RESZLETES BESZAMOLO

Az OTKA 3ltal tamogatott konzorcium muikodésében az Uzsoki utcai Kérhaz feladata a
szovetmintak gyljtése, elGzetes feldolgozasa, ill. a betegek utankovetése, valamint az
utankovétésre alkalmas informatikai hattér megteremtése és fejlesztése volt. A Debreceni
Egyetemen tortént a metszetek jeldlése, mikroszkopos elemzése és kiértékelése, valamint az
egyéb sejtbioldgiai és biofizikai kisérletek végrehajtasa.

A részletes beszamolot a két kutatdhelyre vonatkozdan elkilonitve mutatjuk be.

Debreceni Eqyetem

1. A pericellularis hialuronsav humdan eml6tumor sejtekben is gatolja a trastuzumab
kotédését

Korabbi kutatasaink soran megallapitottuk, hogy a trastuzumab rezisztencia egyik oka
az ErbB2 antitestkots epitdpjanak maszkirozasa lehet, és in vitro és allatkisérletek alapjan a
MUC-4 transzmembran mucinrél és a hialuronsavrdl kimutattuk, hogy részt vesz a
maszkirozasban. Jelen vizsgdlatainkban a hialuronsav ezen szerepét kivantuk humadn
eml6tumor mintakon megerdsiteni.

Ehhez kifejlesztettlink egy olyan képanalizis eljarast, amely képes a sejtmembran
azonositasara, és a membranon bellil az ErbB2-re normalizdlt trastuzumab kot6dés
meghatarozdsara, amit korreldltat a kornyez6 pericelluldris hialuronsav mennyiségével. A
Matlab-ban irt program felhasznaldsdval az Uzsoki utcai Kérhaztdl kapott emlétumor
mintakon bizonyitottuk, hogy a hialuronsav denzitds negativan korreldl a trastuzumab
kot6édés mértékével (1. abra).

g | . ® 1. abra. A hialuronsav gatolja a trastuzumab
kotédését.

° . Az emlGtumor metszeteket fluoreszcens jeldltiink
' haromféle antigén ellen: ErbB2 intracellularis
doménje (amely az ErbB2 mennyiségét jelentette),
a fluoreszcens trastuzumab és fluoreszcens HABC
(hyaluronic acid binding complex). A metszetek
konfokalis mikroszkdépos vizsgalata és a képek
kiértékelése utan korrelaltattuk egymassal az
ErbB2-re normalizalt trastuzumab kotédést és a
pericellularis hialuronsav mennyiséget. A piros
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A maszkirozas tovabbi bizonyitdsara a metszeteket hialuroniddz emésztésnek
vetettik ald, ami a trastuzumab kot6désének fokozédasahoz vezetett. Tovabbi kisérletekben
bizonyitottuk, hogy az 1. dbran lathatd negativ korreldcié nem lehet spektralis atfedés vagy
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) kovetkezménye. Az eredmények
Osszességében meggy6z6en bizonyitottak, hogy a pericellularisan elhelyezkedé hialuronsav
gatolja a trastuzumab kot6dését az antitest kot6 epitdop maszkirozasa altal [1].

trastuzumab/ErbB2

2. Az elisidepsin tdmaddaspontja a sejtmembran lipid tutaj komponense

Sikeresen tanulmanyoztuk spanyol kollaboraciés partnerink (C. Galmarini,
Pharmamar, Spanyolorszag) 4dltal rendelkezéslinkre bocsatott, Uj tdmaddspontu
kemoterdpids szer, az elisidepsin (Irvalec®) hatdsmechanizmusat. Korabbi irodalmi adatok
kozvetetten arra utaltak, hogy a gyégyszer az ErbB fehérjékre, elsésorban az ErbB3-ra hat.
Ezért az ErbB fehérjéket ki nem fejez6 CHO sejtekbe stabilan transzfektaltunk ErbB2-t és



