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1. Rövidítések jegyzéke 
 

ADAM A disintegrin and metalloprotease, A diszintegrin és metalloproteáz 

ADP Adenozin diphoshate, adenozin-difoszfát 

AKT=PKB Protein kinase B, protein kináz B  

AR amfiregulin 

ATCC American Type Culture Collection, amerikai típusú sejtkultúra 

 győjtemény  

ATP adenozin triphosphate, adenozin-trifoszfát 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2, B-sejt lymphoma 2 (fehérje) 

Cbl casitas B-lineage lymphoma, E3 ubikvitin-fehérje ligáz 

CDK2 cyclin-dependent kinase 2, ciklin-függı kináz 2 

cDNS komplementer dezoxiribonukleinsav  

Chk1 checkpoint kinase 1, ellenırzıpont kináz 1 

CML chronic myeloid leukemia, krónikus mieloid leukémia  

CSK c-terminal Src kinase, c-terminális Src kináz 

CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1, C-X-C motívumú kemokin ligand 

1 

CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2, C-X-C motívumú kemokin ligand 

2 

DAG 1,2-diacil-glicerol 

DDR1 discoidin domain receptor tyrosine kinase 1, diszkoidin domén 

receptor tirozin kináz 1 

DMEM Dulbecco`s modified Eagle`s medium 

DMSO dimethyl-sufoxide, dimetil-szulfoxid 

DNS dezoxiribonukleinsav 

DTT ditiotreitol 

EGF epidermal growth factor, epidermális növekedési faktor 
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EGFR epidermal gowth factor receptor, epidermális növekedési faktor 

receptor 

ELISA enzyme-linked immunosorbant assay, enzimhez kapcsolt 

 immunoszorbens vizsgálat 

EMT epitheliális-mesechymális tranzició 

ER+ estrogen receptor positive, ösztrogén (hormon) receptor pozitív 

(tumor) 

FAK focal adhesion kinase, fokális adhéziós kináz 

FBS=FCS fetal bovine/calf serum, magzati marha/borjú savó  

FDA Food and Drug Administration, az Egyesült Államok élelmiszer- és 

gyógyszerügyi igazgatósága 

FGFR4 fibroblast growth factor receptor 4, fibroblaszt növekedési faktor 

receptor 4 

FLT3 fms-related tyrosine kinase 3, fms-rokon tirozin kináz 3 

FoxO forkhead box O, villa alakú transzkipciós faktor O 

FP fluoreszcencia polarizáció 

GAS6 growth arrest-specific 6  

GnRH gonadotropin-releasing hormone, gonadotropin felszabadító hormon 

GPCR G protein-coupled receptor, G fehérje-kapcsolt receptor 

GRB2 growth factor receptor-bound protein 2, növekedési faktor-kötött 

fehérje 2 

HB-EGF heparint kötı epidermális növekedési faktor 

HER2 human epidermal growth factor receptor 2, humán epidermális 

növekedési faktor receptor 2  

HER3 human epidermal growth factor receptor 3, humán epidermális 

növekedési faktor receptor 3 

HTRF Homogeneous time-resolved fluorescence 

IC50 half maximal inhibitory concentration, a maximális hatás felét kiváltó 

koncentráció 

Ig immunglobulin 
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IGFR insulin-like growth factor receptor, inzulin-szerő növekedési faktor  

 receptor 

IHC immunhisztokémia 

IL-6 interleukin 6 

IL-8 interleukin 8 

IMAP  immobilized metal ion affinity-based fluorescence polarization, 

rögzített fémion affinitás-alapú fluoreszcencia polarizáció mérési 

módszer 

INF interferon 

InsR insulin receptor, inzulin receptor 

IKK-β inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta, a kappa-B 

transzkripciós faktor-inhibitor kináz komplex béta alegysége  

IP immunoprecipitation, immunprecipitáció 

IP3 inozitol-trifoszfát 

IRAK4 interleukin-1 receptor-associated kinase 4, interleukin 1 receptor-

kapcsolt kináz 4 

iTRAQ isobaric tags for relative and absolute quantitation, azonos atomsúlyú 

jelölési módszer relatív és abszolút fehérje mennyiségi 

meghatározáshoz 

JNK c-Jun N-terminális kináz  

LG laminin globuláris „G” (domén) 

MAPK mitogen-activated protein kinase, mitogén-aktivált protein kináz 

MEK=MAPKK MAPK kináz 

miR-34a mikro RNS-34a 

miR-199a/b mikro RNS-199a/b 

mRNS hírvivı „messenger” ribonukleinsav 

mTOR mammalian target of Rapamycin, a Rapamycin emlıs célpontja 

NCBI National Center for Biotechnology Information, az Egyesült Államok 

biotechnológiai információs központja  
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NFκB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, kappa-

B transzkripciós faktor komplex (B sejtekben az immunglobulinok 

kappa könnyő láncának enhancer-e) 

NK natural killer, természetes ölı (sejt) 

NRG1=HRG1 β1 neuregulin 1=heregulin 1 β1 

PBS phosphate buffered saline, foszfát pufferelt só (oldat) 

PCR polymerase chain reaction, polimeráz láncreakció 

PDGFR-β platelet-derived growth factor receptor beta, thrombocyta eredető 

növekedési faktor receptor béta 

Ph+ philadelphia chromosome positive, filadelfia kromoszóma pozitív 

(tumor) 

PI3K foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát 3-kináz,  

PKC protein kináz C 

PLC-γ foszfolipáz C gamma 

Plk3 polo-like kinase 3 

PMSF  Phenylmethylsulfonyl Fluoride, fenil-metil-szulfonil-fluorid  

ProS protein S 

PS phosphatidylserine, foszfatidil-szerin 

PTB phosphotyrosine binding, foszfotirozin kötı (domén) 

PTEN  phosphatase and tensin homologue, foszfatáz és tenzin homológ 

(fehérje) 

