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1. BEVEZETES

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata segitségiinkre lehet a sejtek magasabb
szervezOdési szintli molekularis komplexeinek, azok struktura-fliggd funkciojanak, és ezen
keresztiil a jelatviteli folyamatok szabalyozasanak megértéséhez. A fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer (FRET) alapi modszerek kivalo Ilehetdséget nyujtanak biomolekulak
beliil. A FRET segitségével molekuléris tavolsagokat lehet meghatirozni €16, ép funkcioja
sejteken.

A FRET modszer egyik leghatékonyabb alkalmazasa az aramlasi citometrias
energiatranszfer (FCET) mérés, amely nagy szamu €10 sejten, megbizhato statisztikaval teszi
lehetévé a molekuldk kozelségének nyomon kovetését. Az utdbbi években nagyobb
teljesitményti, olcs6 didda és szilardtest lézerek valtak elérhetdvé, és nagyszamu 1j
fluoreszkald festékmolekula keriilt kifejlesztésre. A sok lehetséges kombindcié igy felveti,
hogy milyen festékek is tekinthet6k optimalisnak egy adott lézergerjesztéssel rendelkezd
aramlasi citométernél. Munkank soran hét fluoreszkdlo festéket vizsgaltunk meg harom
aramlasi citométeren ¢és meghataroztuk a FCET mérések jellemzésére alkalmas
paramétereket.

Az ErbB2 az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad tagja és a sejtek
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sejtfelszini kifejez6désén alapul. Eddig két ErbB2 tdmadaspont, humanizalt antitest alapt
immunterapat is kifejlesztettek mar, de ezen antitestek pontos hatasmechanizmusa - mely
feltehetden a kotdhely térbeli elhelyezkedésének és molekuldris kdlesonhatasainak fliggvénye
- még nem ismert. Kisérleteinkben az altalunk optimalizalt FCET modszerrel kivantuk
feltérképezni az extracellularis doménen 1évd antitest kotOhelyeket, és megéllapitani az
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segitségével kivantuk megalkotni az ErbB2 molekula teljes szerkezetét.

A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer elmélete és aramldsi citometrids

megvalositisa

A FRET jelenség egy olyan folyamat, melynek soran egy gerjesztett allapotban 1évo

fluoreszkalé molekula (donor) energidjat, foton megjelenése nélkiil, egy nagy hatdtavolsagu



dipolus-dipdlus kolesonhatas eredményeként egy masik molekuldnak (akceptor) adja at. Az
energiatranszfer hatékonysadga a donor és akceptor tavolsagara rendkiviil érzékeny és a
tavolsag hatodik hatvadnyédval meredeken csékken 1 — 10 nm tivolsadgon beliil, igy mintegy
,»spektroszkopias vonalzoként” hasznalhatd és molekularis asszociaciok becsiilhetok meg a
segitségével.

Az idedlis FRET festékpar esetén a donor emisszids spektruma jelentdés mértékben
atfed az akceptor molekula gerjesztési spektrumaval. Az energiatranszfer eredményeként a
donor molekula fluoreszcencia intenzitdsa (és kvantumhatékonysaga) akceptor molekula
jelenlétében lecsokken (donor kioltds). Fluoreszkald akceptor esetén ezzel parhuzamos
folyamat az akceptor szenzitizalt emisszidja, amikor a donort gerjesztve megnovekedett
fluoreszcencia intenzitdst észleliink az akceptornak megfeleld emisszios hulldimhosszakon.

Az aramlasi citométerre kifejlesztett fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
modszer (FCET) nagy szamu sejten, rovid idon beliil nyjt informéciot a membranfehérjék
a modszert szamos bioldgiai rendszeren sikerrel alkalmaztdk mar: példaul membranfehérjék
asszociacios allapotanak nyomon kdvetésére immunkompetens, valamint kiilonféle daganat

sejtek esetében.
Az ErbB?2 receptor tirozinkindz szerepe tumoros elvaltozdasokban

A transzmembran receptor tirozinkinazok I. tipusu - epidermalis ndvekedési faktor
receptor - csaladjanak négy tagja van: az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR vagy

ErbB1), ErbB2 (HER2 vagy Neu), ErbB3 (HER3) ¢és ErbB4 (HER4). Ezek a receptorok
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ligandum vehet részt: EGF, TGFa, Neuregulin, HB-EGF, Epiregulin, Amfiregulin és -
Cellulin, kivéve az ErbB2-nél, melynek eziddig nem ismert természetes liganduma. A
csak homo-, de heterodimereket is képezhetnek egymassal, igy az egyes novekedési faktorok
transz-aktivalhatjak az dket kozvetleniil nem kotd receptorokat is. A képzodott dimerek (vagy
nagyobb oligomerek) Osszetételét az egyes receptorok relativ expresszios szintje, egymashoz
valo affinitasuk, és a jelenlévd ligandumok koncentracioja hatdrozza meg. Az ErbB2 az egyik
preferalt heteroasszocidcios partner, ami leginkdbb az ErbB2-ErbB3 heterodimer esetében
jelentds, ugyanis az ErbB3 nem rendelkezik sajat tirozinkindz aktivitassal, s igy csak

heterodimerben képes aktivalodni.



Az ErbB2 molekulat eldszor egy protoonkogén mutansaként azonositottdk. Bar
hasonl6 ErbB2 mutdciok az emberi daganatokban nagyon ritkak, a vad-tipus ErbB2 igen
gyakran amplifikalt genomi szinten és ebbdl fakaddan, de akar amplifikacié nélkiil is, talzott
kifejezddése figyelhetd meg fehérje szinten. Eredeti funkcidjat az embriogenezisben fejti ki,
¢s normal felndtt szovetekben csak ritkdn fejezddik ki. Ezzel szemben az emlétumorok
25 - 30 %-4dban kimutathatdé a fehérje talzott expresszidja, ami agressziv fenotipussal,
kemoterapidval szemben mutatott rezisztenciaval és rossz prognédzissal tarsithatd. Ezek
alapjan az ErbB2 kivaldo immunterdpias célpontnak igérkezett, amire tobbféle stratégiat
dolgoztak ki az elmult években, és ezek koziil egy mar a klinikai gyakorlatban is elterjedt.
Ilyen lehetséges terapiak: antitest terapia, immuno-liposzomakkal torténd specifikus ,,drug-
delivery”, génamplifikdci6 megsziintetése ,,antisense” oligonukleotidokkal, specifikus
tirozinkindz inhibitorok alkalmazasa, valamint hdsokkfehérjék specifikus blokkolasa
félszintetikus drogokkal.

