ZAROJELENTES

A pélyazata cime: ErbB receptorok szerepe epitél eredetii tumorokban: receptor
tirozinkindzok, mint a tumor ellenes terapiak lehetséges target
molekulai.
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Osszefoglalas

.....

akarcsak mas erbB hetero-oligomereké — fontos szerepet jatszhatnak a jelatvitelben igy az
immunoterapidban is. Kisérleteket végeztiink annak felderitésére, hogyan modulalja ezt a
folyamatot méas kolcsonhatd molekuldk, pl. integrinek, CD44 (hialuronsav receptor)
sejtfelszini jelenléte. Az ErbB2 ellenes immunterapia (trastuzumab kezelés) soran
kialakulo trastuzumab rezisztencia lehetséges okait is vizsgaltuk. FRET eredmenyeink
alapjan elkészitettuk ErbB2 dimer molekularis modelljét. A trastuzumab rezisztens
JIMT-1 ill. MKN-7 valamint a szenzitiv SKBR-3 és N87 tumor sejtvonalakon végzett
0sszehasonlitd kiserleteink alapjan megallapitottuk, hogy a trastuzumab kezelés korali
elkezdésével még a rezisztens sejtek esetén is reszleges valasz érheté el. A xenograft
kisérletek rdmutattak arra, hogy az antitest altal kozvetitett citotoxicitds (ADCC) a
trastuzumab kezelés kedvezé hatdsénak elsédleges oka. A geldanamycin ill. 17AAG
sejtosztddast gatlé hatdsa hatékonyabbnak bizonyult trastuzumab rezisztens sejtekben.
Ugyanakkor a CD44 leszabalyozésa, valamint a hialuronsav szintézis gatlasa novelte a
trastuzumab kezelés hatékonysagat. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy célzott
adjuvans kezelés nagymértékben fokozhatjék a trastuzumab terapia hatékonyséagat.

Summary

Homo- and heteroassociations of erbB2-erbB2 and erbB2-erbB1 molecules —
similarly to that of other ErbB hetero-oligomers — play an important role in signal

transduction and immunotherapy. Our experiments aimed to reveal whether the cell



surface presence of interacting molecules such as integrin and CD44 (receptor for
hyaluronic acid) molecules can modulate these processes. We have also studied the
possible causes of trastuzumab resistance developing during the ErbB2 targeted
immunotherapy. We have prepared a useful molecular model of ErbB2 dimer on he basis
or our FRET results. By comparing the behavior of trastuzumab resistant (JIMT-1 and
MKN-7) and sensitive (SKBR-3 and N87) tumor cell lines we found that early
trastuzumab treatment can be partially beneficial even in resistant cell lines. It was also
revealed that the primary reason of the efficacy of trastuzumab treatment in xenograft
models is the antibody dependent cell citotoxicity (ADCC). The treatment using
geldanamycin or its derivative 17AAG was more efficient in trastuzumab resistant cells
than in sensitive cells. Downregulation of CD44 and inhibition of synthesis of hyaluronic
acid increased the efficiency of the trastuzumab treatment. These results suggest that
targeted adjuvant therapy can significantly enhance the efficacy of the trastuzumab

therapy.

Beszamolé

.....

akarcsak mas erbB hetero-oligomereké — fontos szerepet jatszhatnak a jelatvitelben igy az
immunoterapiaban is. Elképzelhet6, hogy a folyamat mas kdlcsonhatd molekulakkal, pl.
integrinekkel, CD44-el is modulélhato. A kulénb6zé kdlcsonhatasok eléfordulésat képes
befolyasolni az egyes molekularis szereplok expresszids szintje, és sejtfelszini
kompartmentalizaciora. Az interakciok végsé soron szerepet jatszanak az ErbB ellenes
immunterapia (pl. traztuzumab, vagy Omnitarg) hatékonysagaban, ill. adjuvansok altali
modulalhatésagaban. Kisérleteink a molekularis szintii kdlcsonhatasok szerepléinek és
sejtfelszini kompartmentalizaciojanak azonositasara, a kolcsonhatdsok meglétének és
modulalhatésaganak kimutatasara iranyultak.

A trastuzumab rezisztens JIMT-1 ill. MKN-7 valamint a szenzitiv SKBR-3 és
N87 tumor sejtvonalak esetében dsszehasonlito kiserleteket végeztink  az erbB2
molekuldk, integrinek és lipid tutajok expresszios szintjeinek, kolokalizacids eés

asszociacios mintazatainak felderitésére. A fenti paramétereknek a specifikus antitestek,



az epidermalis novekedési faktor (EGF), a Heregulin és a citokalazin-D hatasara
bekdvetkezé valtozésait szintén tanulmanyoztuk. A kolokalizacid6 mertékét ugy
hataroztuk meg, hogy a sejtek konfokalis képeibdl mindharom spektrélis csatornaban
(hédrom kulonbdz6 molekula jeldlése) felvett kép-parra kiszdmoltuk a kereszt korrelacios
koefficienst. Ehhez felhasznalobarat célprogramot fejlesztettiink ki, mely LabView
kornyezetben fut. A molekularis tavolsagokat aramlasi citometrids és képalkot6 FRET
mérésekkel hataroztuk meg.

