A projekt fo6bb eredményei a kovetkezok

Megallapitottuk, hogy a HSP-90-gatlé 17-AAG az ErbB2 homodimerizacidjat és
foszforilacigjat fokozza mind trastuzumab szenzitiv, mind rezisztens emlétumor sejteken,
¢s hosszltavon a receptor leszabalyozasat €s a sejtproliferacid gatlasat idézi eld, melynek
hatterében elsésorban apoptozis, nagyobb dozisoknal részben nekrozis all. Ennek alapjan
a 17-AAG alkalmas lehet a trastuzumab-rezisztens, ErbB2-pozitiv tumorok kezelésére.
Az ErbB2-t nagymértékben expresszalo trastuzumab szenzitiv daganatsejtek esetén a 17-
AAG proliferaciot gatld hatdsa a nagyszdmu ErbB2 receptor aktivaloddsa miatt
alacsonyabb. Ilyen tumoroknal a trastuzumabbal torténé kombinaci6 hatdsos lehet a 17-
AAG éltal kivaltott ErbB2 foszforilacid géatldsdban, valamint az alacsony dézisu 17-AAG
novekedést gatlo hatdsdnak fokozésdban (Zsebik és mtsai. 2006). A 17-AAG hatésara
1étrej6vé homoasszociacio valtozas in situ sejtmembranban torténé mérésére akceptor
fotokioltdsos konfokalis mikroszkopos moddszert optimalizaltunk (Szollési és mtsai.
2006; Nagy ¢és mtsai. 2006), melyet arra hasznaltunk, hogy a receptor aktivacio,
metodikahoz 1j, felhasznalobarat, nyilvanosan elérhetd programot fejlesztettiink ImageJ
JAVA koérnyezetben (Roszik és mtsai, 2008).

A HSP-90 gatlas vizsgélata soran elért eredményeink gyakorlati jelentdsége kettds:
egyrészt igazolja a 17-AAG monoterapia hatékonysagat trastuzumab-rezisztens, de
ErbB2-pozitiv eml6étumorok esetén, masrészt felhivja a figyelmet arra, hogy magas
jelentkezd ErbB2 foszforilacid csdkkentése érdekében trastuzumabbal kombindlni. Ez a
megfigyelés azért is jelentds lehet, mivel a jelenlegi egyetlen klinikai kiprébalasbol,
melyben 17-AAG-t alkalmaznak, a korabbi vagy fennall¢o trastuzumab kezelés kizard ok.
Olyan 17-AAG-trastuzumab konjugatum létrehozasaval azonban mar kisérleteztek, amit
az ErbB2-t talzott mértékben kifejezé tumorokhoz adva egyfajta specifikus chaperon
terapiat teremtene. Egy ilyen konjugatum alkalmazasa azonban megkoveteli annak
pontos ismeretét, hogy milyen hatasa van a 17-AAG ¢és a trastuzumab egyiittes adasanak
a kiilonb6z0 expresszios szintil és eltérd trastuzumab-reszisztencia foku tumorokban.

Modellrendszereink  koziil az alacsony ErbB2 expressziot mutatd patkany
adenokarcindma esetén igen hatékony, potencidlisan a klinikumban is alkalmazhato
kombinalt kezelést megalapozd megfigyeléseket tettiink. Cisztein proteinaz inhibitort
(CPI) fotodinamias terapiahoz (PDT) tarsitva ezek szinergisztikusan gatoltak a tumor
novekedését, fokoztdk a tumor nekrozisat, s ennek hatterében legaldbbis részben a
szinergisztikusan csokkentett szérum VEGF szint, ill. a kovetkezményes nagyfoku
neovaszkularizacio-gatlas allt. A PDT ¢és CPI kombinacioja a Wistar patkanyokba
implantalt szolid emldkarcindma progresszidjat 20 mg/kg HpD, 500 pg/allat CPI és 90
Jlem? fotondozist besugarzas mellett képes leghatékonyabban gatolni. A legjobb
eredményeket az inokuldcioval egyidoben elkezdett terapia adja, ami arra utal, hogy a
kombinacios kezelés kiilondsen hatékony lehet a szérodott, ill. rezidudlis daganatsejtek
elpusztitasaban (Zsebik és mtsai. 2007).