Pyk2 proline-rich tyrosine kinase 2, prolinban gazdag tirozin kináz 2 

ROS reactive oxygen species, reaktiv oxigén származékok 

RTK receptor tyrosine kinase, receptor tirozin kináz 

sAXL solubil AXL, oldatban lévı (nem membrán kötött) AXL 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis, nátrium-

lauril-szulfát poliakrilamid gélelektroforézis 

SH2 Src homológ domén 2 

SHGB sex hormone-binding globulin, nemi hormont kötı globulin 

siRNS rövid interferáló ribonukleinsav 
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SILAC stable isotope labelling by amino acids (in cell culture), stabil izotóp 

tartalmú aminosavakkal való jelölés (sejtkultúrákban) 

SOCS1 suppressor of citokine signaling 1, citokin jelút szupresszor 1 

SOCS3 suppressor of citokine signaling 3, citokin jelút szupresszor 3 

STAT signal transducer and activator of transcription, jeltovábbító és 

transzkripció aktiváló (fehérje) 

TGF-α transforming growth factor alpha, transzformáló növekedési faktor alfa 

Tie1 tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1, 

immunglobulin és EGF-szerő doménokat tartalmazó tirozin kináz  

TLR toll-like receptor 

TNF tumor nekrózis faktor 

TULP1 Tubby-like protein, Tubby-szerő fehérje 

UTR untranslated region, fehérjeszekvenciát nem kódoló mRNS szakasz 

VEGFR vascular endothelial growth factor, vaszkuláris endothél növekedési 

faktor  
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2. Irodalmi áttekintés 
 

2.1. Bevezetés 

 

Korunk orvostudományának egyik legnagyobb kihívása a tumoros elváltozások gyógyítása. 

A WHO adatai szerint a regisztrált daganatos betegek száma évrıl évre növekszik, és 2030-

ra várhatóan eléri a 26 milliót. Magyarországon, ahogy a világ többi országában is növekvı 

tendenciát mutat a megbetegedések gyakorisága és továbbra is a második leggyakoribb 

halálok. 

A daganatok kezelése korábban szinte kizárólag szövettani és képalkotó diagnózis alapján, 

konvencionális kezelési eszközökkel (kemoterápia, sugárkezelés) történt. Az elmúlt 

évtizedek kutatási eredményei alapján azonban nyilvánvalóvá vált, hogy a rosszindulatú 

daganatsejteket olyan DNS hibák, mutációk hozzák létre, amelyek bizonyos jelátviteli 

útvonalak túlmőködtetése révén hozzájárulnak a daganatsejtek túléléséhez, növekedéséhez 

és terjedéséhez. A szövettani szempontból egymáshoz hasonló daganatok mutációs háttere 

azonban betegenként eltérı. Ezért visszaszorításukhoz valójában minden esetben más-más 

célpont(ok) gátlása lenne kívánatos, ellentétben a minden osztódó sejtet pusztító 

kemoterápiákkal. Ezt nevezzük személyre szabott, célzott daganatterápiának: a 

rosszindulatú daganatsejtek növekedéséért, túléléséért és terjedéséért felelıs hibás gének 

(un. onkogének) beazonosítása a betegben és az általuk kódolt hibásan mőködı fehérjék 

szelektív gátlása. Így a betegségeket a konkrét molekuláris elváltozás szintjén kezelhetjük, 

ami nagyobb hatékonyságot eredményez a mellékhatások drasztikus csökkenése mellett. Ez 

az új megközelítés ugyanakkor komplex molekuláris diagnosztikát igényel. Számos 

potenciális célpont közül ezidáig a protein kinázok bizonyultak a legmegfelelıbbnek, mivel 

közülük sokan meghatározó részvevıi a hibás jelátviteli utaknak. Innét származik a 

jeltovábbítási terápia elnevezés. Jelenleg az FDA által törzskönyvezett monoklonáris 

antitestek és kis molekulasúlyú kinázgátlók többsége receptor tirozin-kináz gátló.  

A személyre szabott, célzott jeltovábbítási terápiának két hátulütıje van: egyrészt egy adott 

szerre mindig csak a betegek egy kisebb része reagál, mint a hagyományos radio- vagy 
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kemoterápiáknál, attól függıen, hogy hányan hordozzák azt az onkogént, amin a gyógyszer 

hat. Ez például az imatinib esetében, CML betegekben eléri a 85 %-ot [1], míg az erlotinib 

esetében nem kissejtes tüdıdaganatos betegekben mindössze 12,3% [2]. Másrészt a kezdeti 

drámai javulás után gyakran következik be visszaesés, mivel újabb onkogének aktiválódása 

révén a daganat pótolni képes a legátolt molekula hatását. Ez a másodlagos (szerzett) 

rezisztencia. 

Ezen kívül a legtöbb célzott hatású szer csak a tumorsejtek túlélését csökkenti, migrációs 

képességüket nem. Pedig a rosszindulatú daganatok valódi ismérve, hogy a szöveti mátrix 

és a sejt-sejt kapcsoló struktúrák lebontása révén képesek kiszakadni eredeti 

környezetükbıl, a véráram útján más szervekbe migrálni és ott metasztázist –áttétet- 

képezni. A migrációs folyamatokban és a velük kapcsolatban álló jelátviteli útvonalakban 

szintén sok kináz található, melyek így potenciális célpontjai egy anitmetasztatikus 

kezelésnek. 

Doktori munkám során egy, az elsı vonalban adott kinázgátlókkal szembeni másodlagos 

rezisztencia kialakulásában fontos, ám még kevésbé felderített onkogén, az AXL receptor 

tirozin-kináz hatásait és gátlásának lehetıségeit vizsgáltam. 
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2.2. A daganatos megbetegedések klasszikus és 

molekuláris jellemzıi 

 

Szöveti eredetük alapján a daganatok laphám (ezek a karcinómák), festékes (melanomák) 

mirigyház, éreredető (angioszarkóma), kötıszöveti (sarcomák), nyirokrendszerbıl 

(limfomák) és vérképzı (leukémiák) rendszerbıl kiindulók lehetnek. Súlyosságuk szerint 

pedig jóindulatú (benignus) és rosszindulatú (malignus) elváltozásokat különböztetünk 

meg. A benignus daganatok nem képeznek áttétet, nem okoznak súlyos szervi zavart, 

általában jól mőthetıek és nem újulnak ki. A malignus daganatok már súlyos mőködési 

zavarokat okoznak abban a szervben, amiben kifejlıdnek, a bazális membrán áttörésével 

pedig áttéteket, metasztázisokat képezhetnek (sokszor már a diagnosztizálás idıpontjában 

szóródtak), nehezen, vagy egyáltalán nem mőthetıek (például a nem-kis sejtes 

tüdıkarcinóma), és nagy valószínőséggel kiújúlnak a kezelést követıen. 