Az aramlasi citometrias mérések alapjan a trastuzumab rezisztens sejtvonalak a
B1l-integrinre magasabb expresszios szintet mutattak a szenzitivekhez kepest. Mind a
négy sejtvonal esetében B1-integrin, erbB2 és lipid tutaj kolokalizaciét figyeltink meg. A
4D5, EGF és Heregulin kezelés csekély mértékben csokkentette az erbB2 és B1-integrin
kolokalizaciodjat. A lipid tutajok keresztkotése jelentés mértékben csokkentette az erbB2
molekuldkkal és integrinekkel torténé kolokalizaciojukat minden sejtvonal esetében, de
nem volt hatassal a B1-integrin eés erbB2 kolokalizaciojara. B1-integrin keresztkotése
csokkentette ezen receptor erbB2-vel és lipid tutajokkal torténé kolokalizcidjat, de nem
befolyésolta az erbB2-lipid tutaj kolokaliz&cidt. A B1l-integrin, erbB2 és lipid tutajok
kdzott megvaldsulé harmas kolokalizacio mind a négy sejtvonal esetén megmaradt
citokalazin-D kezelést kdvetben, igy az citoszkeleton-fliggetlennek tiinik, és feltehet6leg
csak a membrén receptorok és a lipid tutajok kapcsolatatdl fligg. A sejtfelszini
receptormolekuldk lipid tutajok altal befolyasolt heterogén eloszlasat a sejtmembranban
nemcsak az ErbB2 molekuldk esetén tudtuk kimutatni hanem az IL-2 és IL-15 receptorok
esetéen is. Megallapitottuk, hogy a lipid tutajok jelenlete nagyban hozzgjarul a
sejtmembran  szerkezetének heterogeneitasahoz ill. a sejtfelszini  receptorok
asszociacidjahoz, szupramolekularis szervezédéséhez.

A molekularis asszociaciok kimutatasara fluoreszcencia energia transzfer (FRET)
modszert alkalmaztunk. A FRET hatasfokdnak meghatarozéséra 0j komputerprogramot
dolgoztunk ki. A program felhasznalObarat és eldsegiti nagyszdmu minta gyors
kiértékelését. Uj eljarast dolgoztunk ki a FRET mérések soran hasznalatos donor-
akceptor festék-parok optimalis kivalasztasara. Ramutattunk, hogy milyen kritériumok
alapjan donthetjik el, hogy egyes aramlasi citométernél milyen festék-parokat

alkalmazzunk. Intracellularis molekularis asszociaciok vizsgalatara a zéld fluoreszcens



fehérje (GFP) kilonb6zé valtozatait kivanjuk a jovében felhasznélni. Ennek érdekében
kalibrélasi eljarast dolgoztunk ki a “cyan” és a ,,yellow” fluoreszcens fehérje-péar esetére,
melynek segitségével a FRET méréseket kvantitativva tudjuk tenni.

Az EGF receptort magas szinten kifejezé A431 sejteket transzfektaltunk ErbB2-
mYFP-vel, és az igy létrehozott sejtvonalat (A4-ErbB2-mYFP). Ha EGF-el konjugélt
magneses gongyokkel stimulaltunk az EGF receptorokat, az ugyanakkor transzaktivalta
az ErbB2-mYFP receptorokat. Az A4-ErbB2-mYFP sejtvonal tulajdonséagait
0sszehasonlitottuk a Herceptin szenzitiv. SKBR-3 és a Herceptin rezisztens JIMT-1
sejtekkel. Ha Herceptinnel kezeltiik a sejteket az ErbB2 foszforilalodott az A4-ErbB2-
mYFP és az SKBR-3 sejteken de nem foszforilalodott a JIMT-1 sejteken. Ha a sejteket
Herceptinnel konjugélt magneses gyongyokkel stimuldltuk, mind a harom sejtvonal
eseten foszforilalodtak az ErbB2 receptorok, bar csak a gyongyok kozvetlen kozelében.

Az ErbB2 receptor szerkezetének megértésehez elkészitettiik az ErbB2 dimer
molekuléris modelljét, amelynél az ErbB2 molekula kdzel teljes hosszat figyelembe
vettik. Az extracellularis domen valamint az intracellularis kindz domén
rontgenkrisztallogragids adatait, a transzmembrdn domeén NMR vizsgalatokkal nyert
adatait hasznaltuk fel e molekularis modellezésiunknél. Az extracellularis domén
membrantdl valé tavolsdgat fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)
mérésekkel hatiroztuk meg, hasonldképpen a dimerekben az extracellularis domének
egymastdl tavolsagara is az epitdpok kozott mért FRET adatok alapjan kovetkeztettlink.
A modell alapjan dimerizacios kdlcsonhatasokat josoltunk az extracellularis doménnél, a
transzmembran doménnél, valamint az intracelluléris kinaz doménnél is.