Erdekes felfedezést tettiink a receptor tirozinkinazokrol induld jelatviteli kaszkad elemeit
eldallito egyik enzim, a foszfatidilinozitol-4-kinaz 230 kDa-os izoformajat illetden. Ez az
izoforma, gy tlinik, az enzimt6l megszokott membrankdzeli, ill. vezikularis lokalizacion
kiviil a sejt magvacskaban is megjelenik, ahol detergens-rezisztens proteo-
lipidkomplexekben talalhat6, és dinamikusan és reverzibilisen kotddik nukleinsav
tartalmu szerkezetekhez. Az enzim lokalizacioja a sejtek aktivaltsagi, ill. differencialtsagi
tirozinkinazok expresszidjat, membranbeli szervez6dését is erésen befolyasolja (Kakuk
¢s mtsai. 2006). A P14K230 monopartit NLS-¢ altal kdzvetitett sejtmagi import lektin-
érzékeny, energia-fiiggd folyamat, amely importin al/p €s importin a3/f dimer transzport
faktorok altal vezérelt utvonalakon torténik. A bipartit NLS 6nmagaban mukleolaris
lokazéciot jelzd NTS-ként mitkodik, de tagabb polipeptid kornyezetével egyiitt nuklearis
importot is medial (Kakuk és mtsai. 2008).

Sikeresen létrehoztuk egy trastuzumab rezisztens emltumorbol (JIMT-1) a tervezett,
SCID egérben ndveszthetd xenograft modellt, melynek segitségével anti-ErbB2 terapiak
in vivo és in vitro hatasai kozott kiilonbséget vizsgaltuk. Irodalmi adatok alapjan
felvetédik, hogy trastuzumab-érzékeny sejtvonalak esetén a trastuzumab in Vivo
hatasanak egy részéért immun-medialt mechanizmusok lehetnek felelések. Az altalunk
hasznalt JIMT-1 sejtvonal jelenleg egyediilalldé modell, amellyel egyszerre, elkiilonitve
lehet vizsgalni a trastuzumab-rezisztencia direkt (in vitro) és immun-medialt formajat (in
vivo). Kisérleteink eldszor is arra vilagitottak ra, hogy az in vitro trastuzumab-rezisztens
JIMT-1 sejtek (melyek eredetileg klinikailag trastuzumab rezisztens beteg pleuralis
metasztazisabol szarmaznak) in vivo érzékenyek a trastuzumab kezelésre, de csak
kezdjiik. Tekintve, hogy a trastuzumabbdl lehasitott F(ab’), fragmentum, bar in vitro
kotodott a sejtekhez és ErbB2 keresztkotésére alkalmas volt, nem gatolta a
tumorndvekedést, a teljes trastuzumab tumorgatld hatadsaban az Fc rész, és igy az antitest
kozvetitett sejtmedialt citotoxicitas (ADCC) szerepe tételezhetd fel. A tumor névekedése
kapcsan kialakuld rezisztencia pedig ennek értelmében a trastuzumab-kdzvetitette
ADCC-vel szembeni rezisztenia kialakulasat jelenti. Azt is megallapitottuk, hogy a
trastuzumab és F(ab’); fragmentuma azonos mértékben csokkentette a xenograftok
ErbB2 szintjét. igy, mivel az F(ab’), a daganatnovekedésre nem hatott, a trastuzumab
ErbB2-t csokkentd és daganatnovekedést gatlo hatdsa modelliinkben nem mutat
Osszefiiggést (Barok és mtsai., 2007). Az ErbB-célponti daganatterapiadk immunologiai
vonatkozasanak ilyentén felmeriilése miatt egyrészt kooperacidt inditottunk ErbB2
célpontti atprogramozott (kiméra T-sejt receptorral stabilan transzfektalt) T-sejtek
hatasmechanizmusdnak ¢és az Aaltaluk létrehozott immunszinapszipsok jellemzésére,
masrészt attekintettiik ezen szinapszisok és a lipid tutajok mint szervezd platform
Osszefiiggéseit (Szoor €s mtsai, 2010).