Az ErbB receptorok felépitése hasonld, ennek részleteirdl - elsésorban
kristalyszerkezeti tanulmanyok alapjan - szamos kozlemény szamolt be, igy az EGFR, ErbB2
¢s ErbB3 extracellularis doménjének szerkezetérdl, valamint az EGFR tirozinkinaz
doménjérdl. A receptorok szerkezete alapvetden a kovetkezd részekbdl all: négy doménbol
(L1, CRI, L2 és CR2) felépiild, ligandum kotd extracelluldris rész, egy transzmembran hélix,
egy tirozinkinaz domén, és egy tirozin foszforilacids helyeket tartalmaz6 C-terminalis farok
rész. Az ErbB3 és EGFR monomerek szerkezetét a ligandummal kotott EGFR  dimer
szerkezetével 0sszehasonlitva megallapitottdk, hogy a ligandum az L1 és L2 domének kozé
kot be és jelentds konformaciovaltozast indukal a receptor extracellularis doménjében. Az
ErbB2 extracellularis domén szerkezete viszont azt mutatja, hogy ennek ligandkotohelye
csukott allapotban van, és a fenti két domén kozvetleniil érintkezik. Az ErbB fehérjék
dimerizédcidjanak lehetséges szerkezeti mechanizmusa a ligandum indukélta konformacios
valtozassal magyarazhat6. Ligandum nélkiil az EGFR és az ErbB3 ugynevezett ,zart”
konformécidoban van, azaz a cisztein gazdag CR1 domén kolcsonhat a CR2 domén egy
részével. A ligandum-kotott, ,,nyitott” allapotban a CR1 domén kiall a molekulabol, és
kristalyszerkezete alapjan ez felelds az EGFR dimer kialakuldsaért, amit eddig csak
ligandum-kotott molekuldndl tapasztaltak. Ezzel szemben az ErbB2 extracellularis doménje
mindig ,,nyitott” allapotban talalhaté, még monomer formaban is, ami megmagyarazhatja,

hogy miért ez a molekula a csaldd masik harom tagjanak a kedvelt dimerizacios partnere.



2. CELKITUZESEK

Munkénk soran 1j fluoreszcens molekulak és aramlasi citométerek alkalmazhatosagat
szerettiik volna vizsgélni, valamint az ErbB2 receptor modelljét felépiteni. Ehhez az alabbi
kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

o Uj fluoreszcencias festékek és aramlasi citométerek hogyan befolyasoljak az dramlasi
citometrids energiatranszfer (FCET) méréseket és a kapott transzfer hatékonysagot?

e Milyen objektiv fizikai paraméterek alapjan lehet egy adott optikaval rendelkezd
citomérhez a legmegfelelobb FRET festékpart kivalasztani?

e Milyen messze helyezkednek el az egyes ErbB2 epitopok egymastol és a
sejtmembrantol kiilonbdzo epitopokhoz kotédd antitest fragmentumokkal végzett

FRET mérések alapjan?

e Lchetséges-e az ErbB2 molekula teljes szerkezeti modelljének predikcidja a jelenlegi

irodalmi adatok és az altalunk végzett FRET mérések alapjan?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejtek

Kisérleteinkben az ErbB2 és MHC I molekulakat nagy szdmban kifejezé SK-BR-3

emld és N87 gyomor karcinoma sejtvonalakat alkalmaztunk.
Antitestek

A fluoreszkalo festékek tesztelésénél W6/32 (az MHC I nehéz lanca ellen) és L368 (a
B2-mikroglobulin ellen) egész monoklondlis antitesteket hasznaltuk. Az ErbB2 epitdp
térképének elkészitéséhez 4D5 (Trastuzumab, Herceptin™) ¢és 2C4  (Pertuzumab,
Omnitarg™) Fab’, 7C2 Fab ¢és F5 scFv antitesteket hasznaltuk. Ezek a genetikailag
modositott antitest fragmentumok az epitop felismerd hellyel atellenes végen egy szabad SH-
oldallanct ciszteint tartalmaztak (kivéve a 7C2), igy maleimid-reaktiv festékek segitségével
biztositani tudtuk az 1:1 festék-antitest jelolési aranyt, megkonnyitve a pontos FRET
tavolsdgok szdmolasat.

A 7C2 antitest Fab fragmentumait egy mar korabban ismertetett modszer szerint
allitottuk eld. A teljes antitest papain emésztését kvetden a reakciot jodacetamiddal allitottuk
le, majd Sephadex G-100 oszlopon valasztottuk el az Fab és Fc fragmentumokat tartalmazé
frakciokat. Az Fab fragmentumokat protein A oszlopon szeparaltuk az Fc résztdl.

A fluoreszkald festékek tesztelésére végzett kisérleteinkben a kb. 1 mg/ml
koncentracioji W6/32 antitestet donor festékek (Cy3, Alexa546, Alexa555 és Alexa568), mig
az L368 antitestet akceptor festekek (Cy5, Alexa633 és Alexa647) szukcinimid észter
szarmazékaival konjugaltuk a termékek leirdsdnak megfelelden. Az antitesthez nem kotddott
festéket gélszliréssel tavolitottuk el Sephadex G-25 oszlop segitségével. A festék-fehérje
jelolési aranyt spektrofotométerrel hatdroztuk meg, értéke 1 és 5 kozott volt, amely
tartomdnyban a koncentracios fluoreszcencia kioltdsnak még nincs szdmottevd hatdsa a donor
¢s akceptor festékek fluoreszcencia kvantumhatéasfokéara.

Az ErbB2 ellenes antitestek (4D5, 2C4 és F5) kb. 1 mg/ml koncentracidju oldatait
Alexa488, illetve Cy3 és CyS fluoreszkald festékek maleimid-szarmazékaival, a 7C2-t a
festékek szukcinimid észterével jeloltiik a leirdsnak megfelelden. Az antitesthez nem kotddott
festéket gélszliréssel tavolitottuk el Sephadex G-25 oszlop segitségével. A festék-fehérje

jelolési aranyt spektrofotométerrel hataroztuk meg, értéke 1 koriil volt.