Az ErbB2 csaléd tagjain kivil a PDGF tirozinkinaz receptor jelatviteli folyamatait
is vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a PDGF stimulacié soran kivaltott intracellularis
sejtek rendszerint hossz (tébb mint 500 sec hosszusagu) kalcium valaszt adnak PDGF
hatasara, az egyedul allé sejtek, pedig csak kb. 200 sec hosszlsagu valaszt adnak.
Kimutattuk, hogy a kalcium vélasz hossza, fuggetlen attol, hogy a sejtek a sejtciklus
melyik fazisaban vannak.

Geldanamycin és szdrmazeka a 17-AAG képes leszabalyozni a hésokk fehérje

Hsp90 kliens fehérjéit, koztik az ErbB2-t is. Kisérleteink soran dsszehasonlitottuk a a



17AAG ErbB2-t leszabalyozd kepességét trastuzumab rezisztens JIMT-1 és szenzitiv
SKBR-3 emlétumor sejteken. Ugyanakkor vizsgaltuk, hogy a 17AAG és az trastuzumab
elésegitik-e egymas hatasat. Az alapszintii aktivaltsagi fok, az aktivalara adott valasz
mértéke, valamint a trastuzumab ErbB2-t leszabalyozd képessége joval alacsonyabb volt
a rezisztens sejtvonalndl. A 17-AAG 5-10 perces kezelése novelte az ErbB2
homodimerizécidjat mindkét sejtvonalnal és csokkentette a sejtek proliferaciojat, az
SKBR-3 sejtvonalnal az IC50 = 70 nM, a JIMT-1 sejtvonalnal IC50 = 10 nM. Ezek
szerint a trastuzumabra rezisztens JIMT-1 érzékenyebben reagélt a 17AAG-ra és ez
felveti annak a lehet6ségét, hogy a 17AAG-bol terdpids gydgyszert fejlesszenek ki. A
17AAG antiproliferacios hatasa pozitiv korrelaciot mutatott az ErbB2 foszforilaltsagaval
és leszabalyozodasaval, és elsésorban apoptdzis révén valdsult meg és bar magasabb
koncentracional nekrdzis is megfigyelhet6 volt.

A Klinikumban széleskdrben hasznélt anti-ErbB2 humanizalt antitest, a
trastuzumab biologiai hatdsanak, valamint az ellene fellépé rezisztencia kialakuldsénak
pontos mechanizmusa nem ismert. Kisérleteink sordn egér xenograft modellt
készitettiink, SCID egereket oltottunk be JIMT-1 sejtekkel, amelyek ErbB2 pozitivitast
mutattak de trastuzumabra rezisztensnek bizonyultak. Vizsgaltuk az antitest Altal
kozvetitett citotoxicitas (ADCC), és meglepédve tapasztaltuk, hogy a trastuzumab
kezelés a trastuzumbra egyébként rezisztens JIMT-1 sejtek beoltasaval létrehozott
szubmakroszkdpikus xenograftok esetén is képes volt a tumor ndvekedését gatolni 5-7
hétig. A megfigyelt jelenséget valdszinilleg az ADCC okozhatta, hiszen a trastuzumab-
(Fab), hatéstalan volt. Ugyanakkor az ,in vitro” ADCC egyforman hatasos volt
trastuzumabra rezisztens ill. szenzitiv sejtvonalak ellen. Mindezek az eredmények azt
sugalljak, hogy az ADCC els6dleges szerepet jatszhat a trastuzumab szubmakroszkopikus
tumorokon gyakorolt hatasaban.

A trastuzumab kezelés ellen eleve meglevs, vagy a kezelés soran kialakuld
rezisztencia egyik lehetséges oka, hogy a sejtfelszini glikokalix (pl. mucin) maszkirozza a
trastuzumab kotohelyét. Jelen kisérleteink sorén a hialuronsav és receptoranak a CD44-
nek az szerepét vizsgalta trastuzumab rezisztencia kialakulasaban. Kimutattuk, hogy a
CD44 magas szinti expresszidja korrelaciot mutatott a trastuzumab gyors

internalizacidjaval, és hogy az siRNS altal kivaltott CD44 expresszios szintjének



leszabalyozddasa csokkentette a tratuzumab internalizaciojat és a sejtek proliferaciojat.
A hialuronsav szintézist gatlé 4-metilumbelliferon (4-MU) jelentésen csokkentette a
hialuronsav  szintézisét JIMT-1  xenograftokban, novelte a  trastuzumab
internalizicidjanak sebességét, és csokkentette a sejtek osztodasat. A 4-MU kezelés
jelent6sen eldsegitette a trastuzumab sejtosztodast gatld hatdsat még a rezisztens JIMT-1
xenograftokban is. Eredményeink arra utalnak, hogy a CD44-hialuronsav utvonal fontos
szerepet jatszhat tumor sejtek konvenciondlis a receptor-iranyitott terapidkkal szemben

kialakitott menekdilési lehetéségeiben.
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