A trastuzumab ADCC-t medialé hatasat in vitro kisérletekben is demonstraltuk, és
megallapitottuk, hogy az in vitro trastuzumab-érzékeny és az in vitro rezisztens
sejtvonalak ugyanolyan mértékben érzékenyek a trastuzumab-kozvetitette ADCC-re in
vitro. In vitro ADCC-re érzékenynek talaltuk az ADCC-re in vivo rezisztenssé valt
xenograftbol alapitott JIMT-1 X+ sejtvonalat is. A JIMT-1 X+ sejtek egerekbe oltva in



vivo is ujra érzékenynek bizonyultak, bar a rezisztencia gyorsabban kialakult, mint a
JIMT-1 sejteknél (Barok és mtsa., 2007). A sejtvonalak génexpresszios analizise teljes
human genom csipen megtortént, az eredmények verifikalasa jelenleg folyik.

A tovabbiakban moédszert allitottunk be a xenograft-hordozo SCID egérben keringé és
disszeminalt tumorsejtek izolalasdra és kimutatisara, és vizsgaltuk ezen sejtek, ill.
sejtcsoportok szamat a kiilonféle kezelésen atesett egereken. Kimutattuk, hogy a
trastuzumab szignifikansan csokkentette a vérben keringd €s a csontveldi disszeminalt
daganatos sejtek szamat akkor, amikor a primer daganat mar nem volt érzékeny a
trastuzumab-kezelésre. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a trastuzumab medialt ADCC-
vel szembeni rezisztencia a tumormérettel, ill. a tumor molekularis kornyezetével
osszefligghet: Ondllé daganatsejtek, vagy kisebb csoportjaik, melyek az intersticiumhoz
nem kapcsolodnak — tobbek kozott a JIMT-1 sejteken kifezddé CD44 és hozzajuk
kapcsolodo hialuronsav molekulakon keresztiill — még hozzaférhetok lehetnek az NK
sejtek szamara, amikor ez a mechanizmus a nagyobb tomegli daganattal szemben mar
nem hatékony (Barok és mtsai., 2008). Ennek megfeleléen a hialuronsav szintézis gatlasa
4 metiumbelliferonnal fokozza a trastuzumab proliferaciot csokkentd képességét a SCID
modellben. Hasonloképpen terapias targetként jon szoba a MUC-4 szialomucin komplex,
melynek leszabalyozdsa RNS interferenciaval szintén fokozni képes a trastuzumab
kotoédését. A megfigyelések Osszességében a korai trastuzumab terapia fontossagara, ill. a
primer tumor trastuzumab rezisztencidja esetén is elérhetd metasztazis gatlo hatdsra
hivjak fel a figyelmet. Ugyanakkor felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy a kialakulo
tumormasszaban a megfelel6 mikrokornyezetbe keriilve az esetleges daganat Ossejtek
masképp viselkednek, kevésbé sebezhetdek, mint kozvetleniil implantacid utan a
stromaban szétszorddva. A JIMT-1 vonalban eléforduld dssejt jellegli formak vizsgalatat
jelenleg is végezziik. A témakorben tett ezen €s korabbi sajat megfigyeléseinket valamint
a vonatkozd fontosabb irodalmi adatokat az ErbB receptorok immunterapidjarol, és a
daganat Gssejtekrdl Osszefoglald kdzleményekben tekintettiik 4t (Friedldnder és mtsai,
2008, Fabian és mtsai, 2009).

