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tanulmanyozdasdra FRET mddszerek fejlesztése (1-3), masrészt a molekularis asszocidcidk
bioldgiai hatdsanak tanulmanyozasa (4-8).
1. Kalibrdciés mddszer kidolgozdsa a GFP analdgok kézétti FRET mérésekhez

A GFP variansokkal torténd fluoreszcens jelzést széleskorlien alkalmazzak fehérjék
intracellularis eloszlasanak és kolcsonhatasainak vizsgalatara. Bizonyos GFP varidans parok
(pl. CFP-YFP vagy BFP-GFP) alkalmasak fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET)
mérésekhez donor-akceptor parnak, de kordbban a kalibracié megoldatlansdga miatt nem
lehetett a méréseket kvantitativan elvégezni. Kidolgoztunk egy mddszert, amelyben a donor
(pl. CFP) és akceptor (pl. YFP) GFP analdg kozé harom kiilonféle 6sszekots részt kldnoztunk.
A kalibracids sorozat segitségével meg tudtuk hatdrozni a FRET mérésekhez sziikséges a
paramétert, amely egy gerjesztett allapotu akceptor és donor molekula fluoreszcencia
intenzitdsdnak hanyadosat adja meg. A mddszerrel sikeresen szeparaltunk koélcsénhatd,
tehat FRET-et mutatd fehérjéket tartalmazod élesztésejteket olyan sejtektdl, melyben FRET

nem volt mérhet6 (Cytometry, 67A: 86-96., 2005).
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Hagyomanyosan FRET mérésekkel egy molekulapar (dimer) jelenlétét lehet
kimutatni. A projekt céljai kozott szerepelt a FRET mddszer alkalmazdsa molekula trimerek
kimutatasara. Ennek els6 lépéseként kidolgoztunk egy mddszert, amellyel két molekulapar
(pl. A-B és B-C) kozott kilon-kilon mérhet6 FRET hatasfokokat egyszerre lehet
meghatarozni. A médszer alkalmazhatdsagat konfokalis mikroszképos mérésekkel igazoltuk,
ahol a két FRET érték (FRETag és FRETg ) kozotti térbeli korrelaciot is vizsgaltuk (Cytometry
A 73A: 209-219, 2008). A munka jelenleg is folyé fazisaban a kétlépcsés FRET jelenség
kimutatasaval a trimerek tényleges kimutatasat tliztik ki célul. A kétlépcs6és FRET soran az A
molekula gerjesztése utan a B, majd a C molekula keriil FRET segitségével gerjesztett

allapotba, és ezen kdlcsonhatas detektaldsa az ABC molekulatrimer jelenlétét bizonyitja.



3. Aramldsi citometrids anizotrépia mérések molekula homoklaszterek tanulmdnyozdsdra

A hagyomanyos FRET méréseket két, spektroszkdpiailag kiilonb6z6 molekula kozott
hajtjak végre (hetero-FRET). Van a FRET-nek egy olyan valtozata, amikor két azonos tipusu
molekula kozott torténik energiadtadas. Ez a jelenség a homo-FRET, aminek egyetlen
manifesztacidja a fluoreszcencia anizotrépia csdkkenése. A homo-FRET-et csak molekuldk
méretének kvantitativ meghatarozasara. Levezettiink egy képletet, amely a fluoreszcencia
anizotrdpia (r) és a molekulaklaszter mérete (N), valamint a klaszterben nem lev6, monomer
molekuldk aranya (mon) kozotti 6sszefliggést irja le:
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A moddszer alkalmazasa soran a vizsgalt fehérjét fluoreszcensen jeldlt és jeldletlen antitest
keverékével jeloltik meg. A fluoreszcens antitest ardnyat (telitettség, a képletben s-sel
jelolve) folyamatosan valtoztatva megmeértiik az anizotrdpia vdltozasat, és a fenti egyenletet
az anizotropia-telitettség pontsorozatra illesztettik az N és mon paraméterek
valtoztatasaval (1. dbra). A mddszert sikeresen alkalmaztuk aramlasi citometrias mérések
soran az ErbB1 és ErbB2 fehérjék klaszterméretének meghatarozasara (l. 4. pont, Biophys. J.,