ErbB3-at (az igy |étrehozott sejtvonalak: CHO-ErbB2, CHO-ErbB2-ErbB3), és Osszevetettiik
elisidepsin iranti érzékenységiiket. Nem talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést az IC50
értékekben. Szintén nem volt hatdsa az ErbB2 vagy ErbB3 expresszionak akkor, ha A431
sejtekbe (melyek jelent6s endogén ErbB1 expresszioval rendelkeznek) transzfektaltuk Gket.
A431 és SKBR-3 sejtek ErbB3 expresszidjanak RNS interferencia segitségével torténd gatlasa
szintén nem befolydsolta szamottevé mértékben a sejtek elisidepsin iranti érzékenységét.
Ezért kovetkeztetésiink szerint az ErbB1-3 fehérjék expresszidja nem befolyasolja jelentésen
a sejtek elisidepsin irdnti érzékenységét.

Ugyanakkor az elisidepsin az ErbB3 sejten beliili eloszlasat mddositja. Ha ErbB3-
citrine-nel transzfektalt A431 sejteket vagy CHO-ErbB2-ErbB3 sejteket (amin késGbb az
ErbB3-t immunfluoreszcenciasan festettiik) elisidepsinnel kezeltlink, a gyogyszer az ErbB3
klaszterizaciojat és internalizacidjat valtotta ki. Ugyanakkor az elisidepsin sem az ErbB1, sem
az ErbB2 eloszlasara nem volt semmilyen hatdssal.

Az elisidepsin jelent6sen befolydsolta a lipid tutajok struktirdjat és eloszlasat. Erre a
kovetkez6 bizonyitékok utalnak: a. A431 sejtekbe transzfektdlt, lipid tutajokban duasulé GPI-
kapcsolt GFP gyorsan klaszterizalédott és internalizdlodott elisidepsin kezelést kdvetéen. b.
Hasonlé viselkedést mutatott az A431 sejtek egyik endogén, lipid tutaj asszocidlt fehérjéje
(PLAP — placental alkaline phosphatase). c. A431 és SKBR-3 sejteket TMA-DPH fluoreszcencia
anizotrépia prébaval jeloltiink meg. Elisidepsin kezelést kovet6en a sejtmembranban a TMA-
DPH fluoreszcencia anizotrdpiaja csokkent. d. A membran hidrataltsagat jellemzé Laurdan
fluoreszcens préba GP (generalizalt polarizacid) paramétere a fenti két sejttipusban
elisidepsin hatdsdra novekedett (2. dbra). A c-d. pontokban leirt valtozdsok az elisidepsin
mintahoz addasa utan 1-2 perccel megjelentek, utalva arra, hogy ezek lehetnek a gydgyszer
altal okozott elsédleges valtozasok (és a tobbi, pl. altalunk is tapasztalt, ErbB3-ra kifejtett
hatasok csak masodlagosak). Az anizotrépia csdkkenése és a GP paraméter novekedése
egylttesen a lipid tutajok indukcidjara, szerkezetilik atalakuldsara utal. Ezek alapjan azt a
hipotézist allitottuk fel, hogy az elisidepsin elsédleges tdmadaspontja a sejtmembran lipid
tutaj mikrodoménje [2].
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3. A lipid tutajok magas denzitasa gatolja a lipofekcid hatékonysagat

Vizsgalatainkhoz gyakran van sziikség fluoreszcens fehérjék nehezen transzfektalhato
primér sejtekbe ill. sejtvonalakba torténé bevitelére. Ezért részletesen megvizsgaltuk, hogy
milyen okok allhatnak ezen sejtek nehéz transzfektalhatosaga mogott. A sejteket
Lipofectamine2000 traszfekcids agens segitségével transzfektaltuk GFP-t kddold plazmiddal,
majd két nap mulva a lipid tutajok GM1 gangliozid tartalmat a kolera toxin B alegységének
(CTX-B) fluoreszcensen jelolt valtozatdval festettilk meg. Eredményeink szerint a sejtek lipid
tutaj tartalma (ill. GM1 gangliozid tartalma) negativ korrelaciéot mutat a sejtek lipid
segitségével torténd transzfektdlhatosagdval (3. abra). Ez a korrelacié mind egy sejtvonal
esetében sejtenként, mind az egyes sejtvonalak Osszehasonlitasakor megnyilvanult, de
elektroporacio esetén nem volt jelen. Fluoreszcens plazmiddal végzet kisérleteink szerint a
magas lipid tutaj tartalmu sejtekben a lipoplex (plazmid és transzfekcios agens komplexe)
felvétele blokkolt. Ezen eredményeink ravilagitottak arra, hogy bar a legtébb esetben az
elfogadott elmélet szerint a transzfekcid sikerét meghatdrozé Iépés a DNS endoszémabdl
torténd kiszabadulasa, abban az esetben, ha a plazmid felvétele jelentés mértékben gatolt,
ez is lehet a sebesség meghatarozé l1épés [3].