Sejtfelszini jelolések FCET mérésekhez

A sejteket kétszer mostuk hideg PBS-ben (pH =7,4), majd kb. 1 milli6 sejtet
szuszpendaltunk fel 50 pl PBS-ben. A sejteket ezutan 30 percig, jégen, sotétben jeldltik a
megfeleld festékkel konjugalt monoklonalis antitestek vagy azok Fab fragmentumainak telitd
antitest fragmentumokat egyszerre adtuk a sejtekhez. Végiil a sejteket hideg PBS-ben mostuk
kétszer és 1 %-os hideg formaldehid-PBS-ben fixaltuk.

A membrantol valo tavolsag FRET alapu meghatarozasahoz a sejtek felszinét 2-(4,4-
difluoro-5-(4-fenyl-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén-3-pentanoil )-1-
hexadekanoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolinnal (BODIPY-PC (581/591)) jeloltiik, ami FRET
akceptorként szolgalt az ErbB2 receptorokat jelold, Alexa488 konjugalt Fab’
fragmentumoknak. A BODIPY-PC (581/591)-el val6 jeloléshez a lipid szondat maximum
5 pg/ml végs6 koncentracioban adtuk 10° sejtet tartalmazo iivegesébe, 50 ul végtérfogatban.
A jelolést 30 percig jégen végeztiik, majd a sejteket kétszer jéghideg PBS-el mostuk, és az
Fab’-val jégen torténd, 30 perces jelolés utan a sejteket azonnal aramlasi citométerrel

analizaltuk. A jelolt sejteket jéghideg, formaldehid mentes PBS-ben tartottuk.
Aramldsi citometrids energiatranszfer mérések

Az 1j fluoreszkalo festékek teszteléséhez a FCET méréseket harom kereskedelemben
kaphaté aramlasi citométeren végeztiik: FACSCalibur, FACSVantage SE DiVa opcidval
bovitve és FACSArray. A citométerek beallitasai:

I; 14 I;
donor szenz. akceptor akceptor

1ézer 488 488 635

FACSCalibur detektor FL2 FL3 FL4
sziird 585/42 670LP 661/16

1ézer 532 532 633

FACSDiVa detektor FL4 FL5 FL6
sziiré 585/42 650LP 650LP

1ézer 532 532 635

FACSArray detektor Yellow Far Red Red
sziird 585/42 685LP 661/16




Az anti-ErbB2 antitestek egymads, és Onmaguk kozott mért transzfer hatékonysag
értékeit FACSCalibur citométeren hataroztuk meg, a mérésekhez Cy3- és CyS-konjugalt
antitest Fab’-kat hasznaltunk. A donor és akceptor jelolt antitestek atlagos tavolsagéra
jellemzd energiatranszfer hatékonysagot sejtenként szamoltuk ki.

A fehérje membrantdl valo tavolsdganak FRET moddszerrel torténé meghatarozasanal
a fluoreszkald festékkel jelzett molekulat nagyszamu akceptor festékkel jelzett lipid veszi
kortl, ezért a FRET hatékonysag nemcsak a tdvolsag, de a donor-akceptor arany fliggvénye
is. Ilyen esetekben csak a jelzett epitop sejtmembran sikjatol valdé merdleges tavolsaga szamit,
ami jol kozelithetd Yguerabide elméleti modelljével. A modell szerint ,steady state”
allapotban a donor intenzitas linearisan valtozik az akceptor lipid szonda feliileti stirtiségével,
¢s a valtozas mértéke a membrantol valo tavolsag negyedik hatvanyanak fiiggvénye.

A membrantol valo tavolsdg meghatarozasahoz a kisérleteket 488 és 514 nm-es

1ézergerjesztéssel felszerelt FACSStar’ Vs

aramlasi citométerrel végeztiik. A donor intenzités
valtozasat a BODIPY-PC (581/591) akceptor lipid szonda feliileti stirliségének fiiggvényében
abrazoltuk, és a kisérleti adatokra egyenest illesztettiink. A BODIPY-PC feliileti stirliségét a

hozzédadott festék és a sejtek koncentracidjabol szamoltuk, teljes festékfelvételt feltételezve.
Az ErbB2 domének szerkezetének megallapitasa

Az ErbB2 és EGFR extracellularis doménjének kristalyszerkezetét a Protein Data
Bankbol toltottiik le. A nem ismert részeket Modeller és Sybyl szoftverekkel épitettiik. Az
ErbB2 transzmembran (TM) hélix NMR szerkezetét hasznaltuk fel a TM dimerek
szerkesztéséhez, valamint mintaként felhasznaltuk a glikoforin A, a fotoszintetikus reakcio
kozpont és a bakteriorodopszin TM régioit. A transzmembran és a tirozinkindz domének
kozott talalhatd, belsd membrankozeli régional az alabbi mésodlagos szerkezeti predikcios
modszereket hasznaltuk: a GOR, Maxfield-Scheraga ¢és Qian-Sejnowski Sybyl-ben
implementalt eljarasokat, a GOR4, SOPMA Jnet és HNN eljarasokat, melyek elérhetdk az

ExPASy molekularis bioldgiai szerveren (http:// www.expasy.org). Az ExPASy szervert

BLAST szekvencia hasonlosagi keresésekhez is hasznaltuk. Az ErbB2 tirozinkinaz
doménjének homoldég modelljét Modeller szoftverrel épitettiik az ErbBl1 tirozinkindz
doménjének kristalyszerkezete és ClustalW szoftverrel késziilt szekvencia illesztés alapjan. A
modellezés soran esetleg keletkezett, kedvezdtlen van der Waals kolcsonhatasok kiiktatasara

rovid minimalizacidkat alkalmaztunk a modellezési folyamat tobb 1épésénél.


http://www.expasy.org/

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

Az energiatranszfer hatékonysdgdt befolydsolo tényez6k FCET mérésekben

A FRET mérésekben hasznalhaté festékparok alkalmazhatésaganak meghatarozasara
négy paramétert talaltunk relevansnak, ezek a normalizalt fluoreszcencia intenzités, spektralis
atfedési integral, normalizalt energiatranszfer hatékonysag €s az efr egyiitthato.