95:2086-2096, 2008).
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4. Az ErbB1 és ErbB2 molekuldk homoklasztereinek eltéré viselkedése

A 3-as pontban ismertetett modszer segitségével megmeértiik stimulalatlan és EGF
stimulalt sejtek felszinén az EGF receptor (ErbB1) klaszterképz6dését. Tapasztalataink
szerint az ErbB1 molekula nyugvé sejtek felszinén nagyrészt monomer allapotban van, EGF
stimulacié hatdsara azonban az ErbB1 nemcsak a mar jol ismert dimereket alkotja, hanem
olyan homoklasztereket is, amelyben kb. 10 ErbB1 protein taldlhatd. Az ErbB2 viselkedése a
fentiekkel ellentétes volt: nyugvd sejtek felszinén az ErbB2 igen nagyfoki homoasszociacids
hajlamot mutatott, hiszen egy homoklaszterben ~100 ErbB2 molekulat taldltunk. EGF és
heregulin stimulacié hatdsara az ErbB2 homoklaszterek mérete igen jelentésen csokkent.
Ugy gondoljuk, hogy az ErbB2 homoklaszterekben aktivélatlan ErbB2 taldlhatd, amely
novekedési faktor stimuldcid hatasara elhagyja a homoklasztereket, hogy az EGF és
heregulin receptoraival (ErbB1 és ErbB3) heterodimerizaljon (2. abra). igy az ErbB2
homoklaszterek az aktivalatlan ErbB2 raktdrozé helyének tekintheték. Az utdbbi
feltételezést tdmasztja ala az a megfigyelésiink, hogy az ErbB2 klaszterméret forditott
aranyossagot mutatott az ErbB2 tirozinfoszforilaci6 mértékével (2. &bra; Biophys. J.,

95:2086-2096, 2008).
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A: Az ErbB2 klaszterméret forditottan ardnyos az ErbB2 aktivaltsagi szintjét jellemzd
tirozin foszforilacié mértékével.

B: Modelliink szerint a novekedési faktor (EGF vagy heregulin) stimuldcié hatdsdra az
ErbB2 heterodimereket alkot az els6dleges EGF és heregulin receptorokkal (ErbB1 és
ErbB3), és ezért eltavolitddik az ErbB2 homoklaszterekbdl.



5. Fluoreszcensen jelzett EGF k6t6désének vizsgdlata

Fluoreszcensen jel6lt EGF segitségével megjeldltik az EGF receptort (ErbB1) harom
kiilonb6z6 sejtvonalon. Az egyik az ErbB molekulacsalddbdl szinte kizarélag az ErbBl-et
fejezte ki, mig a masik kett6 az ErbB1-et az ErbB2-vel vagy az ErbB3-mal koexpresszalta. Az
ErbB1 EGF 4altal kivaltott konformaciévaltozdsat és homo-, ill. heterodimerizacidjat is
magaba foglald6 matematikai modellt alkottunk, amely alkalmasnak bizonyult a
fluoreszcensen jelzett ErbB1 molekula EGF kotésének kvantitativ jellemzésére. A mérések
soran aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk az EGF kot6dését a novekedési faktor
koncentracidjanak figgvényében, és a modellt a telitési gorbékre illesztettik. Az illesztések
kiértékelése még jelenleg is tart. El6zetes eredményeink szerint az ErbB1l molekula
hajlamosabb heterodimerizaciéra, mint homodimerizacidra, és az ErbB2-t szivesebben

valasztja partneril, mint az ErbB3-at.