A JIMT-1 mellett két tovabbi, az ErbB2 mint terapias célpont vizsgalatara alkalmas
rendszer beallitasat és jellemzését is elvégeztik. Mivel az ErbB2 pozitiv tumorok
trastuzumab rezisztencidjanak hatterében valtozatos molekularis okok allhatnak, a JIMT-
1 sejteken tul egy tovabbi sejtvonalat, a B585-0t is jellemeztiink. Ezek a sejtek
trastuzumab rezisztens emld adenokarcindbmabol szadrmaznak, és xenograftként
tenyészthetdk. CGH és nagyobb feloldast arrayCGH vizsgalatuk az eredeti tumorral
megegyez0 24 fontosabb lokusz eltérését mutatta ki. Az egész human genom chipen
tortént mRNS expresszios vizsgalatok fényében ezek koziil legfontosabbak a kdvetkezok.
Az ErbB2 nagymeértékli amplifikacidja és kozepes mértékii mRNS és protein szintli
kezeléssel vald kombinaciojanak lehetéségére hivja fel a figyelmet. Az ErbBl
amplifikacio lehetdvé teszi, hogy in vivo EGF koncentraciok az ErbB1-en keresztiil az
ErbB2-t hatékonyan transzaktivaljak (ennek molekularis mechanizmusaval kapcsolatos
vizsgalatokat lasd lentebb). A Bl integrin és a magas CD44 kifejez6dése ugyanakkor
felveti az extracellularis matrix védo szerepét ebben a sejtvonalban is, €s vizsgalhatova



teszi annak ADCC-t megakadalyoz6 hatasat egy JIMT-1-t6] fiiggetlen rendszerben
(Barok ¢ mtsai, 2010).

A masik ErbB2 pozitiv modellrendszert az SADR nevii sejtvonal képezi, mely az NIH-
3T3 fibroblaszt anyasejtvonalbol tetraciklin negativ szabalyozasa alatt allo (tet-off)
ErbB2 gén transzfektalasaval késziilt. A sejtvonal ErbB2 expresszioja tetraciklin kezelés
hatasara 48 oran beliil megsziinik, a derepresszalas viszont csak egy hét alatt, és csak a
sejtek felében torténik meg. A sejtek osztodasi rataja ErbB2 megvondsra csokken,
Osszhangban az ErbB2 biztositotta proliferacios eldonnyel, és a megvonast kdvetden a
trastuzumabnak tovabbi in vitro hatasa nincs rajuk. Erdekes modon a frissen létrehozott
sejtvonal esetén az ErbB2-t kifejezetd sejtekre sincs a trastuzumabnak szamottevo hatasa.
A passzazsszam novekedésével egyiitt viszont ErbB2 dependencia alakul ki — ErbB2
megvonasra fokozodik az apoptdzis ardny, és a trastuzumab is proliferaciot csokkentd, és
G1 blokkot okozo hatast fejt ki, rovidtavon (5 perc) fokozza az ErbB2 foszforilaciot,
hossztavon (3 nap) pedig csokkenti az ErbB2-expressziot. Mig tehat a passzalas elején
alig észlelhet6 a trastuzumab hatasa, a 20 passzazsnal minden, a trastuzumabra jellemz6
ErbB2-fiiggd hatas megmutatkozik. A tovabbi passzalasok soran (p30) viszont
trastuzumab rezisztencia kezd megjelenni. A rendszer tehat érdekes modellnek tlinik az
ErbB2 onkogénhez torténd sejtszintli addikcid, majd késébbi anti-ErbB2 kezelésre
kialakul6é rezisztencia tekintetében. Tovabbi jellemzéséhez az mRNS expresszid
vizsgalatat végeztiik el (teljes egér genom chipen), az eredmények elemzése jelenleg
zajlik (Lisboa és mtsai, 2010a).