Az é4ramlédsi citometrids FRET mérések egyik legfontosabb paramétere a
fluoreszcencia intenzitas, mivel a transzfer hatékonysag egyik mértéke a donor fluoreszcens
jelének csokkenése rezonald akceptor jelenlétében. A donor kioltas észlelése végett ajanlatos,
hogy a donor jel legaldbb kétszerese legyen a hattér intenzitdsnak. Hogy megkapjuk az azonos
szamu festékre vonatkozo fluoreszcencia intenzitast, az atlag fluoreszcens jelekbdl eldszor
levontuk az 4tlag hattér intenzitas értékeket, majd elosztottuk a festék-fehérje jeldlési
arannyal. Az igy normalizalt fluoreszcencia intenzitas értékek 5 — 200, illetve 60— 1100
kozott valtoztak FACSCalibur, illetve FACSDiVa citométereken mérve.

Az energiatranszfer sebességi allanddja fiigg az adott festékpar Forster tdvolsagatdl,
ami a festékekre jellemz6 fizikai allandokat tartalmaz, ezért ezzel a paraméterrel kivaldan
lehetne jellemezni a FRET festékparokat. Sajnalatos modon a kritikus tavolsag kiszamitasanal
hasznalt donor kvantumhatékonysag nagyban fiigg a kdrnyezeti hatasoktol, ezért egy adott
donorra a sejtfelszinen (vagy a sejtben) jellemzd Qp érték nem hatdrozhatdé meg pontosan a
konjugélatlan festék paramétereibdl. Jelen tanulméanyban a kritikus Forster tavolsag helyett a
spektralis atfedési integralt hasznaltuk. A Jps atfedési integralt a festékek gyartoi altal
ismertetett szinképek alapjan szamoltuk. A Jp, értékek 5—15-10"° M'em® kozott valtoztak,
¢és a legnagyobbak az Alexa568 donort, mig a legkisebbek a Cy3 donort tartalmazd parok
esetén voltak.

A mért FRET hatékonysagot szintén meg kell vizsgalni, hogy megallapithassuk az E
értekek megfeleld tartomdnyat. Az alacsony E tartomdnyok rontjdk a mérések statisztikai
megbizhatdsagat, és nem teszik lehetdvé, hogy az asszocidcidés mintazatokban bekdvetkezett
valtozasokat nyomon kdvessiik. A magas E tartomanyok (féleg 85 % felett) szintén hibaval
terheltek a szdmolasi modszer miatt. Ahhoz, hogy az egyes festékparokra kapott haté¢konysag
értékeket Osszehasonlithassuk, normalizalni kell az értékeket a gerjesztési szinképekre, a
kvantumhatékonysagra, és a jelolési donor-akceptor aranyra. Utobbihoz azt feltételeztiik,
hogy az 0Osszes donor-jelzett antitest egy, és csakis egy akceptor-jelzett antitesttel van

kolcsonhatasban. Ebben az esetben csak a festék-fehérje jelolési ardnyok aranyaival kell



szamolni, mivel az antitestek szdmanak aranya kozelitleg egy. Ugyanakkor, mivel a FRET
hatékonysag nem linedrisan aranylik a jel6lési ardnyokhoz, ezért az A = E/(1 — E) értékeket
kell hasznalni a normalizéldshoz. A normalizalt FRET hatékonysag értékek az Alexa568
donort tartalmazd par esetében voltak a legnagyobbak, példaul az Alexa568 és Alexa633
parra 0,80 volt a normalizalt transzfer hatékonysdg FACSDiVa citométeren, mig a
legalacsonyabbak értéket (kb. 0,22) az Alexa546 donort tartalmazd parokra kaptuk
FACSCalibur-on.

Egy masik fontos paraméter az efr egyiitthatd. Az efr egyiitthatdo a festékek donor
gerjesztési hullamhosszon vett molaris abszorpcids egyiitthatéinak aranyaként szamolhato, és
minél nagyobb az értéke, anndk pontosabb a FRET hatékonysag meghatarozasa. Ezt a fizikai
paramétert nem lehet megbizhatéan meghatirozni a festékek elnyelési szinképe alapjan,
viszont arra lehetdség van, hogy a FRET hatékonysdgot meghatdrozzuk, majd az efr
egylitthatot ugy valtoztassuk, hogy a hatékonysag érték megegyezzen a donor kioltassal
szamolt (antitest kompeticiora korrigalt) értékkel és/vagy a transzfer hatékonysagbol
visszaszamolt, ,kioltas nélkiili” donor fluoreszcencia intenzitas megegyezzen a csak donor
jelzett minta fluoreszcencia intenzitadsaval. Az ily mdédon meghatarozott efr egyiitthatok 0,2 és
17,0 kozotti értekeket vettek fel, és a Cy3 donort tartalmazéd festékparok esetén volt a
legnagyobb, mig az Alexa568 donort tartalmazokra a legkisebb.

A koz0lt Jpa és efr egyiitthatd értékek mas kisérletekben is felhasznalhatok. Mivel az
atfedési integralokat a festékek ismert gerjesztési és kibocsatasi szinképei alapjan szamoltuk,
ezek az értékek felhaszndlhatok a kritikus Forster tdvolsdg kiszamitdsdra a donor
kvantumhatékonysaganak ismeretében. Az efr egyiitthatd legfontosabb tulajdonsaga, hogy az
egyes festékparokra kapott értékek azonos optikai rendszerrel ellatott citométerek kozott
atvihetok, és felhasznalhatok FCET mérések értékeléséhez. Az itt meghatarozott efr
egylitthatok eltérnek a szinképek alapjan szamitottaktdl, de a kozolt értékek pontosabbak
biologiai rendszereken végzett mérésekben, mivel €16 sejtek felszinéhez kotédod fluoreszkalod

antitestekre vonatkoznak.
A FCET meérésekhez optimalis fluoreszkalo festékpar kivalasztisa

A négy donor ¢és harom akceptor festék nagyszami kombinacidoban képezhet part,
ezért le kivantuk szlikiteni a tartomanyt, amelyben az optimadlis festékpart kerestiik. A Cy3
festéknek a legkisebb az atfedési integralja és a FRET hatékonysag értékei, valamint ennek a
legkisebb a fluoreszcencia kvantumhatasfoka. Egy masik kiugrd adat az Alexa568 festék igen

magas Jpa €s E,,m ertékei, amelyek azonban ellentétben allnak a rendkiviil alacsony intenzitas

10



¢és efr értékekkel, ami kevésbé megbizhatdé FRET hatékonysag hisztogramokhoz vezet, €s
gyakorlatilag célszerlitlenné teszi a festtk FCET mérésekben vald hasznalatat a vizsgalt
citométereken. Igy ezt a két donor festéket (Cy3 és Alexa568) nem vettiik figyelembe a
tovabbi vizsgalatokban. Az akceptor festékekre jellemzd paramétereknél nem taldltunk
hasonld kiugréd értékeket. Ezért a tovabbi vizsgalatokban az Alexa546 és Alexa555 donor,
illetve a Cy5, Alexa633 és Alexa647 akceptor festékeket (hat festékpart) hasznaltuk.

