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ZÁRÓJELENTÉS

A pályázata címe: ErbB receptorok szerepe epitél eredetű tumorokban: receptor

tirozinkinázok, mint a tumor ellenes terápiák lehetséges target

molekulái.

A pályázat száma: 43061

Témavezető: Szöllősi János

Összefoglalás

Az erbB2-erbB2 és erbB2-erbB1 molekulák homo- és heteroasszociációja –

akárcsak más erbB hetero-oligomereké – fontos szerepet játszhatnak a jelátvitelben így az

immunoterápiában is. Kísérleteket végeztünk annak felderítésére, hogyan modulálja ezt a

folyamatot más kölcsönható molekulák, pl. integrinek, CD44 (hialuronsav receptor)

sejtfelszíni jelenléte. Az ErbB2 ellenes immunterápia (trastuzumab kezelés) során

kialakuló trastuzumab rezisztencia lehetséges okait is vizsgáltuk. FRET eredményeink

alapján elkészítettük ErbB2 dimer molekuláris modelljét. A trastuzumab rezisztens

JIMT-1 ill. MKN-7 valamint a szenzitív SKBR-3 és N87 tumor sejtvonalakon végzett

összehasonlító kísérleteink alapján megállapítottuk, hogy a trastuzumab kezelés korai

elkezdésével még a rezisztens sejtek esetén is részleges válasz érhető el. A xenograft

kísérletek rámutattak arra, hogy az antitest által közvetített citotoxicitás (ADCC) a

trastuzumab kezelés kedvező hatásának elsődleges oka. A geldanamycin ill. 17AAG

sejtosztódást gátló hatása hatékonyabbnak bizonyult trastuzumab rezisztens sejtekben.

Ugyanakkor a CD44 leszabályozása, valamint a hialuronsav szintézis gátlása növelte a

trastuzumab kezelés hatékonyságát. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy célzott

adjuváns kezelés nagymértékben fokozhatják a trastuzumab terápia hatékonyságát.

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
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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.

Beszámoló

Az erbB2-erbB2 és erbB2-erbB1 molekulák homo- és heteroasszociációja –

akárcsak más erbB hetero-oligomereké – fontos szerepet játszhatnak a jelátvitelben így az

immunoterápiában is. Elképzelhető, hogy a folyamat más kölcsönható molekulákkal, pl.

integrinekkel, CD44-el is modulálható. A különböző kölcsönhatások előfordulását képes

befolyásolni az egyes molekuláris szereplők expressziós szintje, és sejtfelszíni

kompartmentalizációra. Az interakciók végső soron szerepet játszanak az ErbB ellenes

immunterápia (pl. traztuzumab, vagy Omnitarg) hatékonyságában, ill. adjuvánsok általi

modulálhatóságában. Kísérleteink a molekuláris szintű kölcsönhatások szereplőinek és

sejtfelszíni kompartmentalizációjának azonosítására, a kölcsönhatások meglétének és

modulálhatóságának kimutatására irányultak.

A trastuzumab rezisztens JIMT-1 ill. MKN-7 valamint a szenzitív SKBR-3 és

N87 tumor sejtvonalak esetében összehasonlító kísérleteket végeztünk az erbB2

molekulák, integrinek és lipid tutajok expressziós szintjeinek, kolokalizációs és

asszociációs mintázatainak felderítésére. A fenti paramétereknek a specifikus antitestek,
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az epidermális növekedési faktor (EGF), a Heregulin és a citokalazin-D hatására

bekövetkező változásait szintén tanulmányoztuk. A kolokalizáció mértékét úgy

határoztuk meg, hogy a sejtek konfokális képeiből mindhárom spektrális csatornában

(három különböző molekula jelölése) felvett kép-párra kiszámoltuk a kereszt korrelációs

koefficienst. Ehhez felhasználóbarát célprogramot fejlesztettünk ki, mely LabView

környezetben fut. A molekuláris távolságokat áramlási citometriás és képalkotó FRET

mérésekkel határoztuk meg.

