a CD33, non-Hodgkin 

limfómánál (NHL) a CD20 (Stern és Herrmann, 2005) fehérjékkel kapcsolatban. Vizsgálati 

eredményeink alátámasztják a CD44 szerepét az ErbB2 trastuzumab indukálta 

internalizációjában és antitest-kötı epitópjának „maszkolásában”, az utóbbi esetben 

megfigyelt funkció korrelál a MUC-4 molekula esetén megfigyelt hatással (Nagy, 

Friedlander és mtsai, 2005). Az EGF mitótikus és sejtmotilitásra kifejtett hatása függ a CD44 

aktivációjától (Ellis, Schor és mtsai, 2007). A CD44 elsıdleges ligandjának tekintett 

hialuronsav szükséges a szív mesenchyma ErbB2 és ErbB3 indukálta fejlıdéséhez 

(Camenisch, Schroeder és mtsai, 2002). Megfigyeléseink alapján és az irodalmi adatok 

alapján feltételezzük, hogy az ErbB2, a CD44 és az ErbB1 fehérjék funkcionális egységet 

alkotnak a sejtmembránban, és hatással lehetnek egymás hasítási, endocitótikus és jelátviteli 

folyamataira. A komplexnek meghatározó szerepe lehet a sejtek motilitásában is.   

Megfigyeléseink segíthetik az ErbB2 és ErbB1 célzott terápiák tervezését, amelyekben a 

terápia kiválasztásánál nem csupán a célmolekulák, hanem a CD44 expresszióját is 

figyelembe kell venni. A szolubilis CD44 vizsgálata során kapott eredményeink felvetik a 

szolubilis CD44 szint, mint metasztázis prediktor ágens figyelembevételének és 

alkalmazásának lehetıségét.  
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6. Összefoglalás és gyakorlati jelentıség 
 

Munkánk során célul tőztük ki a CD44 molekula szerepének vizsgálatát az ErbB2 

célzott tumorterápia során kialakuló trastuzumab rezisztenciában. Mérési eredményeink 

alapján az alábbi következtetéseket vontuk le: 

- Kísérleteinkkel kimutattuk, hogy a CD44 molekula fokozottan expresszálódik JIMT-1 

trastuzumab rezisztens emlıtumor sejtek felszínén és asszociál az ErbB2-vel. 

- A CD44 fokozott expresszióját és az ErbB2 trastuzumab indukálta internalizációját 

figyeltük meg JIMT-t xenograftokon SCID egerekkel végzett kísérleteinkben, mely 

pozitív korrelációt mutatott a sejtek CD44 expressziójával 

- A CD44 expresszió RNS interferenciával való gátlása jelentısen csökkentette a 

trastuzumab internalizációt in vitro. 

- A általunk alkalmazott 4-metilumbelliferon - mint a hialuronsav-szintetáz gátlószere - 

alkalmazásával fokozható volt a trastuzumab tumornövekedést gátló hatása SCID 

egerekben, melyet valószínőleg a hialuronsav szintézis gátlása miatt csökkent ErbB2 

maszkolás és a fokozott trastuzumab kötıdés okozott. 

- A CD44 alapvetı szerepét mutattuk ki JIMT-1 sejtek életképességének 

fenntartásában, ill. proliferációjában, mely a trastuzumab citosztatikus hatását nem 

fokozta. 

- A CD44 shedding vizsgálata során a kísérleti eredményeink az EGF, a heregulin 

valamint a hialuronsav oligoszacharid CD44 sheddinget indukáló hatását mutatták ki, 

amely ErbB elleni antitestekkel gátolható volt. 

- A tumorok metasztázisképzését meghatározó motilitási vizsgálataink megerısítették a 

CD44 shedding mérési eredményeinket az alkalmazott ErbB ellenes antitestekek 

motilitást gátló hatásával kapcsolatban. 
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Kísérleti eredményeink az ErbB2 overexpresszió és a trastuzumab rezisztencia 

kérdéskörében az ErbB2 és a CD44 eddig nem ismert kapcsolatát mutatták ki. Az ErbB2 

trastuzumab kötı epitópjának maszkírozásában a hialuronsav is részt vesz, ezért a 

hialuronsav szintézis gátlása jelentıs mértékben fokozza a trastuzmab citosztatikus hatását. 

Eredményeink alapján feltételezhetı, hogy az ErbB2-CD44 komplexhez az ErbB1 molekula 

is kapcsolódik és klasztert alkotva funkcionális egységet alkotnak a sejtmebránban. A 

klasztert alkotó molekulák hatással vannak egymás hasítására és endocitotikus folyamataira, 

és együttesen befolyásolhatják a sejtek motilitását. Kísérleteink alapján az oldható CD44 

molekula vizsgálata egy a metasztázis kockázatát megjósoló mérési módszer alapját 

képezheti. 
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