Eldszor az intenzitasokat elemeztiik ¢és azt taldltuk, hogy az Alexa546 korilbeliil
kétszer akkora fluoreszcencia intenzitdst mutat, mint az Alexa555. Az akceptor festékeknél
nem taldltunk ilyen nagy kiilonbségeket. Mindenesetre az Alexa647-nek volt a legmagasabb,
mig az Alexa633-nak a legalacsonyabb intenzitasa. Igy a fluoreszcencia intenzitasok alapjan
az Alexa546-Alexa647 par tlinik a legjobb valasztasnak.

Ezutédn a spektralis atfedési integralokat (Jpa) vizsgaltuk meg, mivel a kritikus Forster
tavolsdgon keresztiil ezek hatarozzdk meg az energiatranszfer érzékenységi tartomanyat. Az
Osszes esetben az Alexa633 akceptor adta a legkisebb és az Alexa555 donor a legnagyobb
atfedési integralokat. A masik két akceptorral (CyS5 és Alexa647) hasonlo értékek adodtak, bar
a Cy5 festéké egy kicsit magasabb volt. Igy az atfedési integral alapjan az Alexa555-Cy5 par
tlinik a legjobb festékparnak, bar a tobbi festéket sem lehet figyelmen kiviil hagyni, mivel az
egyes festékparok kozotti kiilsnbségek kicsik voltak (a Jps értékek a 7,2 — 8,7-10"° M'em’
tartomanyba estek).

Ezek utan a normalizalt FRET hatékonysag értékeket vizsgaltuk meg. A két donorral
kozel hasonlo értékeket kaptunk, ezért gy véljiik, hogy esetiikben nem a FRET hatékonysag
érték a meghatarozo6. Ugyanakkor nagy kiilonbségek lathatok az akceptoroknal: az Alexa633
a legnagyobb, mig az Alexa647 a legkisebb normalizalt FRET hatékonysag értékekkel
rendelkeznek. Ezek alapjan az Alexa555-Alexa633 par a leghatékonyabb FRET par.

Utolsonak az efr egyiitthatot vizsgaltuk, és itt talaltuk a legnagyobb eltéréseket. Az
Alexa555 festékparokra magasabb efr egyiitthaté adodott, mint az Alexa546-ot tartalmazé
parokra. Ugyanakkor az Alexa633-al kapott értékek nagyjabol ugyanakkordk voltak, és a
FACSDiVan az Alexa546-Alexa647 parra magasabb efr értéket kaptunk, mint az
Alexa555-Alexa647 parra. Az akceptorokkal kapott efr egyiitthatdo értékek a donoroktol
fiiggetleniil az Alexa633, Alexa647 ¢és Cy5 sorrendben nodvekedtek. Tehat az efr értékek
alapjan az Alexa555-Cy5 par latszik a legjobb valasztasnak FCET mérésekhez.

Harom miiszer-fliggd paramétert az Alexa546-Alexa647 parra FACSArray aramlasi
citométeren is meghatdroztunk. A normalizalt fluoreszcencia intenzitdsok a FACSDiVan

kapott értékeknél is magasabbak voltak, feltehetdleg a kiivettds megvilagitasi rendszernek
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koszonhetden. A normalizalt FRET hatékonysag érték magasabb volt, mint amit a
FACSCaliburon és FACSDiVan kaptunk. Az efr egyiitthatot a fentiekhez hasonl6 mddon
hataroztuk meg, és értéke ugyanannyi volt, mint a FACSDi1Van a hasonld 1ézergerjesztésnek
¢s detektalasi rendszernek koszonhetden.

A festékek tulajdonsagait Osszegezve elmondhatjuk, hogy két donor festék, az
Alexa546 ¢s az Alexa555 minden szempontbdl igen hasonlok voltak, de a legtobb esetben az
Alexa555 bizonyult kivalobbnak. Ugyanakkor egy donor festék esetén a legfontosabb
paraméter a mért fluoreszcencia intenzitas és a donor csatornaban detektalhatd jel/zaj viszony,
ami alapjan az Alexa546 a jobb FRET donor partner. Akceptor festék esetén a donor
fluoreszcencia csatorndba valod atvilagitds hidnya és az atfedési integral a fontosabb. Ez
alapjan a Cy5 a legjobb, mig az Alexa633 a legrosszabb FRET akceptor, és az Alexa647 igen
hasonl6 a Cy5-hoz.

A négy relevans paraméter (normalizalt fluoreszcencia intenzitds, atfedési integral,
normalizalt energiatranszfer hatékonysag és efr egyiitthatd) vizsgalata alapjan azt talaltuk,
hogy az Alexa555-Cy5 és az Alexa546-Alexa647 festékparok rendelkeznek a legjobb
jellemzokkel. Az elsd par rendelkezik a legmagasabb atfedési integrallal, és ezzel kaptuk a
legnagyobb FRET hatékonysag értéket, mig az utobbi festékparral mértiik a legmagasabb
fluoreszcencids jeleket. Mivel a fluoreszcencias mérésekben a fluoreszkald festék
gerjeszthetOsége ¢€s detektalhatosdga a legfontosabb, ezért dramlasi citometrids
energiatranszfer kisérletekhez az Alexa546-Alexa647 festékpar a legmegfeleldbb.
Ugyanakkor egyes mikroszkopos technikdkban a fluoreszkalé festékek fotokémiai labilitasa is
fontos, igy mikroszkopos akceptor fotoelhalvanyitasos FRET méréseknél az Alexa555-CyS5 a
legjobb valasztas.