Az áramlási citometriás mérések alapján a trastuzumab rezisztens sejtvonalak a

1-integrinre magasabb expressziós szintet mutattak a szenzitívekhez képest. Mind a

négy sejtvonal esetében 1-integrin, erbB2 és lipid tutaj kolokalizációt figyeltünk meg. A

4D5, EGF és Heregulin kezelés csekély mértékben csökkentette az erbB2 és 1-integrin

kolokalizációját. A lipid tutajok keresztkötése jelentős mértékben csökkentette az erbB2

molekulákkal és integrinekkel történő kolokalizációjukat minden sejtvonal esetében, de

nem volt hatással a 1-integrin és erbB2 kolokalizációjára. 1-integrin keresztkötése

csökkentette ezen receptor erbB2-vel és lipid tutajokkal történő kolokalizációját, de nem

befolyásolta az erbB2-lipid tutaj kolokalizációt. A 1-integrin, erbB2 és lipid tutajok

között megvalósuló hármas kolokalizáció mind a négy sejtvonal esetén megmaradt

citokalazin-D kezelést követően, így az citoszkeleton-függetlennek tűnik, és feltehetőleg

csak a membrán receptorok és a lipid tutajok kapcsolatától függ. A sejtfelszíni

receptormolekulák lipid tutajok által befolyásolt heterogén eloszlását a sejtmembránban

nemcsak az ErbB2 molekulák esetén tudtuk kimutatni hanem az IL-2 és IL-15 receptorok

esetén is. Megállapítottuk, hogy a lipid tutajok jelenléte nagyban hozzájárul a

sejtmembrán szerkezetének heterogeneitásához ill. a sejtfelszíni receptorok

asszociációjához, szupramolekuláris szerveződéséhez.

A molekuláris asszociációk kimutatására fluoreszcencia energia transzfer (FRET)

módszert alkalmaztunk. A FRET hatásfokának meghatározására új komputerprogramot

dolgoztunk ki. A program felhasználóbarát és elősegíti nagyszámú minta gyors

kiértékelését. Új eljárást dolgoztunk ki a FRET mérések során használatos donor-

akceptor festék-párok optimális kiválasztására. Rámutattunk, hogy milyen kritériumok

alapján dönthetjük el, hogy egyes áramlási citométernél milyen festék-párokat

alkalmazzunk. Intracelluláris molekuláris asszociációk vizsgálatára a zöld fluoreszcens
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fehérje (GFP) különböző változatait kívánjuk a jövőben felhasználni. Ennek érdekében

kalibrálási eljárást dolgoztunk ki a “cyan” és a „yellow” fluoreszcens fehérje-pár esetére,

melynek segítségével a FRET méréseket kvantitatívvá tudjuk tenni.

Az EGF receptort magas szinten kifejező A431 sejteket transzfektáltunk ErbB2-

mYFP-vel, és az így létrehozott sejtvonalat (A4-ErbB2-mYFP). Ha EGF-el konjugált

mágneses göngyökkel stimuláltunk az EGF receptorokat, az ugyanakkor transzaktiválta

az ErbB2-mYFP receptorokat. Az A4-ErbB2-mYFP sejtvonal tulajdonságait

összehasonlítottuk a Herceptin szenzitív SKBR-3 és a Herceptin rezisztens JIMT-1

sejtekkel. Ha Herceptinnel kezeltük a sejteket az ErbB2 foszforilálódott az A4-ErbB2-

mYFP és az SKBR-3 sejteken de nem foszforilálódott a JIMT-1 sejteken. Ha a sejteket

Herceptinnel konjugált mágneses gyöngyökkel stimuláltuk, mind a három sejtvonal

esetén foszforilálódtak az ErbB2 receptorok, bár csak a gyöngyök közvetlen közelében.

Az ErbB2 receptor szerkezetének megértéséhez elkészítettük az ErbB2 dimer

molekuláris modelljét, amelynél az ErbB2 molekula közel teljes hosszát figyelembe

vettük. Az extracelluláris domén valamint az intracelluláris kináz domén

röntgenkrisztallográgiás adatait, a transzmembrán domén NMR vizsgálatokkal nyert

adatait használtuk fel e molekuláris modellezésünknél. Az extracelluláris domén

membrántól való távolságát fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)

mérésekkel határoztuk meg, hasonlóképpen a dimerekben az extracelluláris domének

egymástól távolságára is az epitópok között mért FRET adatok alapján következtettünk.

A modell alapján dimerizációs kölcsönhatásokat jósoltunk az extracelluláris doménnél, a

transzmembrán doménnél, valamint az intracelluláris kináz doménnél is.

Az ErbB2 család tagjain kívül a PDGF tirozinkináz receptor jelátviteli folyamatait

is vizsgáltuk. Megállapítottuk, hogy a PDGF stimuláció során kiváltott intracelluláris

kalcium válasz hossza a sejtek konfluenciájától függ. A sejt-sejt kontaktussal rendelkező

sejtek rendszerint hosszú (több mint 500 sec hosszúságú) kalcium választ adnak PDGF

hatására, az egyedül álló sejtek, pedig csak kb. 200 sec hosszúságú választ adnak.