6. A trastuzumab elsésorban ADCC reakcion keresztiil fejti ki hatdsat

A trastuzumab hatasmechanizmusat illetén hosszu évek 6ta vita folyik az
irodalomban. Az egyik elképzelés szerint a trastuzumab az ErbB2-re gyakorolt kozvetlen
hatdsaval gdtolja az onkoprotein m(ikodését, mdsok szerint viszont a tumorsejtek
felszinéhez k6t6d6 trastuzumab antitestfliggé cellularis citotoxicitasi reakciot (ADCC) valt ki.
Egérbe oldott human emlétumor sejtvonalbdl (JIMT-1) xenograftokat hoztunk létre, és
trastuzumab antitesttel vagy trastuzumab F(ab),-vel kezeltiik 6ket. Tapasztalataink szerint az
F(ab), teljesen hatdstalan volt, ami arra utal, hogy az Fc rész &ltal kivaltott reakcid

(valészintileg ADCC) all hatasanak hatterében (Mol. Cancer Ther. 6: 2065-2072, 2007).

7. A CD44-ErbB2 kélcsénhatads, ill. annak bioldgiai hatdsdnak vizsgdlata

Az ErbB2 nemcsak az ErbB csalddon beliili molekuldkkal hat kdélcson. llyen csalddon
kiviili asszocidcids partner a CD44, a sejtek elsédleges hialuronsav receptora. Koprecipitacids
és FRET méréseink szerint az ErbB2 és a CD44 tobbféle emlGtumor sejtvonalban
dimerizalddik. A kolcsénhatasnak szamos bioldgiai kdvetkezménye van. Egyrészt a CD44
serkenti az ErbB2 antitest (pl. trastuzumab) altal kivaltott internalizaciéjat, hiszen a CD44
expresszido RNS interferencidval torténé gatlasa az ErbB2 internalizacidjat csokkentette. A
fenti Osszefliggést megfigyeltiik trastuzumabbal kezelt egerek eml6tumor xenograftjainak

vizsgalata sordn is. E témaban taldn legfontosabb megfigyelésiink az, hogy a trastuzumab



irdnti rezisztencia kifejl6désében a trastuzumab kot6 epitdp maszkirozdsa is szerepet jatszik.
Mivel eml6tumor xenograftokban a hialuronsav pericellularis mennyisége forditott
aranyban 3llt a sejtekhez kot6d6 trastuzumab mennyiségével, a maszkirozds egyik
legfontosabb kivaltéja maga a hialuronsav, melyet a tumor és strdma sejtek termelnek. Ha
az egereket a hialuronsav szintézisét gatlé 4-metilumbelliferonnal (4-MU) kezeltiik, akkor a
trastuzumab rezisztencia kifejlédése sokkal lassabban ment végbe (3. dbra; Eur. J. Cancer,

43:2423-2433, 2007).
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8. Az ErbB1 és az ErbB2 a CD44-gyel funkciondlisan aktiv komplexet alkot

Az EGF és a heregulin névekedési faktorokrdl kimutattuk, hogy a CD44 intracellularis
proteolizisét és sheddingjét valtjak ki. Méréseink szerint a CD44 shedding jelentGsen fokozta
a sejtek motilitdsat. Az EGF és heregulin 4ltal kivaltott CD44 shedding és motilitds novekedés
blokkolhatd volt pertuzumab kezeléssel. A pertuzumab egy ErbB2 ellenes antitest, amely az
ErbB2 heterodimerizacidjat gétolja. igy az eredmények arra utalnak, hogy a folyamatban
valoszinlleg részt vevé metalloprotedzt az ErbB2 aktivalja. CD44 sheddinget és motilitas
fokozodast hialuronsav kezeléssel is el tudtunk érni, amit viszont trastuzumab kezeléssel
lehetett gatolni. Ez a trastuzumab egy nem vart hatdsmechanizmusdra utal, hiszen
eredményeink szerint a tumorsejtekre gyakorolt kozvetlen, az ADCC reakciétél flggetlen
hatdsdval gatolja a tumorsejtek motilitdsat, ami a metasztazisképz6dés egyik fontos [épése.
Elméletiinket alatdmasztja azon megfigyelésiink, hogy a trastuzumabbal kezelt, emlGtumor
xenografttal rendelkezd egerekben csokkent a keringd daganatsejtek szdma (Cancer Lett.

260: 198-208, 2008; Cancer Lett. 263:231-242, 2008).