Az Osszes adatot Osszevetve a legkiemelkedObb tulajdonsdg a donor festékek
megnovekedett fluoreszcencia intenzitdsa (és jel/zaj viszonya) 532 nm hulldmhosszu
gerjesztésnél, ami nem meglepd a gerjesztési szinképek ismeretében. Azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a FCET mérések érzékenységének novelése érdekében nem elegendd,
hogy, mint az kordbban leirtuk, olyan fluoreszkalo festékeket alkalmazunk, melyek a lathaté
spektrum voOrds tartomanyaban emittalnak, hanem az is sziikséges, hogy az 4ramlasi
citométerek ezen festékek gerjesztéséhez optimalis 1ézervonalakkal legyenek felszerelve.

A jel/zaj viszonyok nagyban befolyasoltdk a FRET hatékonysag értékeket is. Mind a
jel/zaj viszony, mind a FRET hatékonysag nagyobb volt az dsszes vizsgalt festékparra nézve a
FACSDiVian, mint a FACSCaliburon mérve, noha a FRET hatékonysag elméletileg miiszertdl

fiiggetlen. Ez az ellentmondés sziikségessé teszi a kiilonbozd kutatokozpontokban eltérd
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miiszerekkel kapott FRET eredmények Osszehasonlithatosaganak vizsgalatat. Altaldban
elmondhat6, hogy az azonos, vagy azonos tipusu miiszeren mért FRET hatékonysagoknak
hasonlonak kell lenni, és az esetleges eltérések a mintdk bioldgiai valtozékonysaganak
tudhatok be. Ugyanakkor a donor gerjesztésére hasznalt 1ézer hulldmhossz megvaltoztatasa
nagyban befolyasolhatja a festék kvantumhatékonysagat, ami a Forster tavolsagon keresztiil
hatassal van a FRET hatékonysag értékére is. Egy megfelelobb gerjesztési hullamhossz a
donor jelet is megndveli, valamint lecsokkenti a FRET hatékonysag eloszlasi hisztogramok
miszerfliggd variancijat, ami megvaltoztathatja az atlagos FRET hatékonysagot. Vagyis
kiilonb6z6é laboratériumokbol szarmazé FRET adatok Osszehasonlitdsanal legalabb a
fluoreszcencia intenzitasokat €s normalizalt FRET hatékonysagokat figyelembe kell venni, és

ha lehetséges, akkor a hasznalt festékek kvantumhatékonysagat is.
Az ErbB?2 epitopok egymdstol mért molekularis tavolsagai

Az ErbB2 receptor extracellularis doménjének és azok dimerjének modelljét négy
antitest segitségével kivantuk megszerkeszteni: a 4D5, 2C4, 7C2 és F5 antitestekkel. A 4D5
monoklondlis antitest humanizalt valtozatat (Trastuzumab) Herceptin™ kereskedelmi néven
mar a klinikai gyakorlatban is hasznaljak magas ErbB2 expresszioju emlétumorok esetében,
mig a 2C4 humanizalt valtozata (Pertizumab) Omnitarg™ néven 2. fazist klinikai kiprobalas
alatt 4ll, és a remények szerint olyan tiid6- és prosztatatumor fenotipusoknal is alkalmazhat6,
melyekben az ErbB receptorok expressziods szintje alacsonyabb. Az F5 scFv antitestet
liposzémahoz kapcsoltan kivanjak hasznalni célzott gyogyszeres terapiaban.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a négy jelolt antitest egymastol valé molekularis
tavolsagait, valamint egy-egy ErbB2 molekuldhoz azonos epitépon kapcsoldodd, donor és
akceptor jelolésii antitest segitségével az ErbB2 intermolekuldris (homodimerizacios)
tavolsagait is. A FRET hatékonysag értékek minden esetben a megbizhatosagi hatar (5 %)
koril vagy felett voltak, és szamottevOen eltértek a csak donorral jelzett mintara (negativ
kontroll) kapott értéktdl. Hasonlo adatokat kaptunk az SK-BR-3 és N87 sejtvonalakon (a
tovabbiakban csak az N87 sejtvonalrdl nyert adatokat ismertetjiik).

Az intra- ¢és intermolekuldris jelolésnek megfelelé FRET hatékonysag eloszlasi
hisztogramok alapjan a 4D5 ¢és 2C4 kozott mértiik a legmagasabb transzfer hatékonysagot, bar
az eloszlasi hisztogram elég széles, ami pusztdn biologiai valtozékonysaggal nem
magyarazhato, fOleg ha Osszevetjiik a kicsit alacsonyabb atlag transzfer hatékonysagu

4D5-7C2 eloszlasi hisztogrammal. A legvaldszinlibb magyarazat, hogy nem csak intra-, de
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intermolekularis kolcsonhatdsok is megjelennek, amik 4ramlési citométeres modszerekkel
nem oldhatok fel.

Az egymadstdl valo molekularis tdvolsag adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a 4D5
¢s 2C4 antitestek végpontjai talalhatok legkozelebb egymashoz (6,2 nm), mig a tobbi a
kimutathatdsagi hatar kozelében, igen messze helyezkedik el egymastol. Az intermolekularis
transzfer hatékonysag (7 — 14 %) és tavolsag (6,8 — 7,7 nm) értékek igen hasonlok voltak
egymashoz. Elméleti megfontoldsok alapjan ez kétféleképpen magyarazhato: egyrészt
elképzelhetd, hogy az antitestek végén elhelyezkedd festékmolekuldk a receptor egyik
»oldalara” esnek, igy a receptor felszinét kovetik egy bizonyos tavolsadgra, masrészt az is
lehetséges, hogy az antitestek a receptor tobb oldalarol allnak ki, s igy bar antitestenként
kettd, de valdjaban harom vagy tobb receptor kozotti kolesonhatasokat reprezentalnak. Ezt az
egyszeri képet darnyalja a festékmolekuldk membrantol vald tavolsdga, amibdl

meghatdrozhat6 az antitestek kotdhelyiiknél mérhetd, membranhoz viszonyitott délésszoge.
Az ErbB?2 epitopok membrantdl valo tavolsaga

Az antitestek sejtmembrantdl vald tavolsaganak meghatdrozasahoz Yguerabide
modszerét alkalmaztuk. A moddszer Iényege, hogy egy pontszerli fluorofér sikban
elhelyezkedd, fluoreszcencia rezonancidra képes masik fluorofortdl vald vertikalis tavolsaga
meghatarozhatd, ha a sikban 1évé festék feliileti siiriségének fliggvényében vizsgaljuk a
transzfer hatékonysag valtozasat.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a négy jeldlt antitest membran sikjatol vett vertikalis
tavolsagait. Az egyes antitestekkel kapott transzfer hatékonysag értékeket, pontosabban az
E/(1 — E) értékeket abrazoltuk a lipid festék feliileti stirliségének fiiggvényében, majd a kapott
pontokra egyenest illesztettiink. A membranra merdleges molekularis tavolsagokat harom
fiiggetlen kisérletben meghatarozott, illesztett egyenesek meredekségének atlagaibol
szamoltuk.