Kimutattuk, hogy a kalcium válasz hossza, független attól, hogy a sejtek a sejtciklus

melyik fázisában vannak.

Geldanamycin és származéka a 17-AAG képes leszabályozni a hősokk fehérje

Hsp90 kliens fehérjéit, köztük az ErbB2-t is. Kísérleteink során összehasonlítottuk a a
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17AAG ErbB2-t leszabályozó képességét trastuzumab rezisztens JIMT-1 és szenzitív

SKBR-3 emlőtumor sejteken. Ugyanakkor vizsgáltuk, hogy a 17AAG és az trastuzumab

elősegítik-e egymás hatását. Az alapszintű aktiváltsági fok, az aktiválára adott válasz

mértéke, valamint a trastuzumab ErbB2-t leszabályozó képessége jóval alacsonyabb volt

a rezisztens sejtvonalnál. A 17-AAG 5-10 perces kezelése növelte az ErbB2

homodimerizációját mindkét sejtvonalnál és csökkentette a sejtek proliferációját, az

SKBR-3 sejtvonalnál az IC50 = 70 nM, a JIMT-1 sejtvonalnál IC50 = 10 nM. Ezek

szerint a trastuzumabra rezisztens JIMT-1 érzékenyebben reagált a 17AAG-ra és ez

felveti annak a lehetőségét, hogy a 17AAG-ból terápiás gyógyszert fejlesszenek ki. A

17AAG antiproliferációs hatása pozitív korrelációt mutatott az ErbB2 foszforiláltságával

és leszabályozódásával, és elsősorban apoptózis révén valósult meg és bár magasabb

koncentrációnál nekrózis is megfigyelhető volt.

A klinikumban széleskörben használt anti-ErbB2 humanizált antitest, a

trastuzumab biológiai hatásának, valamint az ellene fellépő rezisztencia kialakulásának

pontos mechanizmusa nem ismert. Kísérleteink során egér xenograft modellt

készítettünk, SCID egereket oltottunk be JIMT-1 sejtekkel, amelyek ErbB2 pozitivitást

mutattak de trastuzumabra rezisztensnek bizonyultak. Vizsgáltuk az antitest által

közvetített citotoxicitás (ADCC), és meglepődve tapasztaltuk, hogy a trastuzumab

kezelés a trastuzumbra egyébként rezisztens JIMT-1 sejtek beoltásával létrehozott

szubmakroszkópikus xenograftok esetén is képes volt a tumor növekedését gátolni 5-7

hétig. A megfigyelt jelenséget valószínűleg az ADCC okozhatta, hiszen a trastuzumab-

(Fab)2 hatástalan volt. Ugyanakkor az „in vitro” ADCC egyformán hatásos volt

trastuzumabra rezisztens ill. szenzitív sejtvonalak ellen. Mindezek az eredmények azt

sugallják, hogy az ADCC elsődleges szerepet játszhat a trastuzumab szubmakroszkópikus

tumorokon gyakorolt hatásában.

A trastuzumab kezelés ellen eleve meglevő, vagy a kezelés során kialakuló

rezisztencia egyik lehetséges oka, hogy a sejtfelszíni glikokalix (pl. mucin) maszkírozza a

trastuzumab kötőhelyét. Jelen kísérleteink során a hialuronsav és receptorának a CD44-

nek az szerepét vizsgálta trastuzumab rezisztencia kialakulásában. Kimutattuk, hogy a

CD44 magas szintű expressziója korrelációt mutatott a trastuzumab gyors

internalizációjával, és hogy az siRNS által kiváltott CD44 expressziós szintjének
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leszabályozódása csökkentette a tratuzumab internalizációját és a sejtek proliferációját.

A hialuronsav szintézist gátló 4-metilumbelliferon (4-MU) jelentősen csökkentette a

hialuronsav szintézisét JIMT-1 xenograftokban, növelte a trastuzumab

internalizációjának sebességét, és csökkentette a sejtek osztódását. A 4-MU kezelés

jelentősen elősegítette a trastuzumab sejtosztódást gátló hatását még a rezisztens JIMT-1

xenograftokban is. Eredményeink arra utalnak, hogy a CD44-hialuronsav útvonal fontos

szerepet játszhat tumor sejtek konvencionális a receptor-irányított terápiákkal szemben

kialakított menekülési lehetőségeiben.
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