A rosszindulatú daganatok metasztázisra való hajlama -azaz a daganatsejtek migrációs 

képessége- agresszivitásuk egyik markere. A daganatterápia egyik fontos kihívása tehát, 

hogy megakadályozza a daganat sejtek migrációját. 

A rosszindulatú daganatokat a mai napig használt klinikai osztályozás szerint négy 

stádiumba soroljuk. Az elsı stádiumú daganatok mérete nagyon kicsi és még nem 

metasztatizáltak. A második stádiumú daganatra jellemzı, hogy -a legtöbb esetben- az elsı 

stádiumú daganathoz képest sokkal nagyobb mérető és már átterjedt a közeli 

nyirokcsomókra, illetve a közelben lévı szervekre vagy szövetekre. A harmadik stádiumú 

daganatok mérete elég nagy, és már a távolabbi nyirokcsomókra és szervekre vagy 

szövetekre is átterjedt. A negyedik stádiumú primer daganat mérete tovább nıhet, és az 

áttétek átterjednek a szervezet más területeire is. 

A betegek túlélési esélye a legjobb az elsı és második stádiumú daganatoknál, míg a 

legrosszabb a harmadik és a negyedik stádiumú daganatoknál.  

Puszta szövettani analízissel a rosszindulatú daganat eredetére és metasztázisra való 

hajlamára is következtethetünk. További prognosztikus és terápiás információval szolgál a 

klasszikus IHC vizsgálat, ugyanis bizonyos markerek jelenlétébıl/elhelyezkedésébıl 

DOI:10.14753/SE.2015.1762



13 

 

szintén következtetni lehet az adott daganat agresszivitására és az alkalmazandó terápia 

fajtájára. Az emlıdaganat kezelését a mai napig is ezekkel a módszerekkel határozzák meg. 

Hiszen ismert, hogy az emlıdaganat sejtek különbözı receptorokat expresszálnak, ami 

befolyásolja a daganat terápiáját és a terápiára adott válaszát. A receptorok expressziója 

alapján az emlıdaganatokat négy kategóriába sorolják: Luminális A: lassan növekvı 

daganat progeszteron- és ösztrogénreceptor pozitív, Luminális B: gyorsan növekvı 

daganat a progeszteron- és ösztrogénreceptorokra is pozitív, emellett HER2-negatív, HER2 

pozitív: HER2 fehérje amplifikált, veszélyesebb a luminális típusoknál, Tripla negatív: 

negatív a progeszteron- és ösztrogénreceptorokra, valamint a HER2-re is.  

Az emlıdaganatos esetek körülbelül 10-20%-a tripla negatív emlıdaganat. Ezekre a 

daganatokra jellemzı, hogy elég heterogének és agresszívek, hiszen a radikális mőtétet 

követıen a távoli áttétképzıdés -fıképpen a tüdıre és agyra, ritkábban májra, csontra- 

kockázata nagyon magas [3]. Mivel ezek a daganatok az endokrin terápiára és Herceptin 

(HER2 gátló antitest) kezelésre nem reagálnak, jelenleg a kemoterápia jelenti az egyedüli 

kezelési lehetıséget. 

A humán genom felderítése és a PCR-es technológiák fejlıdése új irányt adott a daganatok 

megismerésének is. A nehézkesebb fehérje alapú karakterizálásnál (IHC, Western blot) 

sokkal több információt nyerhetünk a daganatok genom és transzkriptom elemzésébıl. 

Kiderült, hogy a daganatos elváltozásokat DNS vagy fehérje szintő hibák és a hatásukra 

túlmőködı jelátviteli útvonalak „hajtják”. A Vogelstein-féle onkogén modell szerint 

meglepıen kevés, mintegy 140 gén mutációja, epigenetikus csendesítése, illetve fehérje 

termékeik overexpressziója képes tumorgenézist indukálni és fenntartani. Ezek a gének 12 

jeltovábbítási útvonalban résztvevı fehérjéket kódolnak, fıként kinázokat és transzkripciós 

faktorokat. Egy tipikus tumor a kialakulása során körülbelül kettı-nyolc ilyen „hajtó” gén 

hibáját halmozza fel, amelyek általában más-más jeltovábbítási útvonalban helyezkednek el 

[4]. A daganatok függnek is ezektıl a túlmőködı jelpályáktól, hiszen gátlásuk a tumor 

látványos visszaszorulását eredményezi. A betegek jelentıs részében viszont idıvel újabb 

hiba jelentkezik a legátolt útvonal valamely más fehérjéjében, ami visszaállítja a jelpálya 

túlmőködését. Ez a célzott terápiákkal szemben kialakuló másodlagos rezisztencia. 
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2.3. A protein kinázok 

 

A jeltovábbításban részt vevı fehérjék többsége protein kináz, amelyek katalitikus 

doménjük alapján foszforilálhatnak tirozint vagy szerint/threonint [5]. Lehetnek membrán 

kötöttek, vagy citoszolikusak, bár ez utóbbiak is kihorgonyozódhatnak membránokhoz. 

Fontos szerepet töltenek be a túlélés, migráció, növekedés, adhézió, anyagcsere és 

sejtdifferenciálódás szabályozásában. Rendellenes mőködésük rosszindulatú daganatok, 

cukorbetegség, gyulladás, arteroszklerózis és angiogenezis kialakuláshoz vezethetnek. 

 

2.3.1. A nem receptor tirozin kinázok 

 

A nem receptor tirozin kinázok a citoplazmában vagy a sejtmagban helyezkednek el, a 

sejtmembrán belsı felszínéhez sejtadhéziós molekulák révén kapcsolódnak. A nem receptor 

tirozin kinázokat növekedési faktorok, neurotranszmitterek, citokinek és hormonok 

stimulálhatják. Aktivációjukat követıen, SH doménjükön keresztül számos más fehérjével 

lépnek kapcsolatban, ezáltal többféle jeltovábbítási útvonalat (PI3K/AKT, MAPK, PLCγ, 

lásd 2.4.4.1-2.2.4.3 fejezeteket) aktiválhatnak.  