A receptor tirozinkinazok, ezen beliill esetiinkben az ErbB kindzok expresszios
mintdzatanak daganatfejlédésre gyakorolt hatasat akkor érthetjilk meg igazan, ha a
multimolekuléris kolcsonhatdsokat részletesen tudjuk jellemezni. A kdlcsonhatdsok
jellemzésére klasszikusan alkalmazott FRET (fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer)
modszerek két molekula interakcigjat tudjdk kimutatni, err6l mintegy pillanatfelvételt
mutatni, tehat a kolcsonhatas tobbi résztvevdit és idObeli dinamikajat nem mutatjak
(Vereb és mtsai, 2009). A projekt folyaman altalunk kifejlesztett 0j kétoldala FRET
(tsFRET) modszer alkalmas 3 molekula koziil egyszerre 2 tetszéleges parnak a
kolcsonhatdsat, nm szintli tavolsdgat mérni. A modszer segitségével antikorrelaciot
figyeltiink meg a bétal-integrin/ErB2 heteroasszociacid, és az ErbB2 homoasszociacio
kozott trastuzumab szenzitiv emld és gyomorkarcindmak esetén. Azt is megfigyeltiik,
hogy a bétal-integrin/ErB2 heteroasszociacio a kitapadt sejtekben lathatdo fokalis
adhézidés pontokban Iényegesen magasabb a feltripszinezett sejtekhez képest.
Hipotézisiink szerint az integrinek kompetdlnak az ErbB2-vel vald asszociacio
lehetdségéért a tobbi ErbB2 molekulaval, €és igy magasabb integrin expresszid
csokkentheti a trastuzumab altal keresztkothetd és leszabalyozhaté ErbB2 dimereket, ami
a magas integrin expresszioju trastuzumab rezisztens sejtek esetén okozhatja az in vitro
rezisztenciat (Fazekas ¢és mtsai, 2007).

A tovabbiakban hasonld kdolcsonhatast figyeltiink meg a bétal-integrin és az ErbBl
kozott is, mely megfigyelés vélhetdleg — hozzajarul az ErbBl1 glioblasztomak
sugarrezisztenciajaban betoltott szerepének tisztazashoz. Az ErbBlamplifikacioja
megfigyelhetd a magas (IV.) gradusu glioblasztomak kialakulasa soran, és korrelacidt
mutat sugarrezisztencidjukkal, mellyel érdekes mdédon a 7. kromoszéma tobblet is