Az adatok alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az F5 scFv talalhat6
legkodzelebb a membranhoz, mig a 2C4 és 7C2 kdzepesen, a 4D5 pedig meglehetdsen messze
helyezkedik le a membrantol (rendre 4,7, 6,1 és 7,4 nm). Ennek ellentmondani latszott, hogy a
4D5 kotohelye, ,,phage display” kisérletek alapjan, a membranhoz kozel talalhato, ami viszont
feloldhato, ha azt feltételezziik, hogy a 4D5 Fab’ a membrantol elfele all. Ezeket a tdvolsag
adatokat alatamasztotta az ErbB2 ektodomén 4D5 és 2C4 Fab-kkal képzett komplexeinek a
méréseket kovetden publikalt rontgen kristalyszerkezete, és a tovabbi szamitasoknal ezeket a

koordinatakat hasznaltuk fel.

14



A majdnem teljes hosszusdagu ErbB2 dimer modellje

Noha kisérleteinkben mind a négy Fab antitest egymastol és a membrant6l vald
tavolsagait meghataroztuk, az itt kozolt molekulamodellezési szamitasoknal csak a 4D5 Fab’
antitest tavolsag adatait hasznaltuk fel. Ennek oka, hogy a 2C4, szerkezeti adatok alapjan,
gatolja a homo- ¢és heterodimerek képzddését, az F5 scFv antitestnek kicsi az affinitdsa és
erdsen kompetdl a tobbi antitesttel, mig a 7C2 kotdhelyét pedig — mivel nem allt
rendelkezésre SH-reaktiv festékkel 1:1 aranyban jelolhetd Fab, még nem sikeriilt teljes
bizonyossaggal meghataroznunk.

Az ErbB2 dimer modelljének felépitését az ErbB2 extracelluldris doménjével kezdtiik.
Feltételeztiik, hogy az ErbB2 dimer felvehet az EGFR kristalyszerkezeti dimerhez hasonld
konformaciot. Az ErbB2 Herceptin Fab-val képzett komplex modelljének két masolatat az
EGFR dimer kristalyszerkezetének A és B lancaval hoztuk fedésbe, €s a dimerizacids hurkok
hozott régidk csak a CR1 domének elemeit tartalmaztdk (a CR2 dimerizéacios hurkot nem),
mivel az EGFR ¢és ErbB2 L és CR doménjeinek eltéro relativ pozicidja a két monomer rossz
atfedését eredményezheti. Ezutan a dimert a koordinata rendszer kozéppontjaba allitottuk gy,
hogy a dimer C, szimmetria tengelye a Z-tengellyel, mig az XY sik a sejtmembran kiilsé
sikjaval essen egybe.

Bar ez a dimer konfiguracio az EGFR dimerrel valé analdgia alapjan megfelelonek
tinik, nem elégiti ki a kisérletesen meghatarozott, Herceptin Fab-k kozotti 7,1 nm-es
intermolekularis tavolsagot. Ezért fel kell tételeznlink mas ErbB2 homodimer konfiguracidkat
is, és a fenti modell csak egy lehet a tobb lehetséges koziil. A FRET modszerrel mért
7,1 nm-es tavolsag a modell alapjan varhat6 és mas, feltehetden kisebb tavolsag dimer, vagy
magasabb rendli oligomerek sulyozott atlaganak tekinthetd. Vagyis ugy gondoljuk, hogy az
EGFR-hez hasonl6 dimer konfiguracio csak egy alcsoportja a lehetséges konfiguracidknak
¢s/vagy mas dimer szerkezetek egymasba alakulasabol ad6dé dinamikus atlag szerkezet.

Az ErbB2 ektodomének lehetséges dimerizacidja mellett a transzmembran domén
(TM) is dimerizalodhat. Az ErbB2 TM domén dimer megszerkesztéséhez ismert szerkezetii
membran fehérje, a fotoszintetikus reakci6 kozpont molekula transzmembran alfa-hélix
parjait hasznaltuk kiindulési alapul. Két ErbB2 TM hélix NMR-el meghatarozott szerkezetét a
mintaként szolgald alfa-hélix par elemeivel fedésbe hoztuk, majd rovid minimalizalast
alkalmaztunk. A hélix dimert az ektodomén dimer ald helyeztiik az ektodoménnel azonos

forgastengelyre, igy barmelyik dimerizacids felszin erdsitheti a masik régio hatdsat. Az erésen
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kotott ErbB2  dimerek vagy heterodimerek kialakuldsat nagyban eldsegitheti tobb,
szinergikusan hat6 dimerizacios felszin.

Az ektodomén membrantol vald tdvolsagdt FRET mérések alapjan allitottuk be: az
ektodomén dimer Herceptin Fab-val képzett komplexét a Z-tengely mentén addig mozgattuk,
mig a Herceptin Fab szabad végének a sejtmembrantol (XY siktol) mért vertikalis tavolsaga
megegyezett a FRET mérésekben kapott kisérletes értékkel. A transzmembran hélixet a Z-
tengely mentén addig mozgattuk lefele, mig az N-termindlis hidroféb szegmens elérte az XY
sikot. A két domén kozotti rést a Sybyl szoftver ,,Protein Loop Search” algoritmusaval
modelleztik. A szimmetria feltételek kielégitése végett egy, teljes extracellularis ¢s
transzmembran domént tartalmazdé monomert megkettztiink, majd a masik monomerhez
illesztettiik, amit a transzformacio utan toroltiink.

Az CR2 domén C-terminalis része nem rendezett, vagy nincs jelen az ErbB molekulak
kristalyszerkezeteiben, és flexibilis kart alkothat a kiils6 membrankozeli régioval, ahogy azt
az els6 monomer (ErbB2) egy valtozd6 masodik monomerhez (ErbB1-4) val6 megfeleld
pozicionalasahoz. Az éltalunk készitett flexibilis modell nem zarja ki az ErbB molekulak
homo- ¢és heterodimerjeinek CR2 doménjei kozotti kolcsonhatis lehetdségét sem, amit
immunoprecipitacids és mutacios vizsgalatok sugallnak.