A nem receptor tirozin kinázok közé tartozik a FAK, Fes, ABL, Csk, JAK, Tec, Src és a 

Syk család. A Src család tagjai (Src, Lck, Fyn, Yes, Hck, Blk, Fgr, Lyn, Srm, Frk és Yrk), 

különbözı jelútvonalakban mőködve szabályozzák a sejtek homeosztázisát, növekedését és 

migrációját. A Src család tagjainak expressziója sejttípusonként eltér: a Src, Yes és Fyn 

majdnem minden szövetben megtalálható, a Srm a keratinocitákban, míg a Blk, Hck, Lck, 

Fgr és a Lyn. fıképpen a hemapoetikus sejtekben expresszálódik [6]. Közös jellemzıjük, 

hogy az N terminális részhez kötıdı mirisztril csoport révén kapcsolódnak a membránhoz, 

míg a palmitoil csoport a sejtben történı mozgásukhoz szükséges [7]. Számos receptor 

tirozin kinázzal (EGFR, Met, AXL) és nem receptor tirozin kinázzal, például a FAK-al is 

kapcsolatba lépnek [7]. A FAK a fokális adhéziók révén pedig kapcsolatban kerülhet a 

mátrixreceptorok egyik csoportjával, az integrinekkel. Az integrinek mellett a sejt-sejt és 

sejt-környezet közötti kapcsolat szabályzásában fontos szerepet játszanak még a nem 
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integrin tipusú mátrixreceptorok, a nem specifikus mátrixreceptorok, és a mátrix 

metalloproteázok (MMP2, MMP9) is. Mivel az integrinek nem rendelkeznek 

citoplazmatikus tirozin kináz aktivitással, ezért jelátvitelük az aktinkötı fehérjék (talin vagy 

paxilin) révén valósul meg [8]. A FAK ezekhez az aktinkötı fehérjékhez kötıdve 

aktiválódik [9]. A Y925, Y576 és Y577 tirozin oldalláncok kötıdési helyet jelentenek a Src 

család tagjai (Lyn, Src, Fyn) számára [10, 11]. A FAK két prolinban gazdag regiójához a 

p130Cas állványfehérje is kötıdhet, amely így úgyanúgy mint FAK, fontos szerepet tölt be 

a sejtek migrációjában [12]. A FAK-hoz hasonló stukturával rendelkezik még a Pyk2 kináz, 

amely bizonyos sejt típusokban a fokális adhéziós komplex egyik résztvevıje [13]. A Pyk2 

kináz a fontos foszforilációs helyeit (Y402, Y580) a Src kináz is foszforilálja [14]. A sejtek 

migrációját a p130Cas asszociációja révén is befolyásolhatja [15]. 

 

2.3.2 A receptor tirozin kinázok 

 

Az eddig ismert 530 protein kináz génbıl 90 gén kódol tirozin kinázt amibıl 58 tartozik a 

receptor tirozin kinázok csoportjába, amelyeket kináz doménjük aminosav szekvenciája és 

az extracelluláris régió strukturális hasonlósága alapján 20 családba sorolnak (1-es ábra) 

[5]. Szerkezetükre jellemzı, hogy rendelkeznek egy extracelluláris ligandkötı, egy 

transzmembrán és egy intracelluláris kináz doménnel. Az extracelluláris rész tartalmazza a 

ligand kötı helyet. Szerkezete családonként eltérı típusú doménekbıl (immunoglobulin 

szerő, prolinban vagy leucinban gazdag, ciszteinben gazdag, EGF-szerő) áll. Az 

extracelluláris részt egy junxtamembrán régió köti össze az intracelluláris kináz doménnel. 

A receptor tirozin kináz családok intracelluláris katalitikus doménje körülbelül 250 

aminosavból áll, melynek szekvenciája és három dimenziós szerkezete evolúciósan igen 

konzervált. Ez a domén egy kisebb β-redı szerkezető C-terminális és egy nagyobb α-hélix 

szerkezető N-terminális részbıl áll. A tirozin-kináz aktivitással rendelkezı receptorok 

aktiválódása az extracelluláris részhez kötıdı ligand hatására történik meg, aminek 

következtében két receptor tirozin kináz egy dimert alkot [16]. A dimerizáció miatt közel 

kerülnek a katalikus kináz domének is, és keresztbe foszforilálják egymás meghatározott 
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tirozinjait. A foszforilált oldalláncokhoz SH2 vagy PTB domént tartalmazó molekulák 

képesek kötıdni, amelyek ezután különbözı jeltovábbítási útvonalakat aktiválnak. 

 

1. ábra. A receptor tirozin kinázok családjai és szerkezetük. Forrás: [17] 
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2.4. Az AXL tirozin kináz receptor 

 

2.4.1. A TAM tirozin kináz család expressziós mintázata és 

fiziológiás szerepe  

 

A TAM receptor tirozin kináz családnak három tagja ismert: az AXL (Ark, Tyro7, Ufo), a 

Mer (Eyk, Nyk, Tyro12) és a Tyro3 (Byk, Dtk, Rse, Sky, Tif). Mindhárom receptorra 

jellemzı, hogy fıképpen az immun-, vaszkuláris-, reproduktív- és az idegrendszer sejtjein 

expresszálódnak, ahol számos folyamat szabályozásában vesznek részt [18].  

Az AXL minden szövetben jelen van, de a hippocampusban, a kisagyban, a szívben, a 

makrofágokban, a harántcsíkolt izomszövetben, a májban, a vesékben, a herékben és az 

endothél sejtekben magasabb az expressziója. 

A Mer elsısorban a hematopoetikus sejtekben (makrofágok, dendritikus sejtek, NK sejtek, 

megakarociták) expresszálódik, de megtaláljuk a petefészkekben, a prosztatában, a 

herékben, a tüdıben, a retinában és a vesékben is [19-21]. A szív, az agy és a vázizom 

szöveteiben is jelen van, de alacsonyan expresszált [21]. 