korrelal - az ErbB1 génje pedig a 7p-n taldlhatd. Méréseink szerint a mikrosejt fuzidval
l1étrehozott, tobblet 7. kromoszoémat tartalmazd U251 glioblasztéma sejtek a tobblettel, és
az éltala megndvelt ErbB1 expresszioval ardnyos sugarrezisztenciat mutatnak, és fokozott
mértékben fejezik ki a betal integrint is, noha az nem ezen a lokuszon talalhato. Az U251
NCI anyasejtvonalbdl elektroporacids transzfektalassal, és tobbszori aramlasi citométeres
dusitassal olyan sejtvonalakat hoztunk 1étre, melyek a tobblet ErbBl-et magas (Hi) és
alacsony (Lo) szinten expresszaljak. Megallapitottuk, hogy a Hi populacié a
sejtvalogatast kovetden egy passzalas utan mar kettévalik, és a Lo-nak megfeleld
expresszioju alpopulacié jelenik meg, melynek aranya folyamatosan nd. A tobblet ErbB1
ugyanakkor tobblet betal integrin kifejezddést okoz, mely idében stabil. Az 4j klonok az
anyasejtvonalhoz képest az ErbB1 expresszié mértékével aranyos, fokozott koloniaképzo
képességet, ¢és a tobblet integrin mennyiségével aranyos megndvekedett
sugarrezisztenciat mutatnak. A széruméheztetés utan EGF hatasara 1étrejott, Western
blottal mért Akt foszforilacié szintén az ErbBl1 és integrin kifejez0dés mértékével
parhuzamosan nd. Erdekes modon az aramlasi citométeres FRET mérések arra utaltak,
hogy az ErbBl dimerizacié az expresszid ndvekedésével parhuzamosan csokken;
ugyanakkor az ErbBl-integrin kdlcsonhatas fokozodik. Mivel ezek a mérések a két
molekularis interakcié komplementaritasat csak sejtek atlagos fluoreszcencia értékeibol
szamitott FRET hatasfokok populaciés atlagai alapjan sugallottdk, a tovabbiakban a
kétoldali mikroszképos FRET technikaval probaltunk szubcellularis feloldasban is
sszefiiggéseket igazolni. Ezek a pixelenkénti mérések a sejtmembran ~ 0.05 pm?-es
doménjeire is igazoltak, hogy betal integrin megjelenése ErbB1 molekulak klasztereiben
az ErbB1 molekuldk kolcsonhatasi kapacitasanak egy részét elvonja, €s sajat maga veszi
igénybe; a fokozott ErbB1 — B1 Integrin kdlcsonhatas kdvetkezménye lehet a PI3K/Akt
szignalit erdsodése, a fokozott sejttalélés ¢€s sugarrezisztencia. Ezt a hipotézist
munkacsoportunk klinikai glioblasztéma mintdkon végzett mérései igazolni latszanak:
Elséként dolgoztunk ki mikroszkopos FRET modszert fagyasztott glioblasztoma
metszeteken torténo molekularis kolcsonhatasok mérésére, és ennek alkalmazasaval I1. és
IV. gradust asztrocitdbma mintak klinikai adatait vetettiik ossze az ErbB1- B1 Integrin
kolcsonhatas erésségével, ill. a relevans expresszids szintekkel. Bar mind az integrin,
mind az ErbB1 kifejezddés jol korrelalt a daganat gradusaval, Iépésenkénti tobbszords
logisztikus regresszio sordn a kozottiik 1évé FRET hatasfoka volt az egyetlen sziikséges
determindns a két gradus elkiilonitésére. A Kaplan-Meyer talélési statisztikat az atlag
alatti és afeletti FRET értékek szerint két csoportra osztott beteganyagon végezve
nagyobb kiilonbség mutatkozott a két csoport kozott, mint a pathologiai gradus beosztast
alapul véve. Mindezek az eredmények felvetik annak a lehetéségét, hogy az integrinen
keresztiil aktivalt jelpalydk gatlasaval, az integrin-matrix kolcsonhatéast csokkenté RGD-
mimetikus peptidekkel, vagy az ErbB1-Integrin kdlcsonhatas csokkentésévél fokozzuk a
glioblasztomak és mas hasonld molekularis miikodésti daganatok besugarzasra, ill. egyéb
apoptozist fokozo terapiara vald érzékenységét (Petras és mtsai. 2008, 2010).

Az elébbiekben ismertetett vizsgalatok soran sikerrel alkalmaztuk az Gjonnan fejlesztett
akceptor fotoelhalvanyitasos algoritmust a mikroszkopos FRET mérésekhez, de a
modszer két hatranyat is fel kellett ismerniink. Egyrészt, mivel a fotoelhalvanyitas
irreverzibilis, valtozasok idobeli kovetésére nem alkalmas. Masrészt, mint minden FRET



mérés, a mérés idején fennalldo kdlcsonhatasokat mér, mintegy pillanatfelvételt készit,
nem ad informacidt a kdlcsonhatas iddbeli stabilitasarol.

Az elsé hatrany kikiiszobolésére olyan, a donor és akceptor fluoroforok emisszids
intenzitdsara, és kalibralt atvilagitasi és érzékenységi faktorokra alapozott mérési
protokollt és kiértékeld programot fejlesztettiink, amely a korabbi aramlési citometrias
protokolloknak megfeleléen egy mérésbol, reverzibilis karosodas nélkiil szubcellularis
FRET (riFRET) térképet képes szamolni. Ehhez tobb kalibracids opciot megvizsgaltunk,
¢s optimalizaltuk a fluoroforral jelolt antitestek valamint a fix és a valtozd aranyban
expresszalt fluoreszcens fehérje-célfehérje fuziok esetén hasznalando eljarasokat (Roszik
¢s mtsai, 2009). Azt is felismertiik, hogy a fuzios fehérjékben alkalmazott fluoreszcens
fehérjék (GFP) tobbsége fixalast kovetden az €16 sejtben mérthettdl jelentdsen eltérd
FRET hatasfokot mutat, és az nem fiigg 0ssze sem a fluoreszcencia élettartam, sem az
emisszids spektrumok valtozasaval. Ugyanakkor az akceptorként szolgalé molekula
abszorpciés spektruma, valamint a «° orientacios faktor és a J atfedési integral
megvaltozasa indokolhatja az eltéréseket. Ennek ismeretében a GFP és egyéb
fluoreszcens fehérjék fuziods termékeinek FRET mérésre torténd alkalmazasakor a fixalas
semmiképpen nem ajanlott (Lisboa és mtsai, 2010b).