3. abra. A sejtek CTX-B fest6dése szigoru antikorrelaciot mutat a GFP transzfekcid
hatékonysagaval.

A sejtek GFP expresszidjat (A) és CTX-B (B) fest6dését, a fazis kontraszt képet (C) és ezek
egymasra rétegzését (D) mutatja az dbra. A sejteket (E) és membranjukat (F) Matlab alatt
futo, vizfeltoltéses (,watershed”) algoritmust haszndlé eljarassal azonositottuk. A képek két
nappal a transzfekcié utan készuiltek. A méret indikator 10 um-nek felel meg.

4. FRET alapu moddszer kidolgozasa és alkalmazdsa ErbB fehérjék klasztereinek
sztéchiometridjanak meghatarozasara

JelentGs elGrehaladast értiink el az ErbB fehérjék klaszterizacidjanak kvantitativ
leirasdban. Egyrészt kifejlesztettiink egy Uj modszert (FSAB — FRET-sensitized acceptor
bleaching), amellyel az asszociacidban részt vevé fehérjék hanyada meghatarozhato. A
modszer alapja az, hogy fotolabilis akceptor és fotostabil donor kozotti FRET kolcsdnhatas
esetében a donor gerjesztése az akceptor kiégetéséhez vezet. Mivel a donorral FRET
kdlcsonhatdsban nem levd, tehat t6le messze taldlhatd akceptor molekulak nem égnek ki, a



donorral kdlcsénhatd akceptor aranya meghatarozhatd. Az expresszios szintek ismeretében
a heteroklaszterben levé molekulak atlagos sztéchiometriaja is meghatarozhatd. A modszer
segitségével vizsgaltuk az ErbB1 és ErbB2 receptorokat nyugvo és EGF-fel stimulalt SKBR-3
sejteken. Megallapitottuk, hogy a receptorok mar a stimulacido el6tt is alkotnak
heteroasszociatumokat, és az ErbB2 ErbB1-gyel heteroasszocialé hanyada jelentésen megné
EGF stimulaciot kovetGen (10%-rél 21%-ra). A heteroklaszterben levé ErbB1-ErbB2 arany
1:1,5 volt stimuldlatlan sejtekben, és ezt az EGF kezelés 1:4-re novelte. Ezen vizsgalatok
megerGsitették korabbi eredményeinket, ill. kvantitativ jelleglik folytan hozzdajarulnak az
asszociaciok jobb megértéséhez [4].

5. ,Number and brightness” mérések szerint az ErbB1 és ErbB2 eltéré klaszterizacios
tulajdonsagokat mutat