A Tyro 3, hasonlóan a Mer-hez, számos hematopoetikus sejtben, a herékben, a 

petefészkekben, az emlıkben, a tüdıben, a vesékben, a retinában és az oszteoklasztokban is 

megtalálható, de nagyobb mennyiségben csak az idegrendszerben expresszálódik [19, 22, 

23]. 

Habár az TAM receptorok mRNS-e megtalálható az embrionális szövetekben, hiányuk nem 

okoz semmilyen változást az embrionális fejlıdésben. Ezzel ellentétben a felnıtt 

szervezetben a TAM receptorok fontos szerepet töltenek be a szöveti regeneráció során 

[24].  

Nagyon sokáig azt hitték, hogy a TAM receptorok sejttípustól függıen egyedi funkciókkal 

rendelkeznek, de a legutóbbi vizsgálatok egyre inkább arra mutatnak, hogy a TAM 

receptorok funkciója hasonló és kooperatív [25].  

Ligand-receptor kombinációtól, sejttípustól és a környezettıl függıen a TAM receptorok 

különbözı sejtválaszt adhatnak. 
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Az immunsejtekben elsısorban az apoptotikus sejtek fagocitózisát és citokin szekrécióját 

szabályozzák [26, 27]. 

Az apoptotikus sejtek eltakarítása fontos szerepet tölt be a szöveti fejlıdésben, 

homeosztázisban, a limfociták érésében és a gyulladásos folyamatokban, mivel az 

apoptotizált sejtek felhalmozódása szöveti nekrózishoz vezetne. Az immunsejtek közül 

elsısorban a makrofágok azok, amelyek felismerik a foszfatidil szerint membránjuk külsı 

felszínére fordító apoptotikus sejteket és fagocitálják azokat [28]. E felismerés direkt 

módon a makrofágok PS receptorán keresztül, vagy indirekt módon egyes szolúbilis 

fehérjék (például a TAM receptorok ligandjai: Gas6 és ProS) révén történik. Ebben a 

folyamatban nem csak a Gas6 és a ProS, de maguk a TAM receptorok is fontos szerepet 

töltenek be. Megfigyelték, hogy a makrofágokban amelyek mind a három TAM receptort 

expresszálják [21, 22, 29] elsısorban a Mer receptor, míg a dendritikus sejtekben AXL és 

Tyro3 receptorok vesznek részt az apoptotikus sejtek eltakarításában [20].  

A veleszületett immunrendszer sejtjeiben a TAM család tagjai szabályozzák a citokin 

szekréciót úgy, hogy csökkentik a proinflammatorikus citokinek (TNF, IL-6 IFN) 

termelését a citokin jelátvitelt szupresszáló fehérjék (SOCS1, SOCS3), aktivációja révén 

[30]. Éppen ezért az AXL, a Mer és a Tyro3 receptorok hiánya elısegíti a krónikus 

autoimmun betegségek, mint például a reumatoid arthritis vagy a szisztémás lupus 

erythematosus megjelenését [31, 32]. A TAM receptorok szabályozzák az NK sejtek 

differenciációját és érését [33], továbbá fontos szerepet játszanak a trombociták 

aggregációjában [19]. Legutóbbi vizsgálatok rámutattak, hogy a TAM receptorok hiánya 

vagy a szolúbilis AXL vagy Mer gátolja a trombózist illetve trombocita funkció kiesést 

okoz [34]. 

Eleinte a TAM receptorok funkcióját fıképpen az ér sima izom sejtjein vizsgálták, ezért 

már nagyon korán nyilvánvalóvá vált, hogy az AXL, Mer és Tyro3 receptorok fontos 

szerepet játszanak az arteroszklerózis kialakulásában [35, 36]. Érsérülés során az ér 

simaizom sejtjeiben az AXL és a Gas6 expressziója megnövekszik, de az AXL aktivációja 

indukálja e sejtek migrációját is, továbbá megvédi ıkét az apoptozistól és a kálcium szint 

növekedésétıl [35, 37]. Hasonló antiapoptotikus mechanizmust figyeltek meg az endothél 

sejtekben is [38].  
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2.4.2. A TAM receptor tirozin kináz receptorok szerkezete 

 

A TAM család tagjai hasonlóan a többi RTK-khoz, rendelkeznek egy ligandkötı 

extracelluláris, egy transzmembrán és egy konzervált intracelluláris kináz doménnel. 

Extracelluláris doménjükre jellemzı egy adhéziós molekula-szerő domén amely egy kettıs 

immunoglobulin-kapcsolt doménbıl és két III-as típusú fibronektin ismétlıdésbıl áll (2-es 

ábra) [25]. Az ismert RTK közül egyedül a Tie1 és a Tek (Tie2) tirozin kinázok 

extracelluláris doménjére jellemzı még ez a szerkezet [39]  

A TAM receptorok kináz doménjére egy egyedülálló konzervált KW(I/L)A(I/L)ES 

aminosavszekvencia jellemzı, melynek hasonlósága alapján közeli rokonságban állnak a 

Met tirozin kináz családdal (2-es ábra) [40]. A sejten belüli hatásuk is hasonló, hiszen a 

Met és a TAM receptorok hasonló jelútvonalakat aktiválnak [41, 42].  

A TAM receptor család tagjai közül az AXL és a Mer a kináz domén aminosav 

szekvenciájában [21], míg az AXL és a Tyro3 az exonok száma és struktúrája alapján mutat 

homológiát [24, 43] .  

 

2.4.3. A TAM család ligandjai és szerkezetük 

 

A TAM család tagjainak a ligandja sokáig ismeretlen volt, míg 1995-ben felfedezték, hogy 

a K vitamin-függı Gas6 képes aktiválni az AXL tirozin kináz receptort [44], míg a ProS a 

Tyro3 tirozin kináz receptort aktiválja [45, 46]. Késıbb sikerült kimutatni, hogy a Gas6 

különbözı affinitással mind a három receptorhoz kötıdik és aktiválja is azokat [47-49]. 

Habár nagyon sokáig azt hitték, hogy a ProS csak a Tyro3-hoz kötıdik, nemrég sikerült 

bebizonyítani, hogy azokban a sejtekben ahol a Mer és a Tyro3 együtt expresszálódik, ott a 

ProS a Mer receptorhoz is képes kapcsolódni [50]. 