A masodik szempont, a kolcsonhatas iddbeli stabilitasa, a fluoreszcencia korrelacios
spektroszkopia ¢és keresztkorrelaciés spektroszkopia felhasznalasaval vizsgalhato
sikeresen. Ez a modszer a projekt folyaman sikerrel alkalmaztuk sejtmembran receptorok
mobilitdsanak vizsgélatara, ill. ezen belil az ErbB1 és ErbB2 transzaktivaciojanak
mérésére, s mivel a metodika, melyet elsék kozott alkalmaztunk sejtmembran fehérjék
vizsgalatara, egyeldre kevéssé elterjedt, a vonatkozd protokollokat €s ajanldsokat egy
konyvfejezetben és egy Current Protocols publikacioban kozreadtuk (Vereb és mitsai,
2007, Vamosi és mtsai, 2009).

Az Ujonnan fejlesztett programok, valamint a fluoreszcencia korrelacids spektroszkopia
mikroszkopos kiaknazéasa a lehetdvé tette az ErbB2 ErbB1 altali, EGF kotésére kialakulo
transzaktivacidjanak behato jellemzését. Ez a kolcsonhatas kiilondsen fontos a vizsgalt
modellrendszerben, ahol a kismértékben talexpresszalt ErbB1, ligandumanak, az EGF-
nek megkotését kovetden, hatékonyan transzaktivalja az ErbB2-t, ¢és annak
autoaktivaciojan feliil jelentds tobblet aktivaciot és proliferaciot indit el. Méréseink
szerint ez a folyamat lipidtutaj-fiiggének bizonyult, és a korai endoszoma és a
plazmamembran kozotti  recirkuldcid feltehetden fontos szerepet tolt be a
szabalyozéasaban. Az jdonsagnak szamitd kinyert paraméterek kozé tartozik az ErbB2
kétkomponensti membranbeli diffizidja, mely részben aggregalt klaszterekben torténd
ko-diffaziot, részben a klasztereken beliili, és azok kozotti térben torténd gyorsabb
diffuziot jelent. A transzaktivaciot kovetéen megnd mind az ErbBl1-ErbB2
heteroasszociacio, mind az ErbB2 homoasszociacid, azonban a kialakuld és tovabb
boviild ErbB2 klaszterek internalizacigja miatt atmenetileg csokken a lassu
membrankomponens aranya, bar atlagos mérete és igy diffuzios korrelacios ideje is nd. A
diffuzidos allandokkal kapcsolatos megallapitast erdsitik a diffundald egységek atlagos
fluoreszcencidjara kapott értékek, és a fotonszam-hisztogrammok, melyek transzaktivaciod
hatasara a magasabb fotonszamok fel¢ tolodo vallat képeznek. A megfigyelések azt a



koncepciot erdsitik meg, hogy az ErbB2 nyugalmi homoaggregacidja az alacsony
elemszamu oligomerekig terjed, és mértéke a ligandko6tott ErbBl-en mint antennan
keresztil a szubmikronos klaszterek megjelenéséig fokozhatdé. Az internalizaciot
kovetden az ErbB2 ujra kisebb oligomerek és monomerek formajaban recirkuldl a
felszinre, és EGFR jelenlétében ez a folyamat ciklikusan ismétlédik (Ujlaky-Nagy és
mtsai, 2010).
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Osszesen: 13 kozlemény (IF: 41.4), 6 kényvfejezet, és tovabbi 4 kozlemény folyamatban