Adaptdltuk a nemrég leirt ,number and brightness” (N&B) mddszert az ErbB1 és
ErbB2 fehérjék homoklasztereinek tanulmdnyozdsdra. A mddszer altal szolgdltatott
legfontosabb paraméter a molekuldris klaszterek ,fényessége”, ami a klaszterben levé
molekuldk szdmadval aranyos. El6szor az ErbB1l homoklasztereit vizsgaltuk ErbBl-eGFP-t
kiilonb6z6 szinten kifejez6 stimulalatlan és EGF-fel kezelt sejteken. Megallapitottuk, hogy az
ErbB1 receptor csak magas expresszid esetén alkot molekularis dimereket stimulalatlan
sejtekben, azonban EGF hatdsdra csaknem teljes mértékben dimerizalddik. EGF kezelést
kovet6en azonban nemcsak dimerek, hanem atlagosan 5-6 ErbB1 receptort tartalmazé
klaszterek is megjelennek, melyek kolokalizalnak a klatrin burkd gédrokkel. Ezzel ellentétben
az ErbB2 madr nyugvd sejtekben is homoklasztereket alkot, amit ErbB2-mYFP-t kifejez6
sejteken vizsgaltunk. Az ErbB2 molekuldris szintli homoklaszterei mellett azonositottunk
olyan klasztereket is, melyek mérete a tobb szdz nanométert is elérte. Ezen mikroszkopikus
klaszterek részleges kolokalzidcidot mutattak a kaveoldkkal. EGF kezelést kdvetdéen az ErbB2
molekularis homoklasztereinek mérete jelentésen csokkent, de ez a valtozas csak a
mikroszképikus klaszterekben volt kimutathato (4. abra). ElGallitottunk egy olyan ErbB2
varianst, amelyb6l a PDZ domén koté régiot deletdltuk. Mivel ezen ErbB2 varians
asszociacios tulajdonsagai a vad tipuséhoz hasonldak voltak, a PDZ domén koté régidé nem
jatszik jelent8s szerepet az ErbB2 nagy homoasszociacids készségében [5].
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4. abra. Az ErbB2-mYFP homoklaszterizaciés tulajdonsagai nyugalomban levé és EGF
stimulalt sejteken.

Szérum éheztetett (A) és 100 nM EGF-fel stimuldlt (B) sejtek fényesség-atlag intenzitds
pontgrafikonja lathatd az abran. A fényesség értékeket kulon-kilon értékeltiik ki a
mikroszkopikus klasztereken beliil (szaggatott vonal) és kivil (folytonos vonal)
kezeletlen (fekete) és EGF kezelt (piros vonal) sejteken (C).



6. A proximitas ligacids vizsgalat nem alkalmas a receptor klaszterizacié kvantitativ mérésére

A fehérjeasszociaciok mérésére altalunk korabban alkalmazott modszerek (pl. FRET,
N&B) nem vagy nehézkesen alkalmazhatdak szovetmetszeteken a rossz jel/zaj arany miatt. A
nemrégiben kifejlesztett PLA (proximity ligation assay) moadszer viszont hasznalhato
szovetmetszeteken is, azonban kvantitativ jellegét még nem vizsgaltak. Ezért a PLA modszert
a fehérje klaszterek kvantitativ vizsgalatara mar régen alkalmazott FRET-tel vetettiik Ossze.
F6bb megallapitasaink a kovetkezdk voltak: a. Mind molekuldris asszociacidk, mind
intramolekularis tavolsagok mérése esetén a FRET szigndl az expresszios szinttél a varhaté
linearis 0sszefliggést mutatta, mig a PLA esetében telitési effektust vettlink észre (5. dbra). b.
A telitési effektus részben a PLA reakcidéban részt vevé polimeraz enzim hasznalataval
magyarazhatd. c. Jelent6s mértékl eltérést taldltunk a PLA és a FRET mérések eredményei
kozott, amikor kiilonb6z6 mintakon (pl. kontroll és névekedési faktor stimulalt) hasonlitottuk
Ossze a vizsgalt receptorok (pl. ErbB1) asszocidcidit. Le kellett vonnunk azt a kovetkeztetést,
hogy bar a PLA mddszer az irodalomban igen érzékeny eljarasként kezd kozismertté valni,
kvantitativ mérések végzésére nem alkalmas, és az eredmények interpretaciéja csak igen
gondosan megtervezett és kivitelezett kontroll kisérletek utan lehetséges [6].
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5. abra. Telitési effektus a PLA-ban az antitest denzitas fliggvényében.