Szerkezetüket tekintve a Gas6 és a ProS aminosav szekvenciája 43%-ban azonos, de a 

Gas6-ból hiányzik a trombin hasító régió [51]. Az N-terminális végükön mindkét fehérje 

tartalmaz egy körülbelül 60 aminosavból álló glutaminsavban gazdag Gla domént amely a 

K vitamin-függı reakció során γ- karboxilálódik [52]. Fontos, hogy ez a kaboxiláció azelıtt 
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történjen meg mielıtt a Gas6 és ProS biológiailag aktívvá válna [53]. E két ligand a Gla 

doménen keresztül képes kötıdni az extracelluláris PS-ekhez, ami fontos szerepet tölt be a 

TAM receptor-mediált fagocitózisban [54]. A Gla domént négy EGF-szerő ismétlıdés és 

két gömb alakú „LG” domén követi, utóbbiak az SHBG-k és a lamininek G doménjeihez 

hasonlóak (2-es ábra) [48]. Ezek az SHBG domének fontos szerepet játszanak a TAM 

receptorok aktivációjában [55]. Nagyon sokáig nem volt világos, hogy a két LG domén 

közül melyik aktiválja az AXL receptort. Nemrég krisztallizációs vizsgálatokkal sikerült 

kimutatni, hogy a két domén közül LG1-es domén felelıs az AXL receptor aktivációjáért. 

Az LG1-es az AXL receptor két Ig doménjéhez kötıdve aktiválja a receptort [55].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ábra. A TAM receptoroknak és a ProS, Gas6 ligandok szerkezete 

A dimerizált TAM receptor a ProS vagy Gas6 ligandokhoz kötıdik. A ligandok Gla 

doménjének az N terminális vége az apoptotikus sejtek foszfatidilszerinjéhez kötıdik. A 

ligand aktivitásához szükséges a Gla domén glutaminsavjának a γ-karboxilációja, amely a 

K vitamin jelenlétében zajlik. Forrás: [27] 

Nemrég 3 új TAM receptor ligandot azonosítottak, a Tubby-t, a TULP1-et és a Galectin-3-

at [56]. A Tubby és a TULP1 ligandokra jellemzı, hogy hiányzik belılük a Gas6 és ProS 

ligandokra jellemzı SHBG domén [57]. Ehelyett az N-terminális végükön elhelyezkedı 

MPD région keresztül kapcsolódnak a TAM receptorokhoz [57]. Míg a TULP1 mindhárom 
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receptorhoz, addig a Tubby csak a Mer receptor kötıdik. Mindkét ligand fontos szerepet 

tölt be a fagocitózis során azáltal, hogy hidat képeznek a makrofágokon elhelyezkedı TAM 

receptorok és a fagocitálandó apoptotikus sejtek között [57]. A Galectin-3, a Tubby és a 

TULP1 ligandokhoz hasonlóan az apoptotikus sejtek és törmelékek fagocitálásában játszik 

szerepet. Jelenleg nem ismert, hogy pontosan melyik doménjén keresztül kapcsolódik a 

Mer receptorhoz [58].  

 

2.4.4. Az AXL receptor jeltovábbítása 

 

Az AXL (Ark, Ufo) tirozin kináz receptort eredetileg két CML-es betegbıl azonosították 

1988-ban. Az AXL név a görög anexelekto szóból származik, melynek jelentése 

„ellenırizhetetlen“. A humán AXL receptor génje a 19-es kromoszómák q13.1-q13.2 

régióiban lokalizálódik és 20 exonból áll, melyek egy 894 aminosavból álló fehérjét 

kódolnak [59]. Fiziológiásan az AXL receptor a vese, a máj, a szív, a herék sejtjeiben, 

továbbá monocitákban és makrofágokban expresszálódik [21, 60-62] ahol többek között 

ezeknek a sejteknek a proliferációját, túlélését és migrációját szabályozza. Továbbá az 

AXL a másik két TAM receptorral együtt részt vesz az apoptotikus sejtek eltakarításában, a 

hímivarsejtek érésében, a vaszkuláris simaizom homeosztázisában, az eritropoézisben és az 

immunválaszban [24, 61].  

A TAM család tagjai más családokhoz tartozó receptor tirozin kinázhoz hasonlóan 

ligankötés hatására aktiválódnak. A Gas6 nagy affinitással képes kötıdni az AXL receptor 

immunoglobulin doménjéhez ami kiváltja a receptor dimerizációját és autofoszforilációját 

három tirozin oldalláncon: Y779, Y821 és Y866 [63]. Ismert a ligand független aktiváció 

is, amikor két szomszédos sejten overexpreszált AXL receptor extracelluláris része 

összekapcsolódik, ami a sejtek aggregációját okozza [64]. Ezeken kívül az erek simaizom 

sejtjeiben a reaktív oxigén gyökök (ROS) is képesek aktiválni az AXL receptort [65]. 

A receptor intracelluláris doménjének foszforilált tirozinjaihoz az azokat felismerı SH2 

vagy foszfotirozin doménnel rendelkezı molekulák kapcsolódhatnak. A foszfo Y779-hez a 

PI3K, a foszfo Y821-hez a c-SRC, az Lck és a Grb2 míg a foszfo Y866-hoz a PLC-γ 
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kapcsolódik. Ismertek más kötı molekulák is, mint például az Nck2 adaptor fehérje, a 

SOCS1 cytokin jeltovábbítás szupresszor fehérje, a C1-TEN foszfatáz, a Ran-kötı fehérje, 

a c-Src, az Lck, a Lyn és a Tensin2 fokál adhéziós molekula [66, 67]. 

Az AXL receptorból három fı jelátviteli útvonal indul ki: a MAPK, a PI3K/AKT és a PLC-

γ/PKC (3-as ábra), amelyek a sejtek növekedését és túlélését serkentik. A sejtek 

proliferációjáért fıképpen a MAPK jelútvonal, míg a sejtek túléléséért a PI3K/AKT 

jelútvonal aktiválódása felelıs. Ez alól kivételt képeznek az ér simaizom sejtjei, a GnRH-t 

szekretáló idegsejtek és az oligodendrociták, amelyekben a Gas6 és az AXL a PI3K-AKT 

útvonaltól független jeltovábbítási útvonalak aktiválásával szabályozzák a sejtek túlélését 

[35, 68, 69]. 