A transzmembran ¢és a protein kindz kozotti membrankdzeli régidé masodlagos
szerkezetét a Sybyl szoftver, valamint az ExPASy molekularis biologia szerver
(http://www.expasy.org) kiilonbdzd modszereivel becsiiltiik. Mindegyik becslési modszer
alfa-hélix szerkezetet valoszintisitett a szekvencia N-terminalis felére. Az alfa-helikalis
transzmembran szegmens kozelsége, valamint a masodlagos szerkezet becslések egybehangzo
eredménye és a 3HLA fragmentum haromdimenzios szerkezete alapjan a 3HLA fragmentum

A membrankozeli szakasz két példanyat fedésbe hoztuk a modellezett transzmembran
hélix dimerrel négy olyan aminosav segitségével, melyek mindkét modellben szerepeltek. A
modell épitési eljardsban ezutan a protein kindz domén két példanyat hoztuk fedésbe a négy
kozos, C-termindlis aminosav segitségével. Erdekes modon az igy eldallt modellben a két
kindz domén szabalyos és szimmetrikus, egymasnak hattal all6 dimert alkotott mindenféle
kedvezdtlen kolcsonhatas nélkiil. Modelliinkben a kindz domén elhelyezkedését egyediil a
transzmembrdn domén dimer pozicidja és a bels6 membrankozeli régié modelljének alakja
alapjan kaptuk meg. Ezen modell szerint a kindz domének kdlcsonhatasban lehetnek

egymassal és egy harmadik dimerizacios felszinként is szolgalhatnak.
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Az extracellularis és az intracelluldris dimer modelljeit a k6zos transzmembran région
keresztiil hoztuk egymaéssal fedésbe. Ez a majdnem teljes hosszasagu ErbB2 dimer
tartalmazta a teljes ektodomént, a kiilsé membrankozeli régidt, a transzmembran domént, a
bels6 membrankozeli régiodt, a protein kindz domént és a szabdlyozd szerepet betdltd C-
terminalis farok egy részét. Az igy Osszeallo ErbB2 homodimer szerkezete harom potencialis
kolcsonhatasi felszinnel rendelkezett. Ez az ErbB2 homodimer, a tobbi ErbB molekula
ligandummal kapcsolt formajanak szerkezetét is figyelembe véve, kiinduldsi modellként
szolgalhat az ErbB2 molekula ErbB csaldd tobbi tagjaval alkotott heterodimerjeinek
megszerkesztéséhez. Az egymasnak hattal 4ll6 kinaz dimer elrendezés felelés lehet a
citoplazmatikus szabalyoz6 farokrész transz-foszforilaciojaért, de a kinaz domén

foszforilacigjaért mar nem, amihez masik kinaz molekulak sziikségeltetnek.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkénk két f6 célja az volt, hogy fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET)

alapu epitop térképezési és molekularis modellezési eljarasokkal az ErbB2 receptor és

dimerjének molekuldris modelljét megszerkessziik, valamint, hogy megéllapitsuk Ujonnan

kifejlesztett fluoreszkalo festékek és 4aramlasi citométerek hasznalhatosdgat éaramlési

citometrias FRET (FCET) mérésekben. Vizsgalataink eredményei a kdvetkezok:

Az altalunk vizsgalt hét fluoreszkald festék segitségével megallapitottuk a sejtek
felszinén  1évé  membranfehérjék  asszociacidjanak  aramlési  citometrias
tanulmanyozasahoz nélkiilozhetetlen paramétereket, melyek a normalizalt
fluoreszcencia intenzitas, a transzfer atmenet nagysagara jellemzd atfedési integral
(vagy kritikus Forster tdvolsag), a normalizalt FRET hatékonyséag, valamint a festékek
gerjeszthetOségét figyelembe vevo efr egylitthato.

Az altalunk vizsgalt harom 4aramldsi citométeren azt talaltuk, hogy a FCET
mérésekhez az Alexa546-Alexa647 ¢és az Alexa555-Cy5 donor-akceptor festékpar
optimalis.

FCET mérésekben meghataroztuk az ErbB2 receptor kiilonb6z6 epitdpjaihoz k5tddo,
fluoreszkalo festékekkel jelzett antitestek egymastél és a sejtmembrantol valo
tavolsagait.

A fenti tavolsag és irodalmi kristalyszerkezeti adatok alapjan, molekulamodellezési
eljarasok segitségével megszerkesztettiik a majdnem teljes ErbB2 transzmembran
receptor molekularis modelljét, amely tartalmazta az extracellularis domént, a
transzmembran régidt és a tirozinkindz domént, valamint az ezeket Osszekotd
szakaszokat. Az antitesttel jelolt ErbB2 molekuldk kozott mért FRET hatékonysag
értékek alapjan felallitottunk egy lehetséges modellt az ErbB2 receptor dimerre, amely
az EGFR dimerhez hasonl6 méddon kapcsolodott Gssze, valamint ramutattunk tobb
lehetséges dimerizacids felszinre a kiilsé membrankozeli 0sszekotd szakaszndl, a

transzmembran, valamint a tirozinkinadz régidknal.
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6. GYAKORLATI JELENTOSEG

Az 1j fluoreszkal6 festékek és aramlési citométerek dsszehasonlitasdval kidolgoztunk
egy olyan eljaréast, amellyel megallapitottuk ezek FRET mérésekben valo hasznalhatdsagat, és
amely barmely jovoben kifejlesztett festék és citométer esetén is alkalmazhato. A tesztelt Uj
aramlasi citométerek kozott olyan is van, amely lehetdvé teszi nagyszdmu minta akar
automatikus mérését és kiértékelését is.

Eredményeink hozzajarulnak az epidermalis novekedési faktor receptorcsalad tumoros
elvaltozasokban betoltott szerepének ¢és hatdsmechanizmusdnak megértéséhez, mivel
ravilagitanak a receptorok kozotti kolcsonhatasok sokszinliségére. A receptorcsaladon beliil
az altalunk megallapitott modell az elsd, amely magaba foglalja az ErbB2 receptor majdnem

teljes primer szekvenciajat.
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