A. SKBR-3 sejteken az ErbB2 két epitdpja kozotti proximitdst mértik PLA segitségével. Az
egyik epitéphoz kotéds oligonukleotiddal jelolt antitestet (pertuzumab) telitési
koncentraciéban adtuk, mig a masik epitéphoz kot6d6, oligonukelotiddal jeldlt antitestet
(trastuzumab-priming,  trastuzumab-P)  kilonb6z6  aranyban  kevertik jeloletlen
trastuzumabbal. A PLA jel erGsségét a trastuzumab-priming antitest denzitdsa fiiggvényében
abrazoltuk. B. Ugyanazon két epitdop kdzotti proximitast becsiiltik meg FRET segitségével. A
donorral jelolt antitestet (AlexaFluor488-pertuzumab) telité koncentracidban adtuk, mig az
akceptorral jelolt antitestet (AlexaFluor546-trastuzumab) jeldletlen trastuzumabbal
kevertiik, és dbrazoltuk a FRET hatdsfokot az akceptor denzitas fliggvényében.

Uzsoki utcai Kdrhdz
1. Mintak feldolgozasa és transzportja a Debreceni Egyetemre

A Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézete szamdra készitettiink
szovetmetszeteket ErbB2-t fokozottan expresszalé eml6tumoros mintakbdl és a mintakat
szarazjégen elszallitottak Debrecenbe, ahol a mintdkat tovabbi feldolgozasnak vetették ala.
Ezen beteganyag klinikai feldolgozasat elvégeztilk és szintén a debreceni kooperdld
munkacsoport rendelkezésére bocsatottuk. Azonban a trastuzumab kezelés hatasossagara
vonatkozdéan ezen adatokbdl nem varhaté statisztikailag értékelheté informacid, mert a




betegek toredéke kapott csak trastuzumab kezelést. Az OTKA palydzat utolsé két évében
tovabb gy(jtottik a szovet- és a hozzajuk tartozd szérummintakat, és elkezdtik az
utankovetési adatok gy(ijtését is, amelyek az id6 rovidsége miatt csak korlatozott
mennyiségben allnak rendelkezésre.

2. A sebészeti mintavétel folytatdsa

Mar az OTKA palyazat indulasa el6tt is végeztiink mintagy(ijtést tumor miatt operalt
betegekbdl, de a jelen palydzat alatt tokéletesitettik a mintavétel technikajat és
logisztikajat. A transzportlanc hatékonyabba tétele soran a mintavételt a patoldgus végzi,
ezaltal maradéktalanul teljestil az az elv, hogy a tudomanyos célu mintavétel nem
befolyasolja a rutin diagnosztikat. A mintak életképessége, felhasznalhatdsaga ezaltal tovabb
javult. Az utobbi id6ben vett szovetmintak mellé vérminta levétele és tarolasa is
megtorténik.

3. Betegdokumentdcio, informatikai rendszer

A klinikai adatok taroldsara és a betegek kovetésére kordbban altalunk kifejlesztett
MS Access alapu informatikai rendszert tokéletesitettiik, funkcidit bévitettiik. A rendszer
eml6daganatok szempontjabdl fontos Uj prognosztikai faktorokkal torténé kiegészitése
megtortént. A beteg klinikai adatainak rendszerbe torténé bevitele kb. 3-4 héttel a
mintavétel utan torténik, ugyanis ekkora realizalédik biztosan a szovettani lelet, valamint a
perioperativ szov6dmény megléte vagy hidnya is. Az adatbazis a beteg személyes adatait,
el6zményadatait, a mintavétel koriilményeit, a minta szdmat és egyéb jellemzéit, az
eltavolitott daganatos szovet patoldgiai tulajdonsagait, a szovetminta nyerése kozben
végzett mdtét klinikai adatait és kovetési adatokat tartalmaz. A beteg személyes
azonositasara szolgdld adatok és a klinikai adatok szétvalasztasat a rendszer képes
megvaldsitani.

4. Betegek kovetése

A mintavételen atesett betegeink kovetését folyamatosan végeztiik. A kbvetés egy specidlis
ambulans rendelés formajaban torténik, a klinikai adatokat az altalunk kifejlesztett
informatikai rendszeren rogzitjiik. A betegkovetést szervezett, OEP daltal nem finanszirozott
ambulancia keretében valdsitjuk meg a kérhaz egyik rendelGjét haszndlva. A kovetés adatait
a sajat informatikai rendszeriinkben rogzitjik, melyek szintén titkositva kerilnek a
rendszerbe, a betegadatoktdl elkllonilten.
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