 

3. ábra. Az AXL receptor jeltovábbítási útvonalai. Forrás: [25] 

 

2.4.4.1. A MAPK útvonal  

 

A mitogén-aktivált protein kináz jelút evolúciósan konzervált, amely más jeltovábbítási 

útvonalakkal együttmőködve képes befolyásolni a sejtek növekedését, differenciációját, a 

gyulladási és az apoptotikus folyamatokat. Ehhez a kaszkádrendszerhez olyan 
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szerin/treonin kinázok tartoznak, amelyek csak az utánuk következı kinázt aktiválják. A 

három legfontosabb MAPK jelútvonal a p38, a JNK és az ERK. A p38 és a JNK 

útvonalnak kiemelt szerepe van a stresszre és gyulladásos citokinekre adott sejtválaszban, 

míg az ERK útvonal a proliferációs és differenciációs folyamatokban vesz részt. 

Az AXL kinázhoz kapcsolódó MAPK jelút aktivációja a Grb2 adapter fehérjén keresztül 

valósul meg [66]. Ez a kapcsolódás direkt módon a foszfo-Y821-en keresztül vagy indirekt 

módon a ligand stimuláció által foszforilált Shc fehérjén keresztül történhet meg. Ez a 

kapcsolódás teszi lehetıvé, hogy az AXL a Grb2 fehérjén keresztül mind a három 

legfontosabb MAPK jelútvonalat (p38, JNK és ERK) aktiválja. Az AXL receptor ezeken a 

jelútvonalakon keresztül képes stimulálni a sejtnövekedést és az aktin citoszkeleton 

újrarendezıdését, ez utóbbit fıképpen a p38-as jelútvonal által szabályozza [53]. NIH3T3 

sejtekben ez utóbbi útvonal nélkülözhetetlen a Gas6/AXL által indukált mitogenézisben 

[70]. 

 

2.4.4.2. A PI3K/AKT jelútvonal 

 

Ez a jelútvonal a MAPK-hoz hasonlóan szintén fontos szerepet játszik a sejtnövekedés 

fenntartásában, de fı hatásmechanizmusa a sejtek túlélésének, differenciációjának és 

migrációjának a stimulálása. 

Az AXL által aktivált AKT jelút gátolja az apoptózist, ezáltal elısegítve a sejtek túlélését. 

Ezt a hatást különbözıképpen képes kifejteni: foszforilálja az S6K kinázt, a Bcl-2 

antiapoptotikus fehérjét és serkenti az NFκB jelútvonalat, míg a kaszpáz 3, proapoptotikus 

fehérje aktivációját gátolja [70-72].  

 

2.4.4.3. A PLCγ útvonal 

 

A PLC-γ az SH2 doménjén keresztül kötıdik az AXL receptor foszfo-Y821 és foszfo-

Y866-hoz. Az aktivált PLC-γ a foszfatidil-inozitol-4,5-bifoszfátot bontja DAG-á és IP3-á. 

A DAG aktiválja a klasszikus és új típusú PKC kinázokat, míg az IP3 specifikus 
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receptorokon keresztül az endoplazmás retikulumból szabadít fel Ca2+-ot. A Ca2+ 

kalmodulinhoz való kötıdése számos jelútvonalat aktivál. 

A fentiekben részletezett jelútvonalakon kívül a Gas6/AXL tengely gátolja még az öröklött 

immunrendszer sejtjeiben a TLR és a citokin receptorok jeltovábbítását, míg az SHP-2 

aktivációja révén a VEGFR2 aktivációját is [30, 73, 74].  

 

2.4.5. Az AXL receptor tirozin kináz inaktivációja 

 

AXL receptor inaktivációjáról ez idáig kevés információnk van. Az egyik feltételezett 

mechanizmus a proteolitikus hasítás, melynek során a receptor extracelluláris része 

eltávolításra kerül. Az így keletkezett szolúbilis AXL (sAXL) a szérumban képes megkötni 

a Gas6-ot, ezzel meggátolva a membránban lévı AXL receptorok aktivációját [75]. A 

proteolitikus hasítást valószínőleg egy metalloproteináz enzim az ADAM17 végzi [76]. A 

klasszikus RTK-okra jellemzı inaktivációt, az internalizációt, az AXL kináz esetében is 

megfigyelték [69]. Ennek során a receptorok egy klatrinnal bélelt membránbefőzıdésbe 

kerülnek és endocitózissal internalizálódnak. Az így létrejött korai endoszomákban a 

receptorokat a Cbl ubikvitin-fehérje ligáz ubikvitinálja, ami proteaszómális 

degradációjukhoz vezet.  

 

2.4.6. Az AXL receptor szerepe a daganatokban 

 

Az AXL receptor szerepe a humán daganatok pathogenéziseben már régóta ismert, hiszen 

génjét eredetileg humán rákos sejtekbıl klónozták [60]. Az AXL overexpreszióját számos 

daganatfélében kimutatták, mint például pajzsmirigy- [77], emlı- [78], vastagbél- [79], 

tüdı- [80], máj- [81], leukémia- [62], nyelıcsıtumorokban [82] és aszterocitaszerő 

gliomákban [83]. AXL overexpressziója egyaránt megfigyelhetı az emlıdaganatos betegek 

mintáiban és humán emlıdaganatos sejtvonalakban. Számos irodalmi adat igazolja, hogy 

AXL overeszpressziója elsısorban a metasztázisos emlıdaganatokban fordul elı, tehát az 

alacsony túlélés egyik indikátora [84]. Húgyhólyag daganatokban például a Fra-1 
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transzkripciós faktor szabályozza az AXL receptor expresszióját az AXL gén promoteréhez 

kötıdve [85]. Ezen kívül az AXL gén promoter aktivációja és így az AXL fehérje 

expressziója függ a promoter CpG szigeteinek metiláltságától is, befolyásolva a sejtciklust, 

a tumor fejlıdését és differenciálódását [86-88]. Az AXL expresszióját a miR-34a és az 

miR-199a/b miRNS-ek is befolyásolják azáltal, hogy kötıdnek az AXL mRNS 3`-UTR 

régiójához [89]. Vastagbél-, nem kissejtes tüdı- és emlıdaganat sejtvonalakban például a 

miR-34a gátolja az AXL fehérje expresszióját [89]. Transzformáló képességének a 

hátterében a kináz expressziójában bekövetkezı változások állnak, melyek fokozzák a 

rákos sejtek proliferációját, migrációját, aggregációját és túlélését. Az AXL onkogén 

potenciálját elsısorban a fentiekben részletezett antiapoptotikus és proliferációs útvonalak 

aktivációjának köszönheti. Ugyanakkor a proinflammatorikus citokinek (IL-8, CXCL1, 

CXCL2) aktivációja révén képes szabályozni a tumor és a stróma közötti interakciókat is 

[90]. Ezek a citokinek az adéziós molekulák és a metalloproteázok stimulációja révén 

befolyásolják a tumor sejtek invázióját és migrációját. Az AXL expressziója tehát fontos 

szerepet tölt be az EMT fenntartásában, amely a daganatsejtek metasztatizálását segíti elı 

[91, 92]. 

AXL overexpressziója csökkenti az emlı glioblasztóma, tüdı, petefészek, vese és akut 

mieloid leukémiás betegek túlélését [84, 93-96]. 

Ezekben a sejtekben AXL fontos szerepet tölt be az EMT és a sejtek metasztázisának a 

szabályozásában [97, 98]. Ezt támasztja alá az a megfigyelés, hogy ER+ betegek mintáiban 

az AXL overexpresszió gyakran elıfordul, de ezidáig nem sikerült kimutatni az ösztrogén 

receptor kötıdését az AXL gén promoteréhez. Viszont ezekben a sejtekben a Gas6 

expressziója az ösztrogén receptor által szabályozott [99].  
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2.4.7. Az AXL szerepe a célzott daganatterápiás szerekkel 

szembeni rezisztenciában 

 

Az elmúlt években rohamosan nıtt az olyan daganatterápiás szereknek a száma, amelyek 

olyan molekulákat gátolnak, amelyek fontos szerepet töltenek be a daganatok 

viselkedésében. A potenciális célpontok közül kiemelkedı szerephez jutottak az EGFR 

család tagjai, mivel a leggyakoribb daganatokban ezek a receptorok járulnak hozzá a 

daganatsejtek növekedéséhez és a tumoros transzformációjához: például nem-kis sejtes 

tüdıkarcinómák, fej-nyaki daganatok, emlıdaganatok esetében [100-102]. Az EGFR 

családnak négy tagja ismert: ErbB1 (EGFR/HER1), ErbB2 (HER2/Neu), ErbB3 (HER3) és 

ErbB4 (HER4). Habár mind a négy receptor tirozin kináz receptorként közismert, a HER3 

nem rendelkezik kináz aktivitással. Éppen ezért a HER3 csak heterodimér szerkezetben tud 

aktiválódni. Elsıdlegesen a HER2-vel dimerizálódik, de számos esetben az EGFR-el is 

képez heterodimért. Habár a HER2-nek nincs ismert természetes ligandja, a többi EGFR 

család tagjainak elsıdleges dimerizációs partnere [103]. Ismert, hogy a HER2 emeli a 

dimerizációs partnereinek a foszforilációs és aktivációs szintjét. Az EGFR család tagjait, 

kivéve a HER2-ıt, számos ligand képes aktiválni. Az ismert 11 ligandot, a receptorok iránti 

specifitásuk és affinitásuk alapján, 3 csoportba sorolják [104]. Az elsı csoportba azokat a 

ligandokat sorolják, amelyek kizárólag az EGFR-hez kötıdnek, ide tartozik az EGF, AR, 

EPG és TNFα. Második csoportba tartozik az epiregulin, a HB-EGF és a betacellulin, 

amelyek az EGFR mellett a HER4-hez is kötıdnek. A harmadik csoportba a NRG-ok 

tartoznak, melyek a HER3 és a HER4 természetes ligandjai [105].  

Az EGFR receptorok az AXL receptorhoz hasonló jeltovábbítási útvonalakat aktiválnak. 

Mind a négy EGFR, a dimerizációt követıen a Grb2 és a Shc adaptor fehérjéken keresztül 

aktiválják a MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT és a PLCγ útvonalakat. Jelenleg számos 

EGFR-t és HER2-t célzó gyógyszert alkalmaznak sikerrel elsı vonal beli terápiaként: 

például az EGFR gátló Erbitux monoklonális antitestet [106], Gefitinib és Erlotinib [107] 

tirozin kináz gátló szereket, a HER2-t gátló Trastuzumab monklonális antitestet és a 

Lapatinib tirozin kináz gátlót amelyik EGFR/HER2 kettıs gátlóként közismert. Ezek az 
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inhibitorok hatékony kezelési módot jelentek számos daganatféleség esetében, de az 

elsıdleges és a szerzett rezisztencia kialakulásának a problémája még mindig megoldásra 

vár. 

Az AXL tirozin kináz receptor expresszióját és aktivációját, már számos 

gyógyszerrezisztens daganatos sejtvonalban megfigyelték. Ezek az eredmények arra 

utalnak, hogy AXL tirozin kináz receptornak fontos szerepe lehet a kemoterápia-

rezisztencia kialakulásában. Nemrég kimutatták, hogy az Erlotinibbel kezelt EGFR mutáns 

tüdı sejtvonalakban és xenograftokban az AXL aktivációja fontos szerepet játszik az 

Erlotinibbel szembeni rezisztencia kialakításában. Ezekben a sejtekben az AXL gátlása 

helyreállította a daganatos sejtek Erlotinib iránti érzékenységét [108]. Ezen kivül, számos 

tanulmány mutatott ki magas AXL expressziót Lapatinib rezisztens HER2 pozitív 

emlıtumoros sejtvonalakban, Erlotinib rezisztens fej-nyaki daganatos sejtvonalakban, 

Imatinib (BCR/ABL gátló) rezisztens gasztointestinális sztróma tumorokban, Nilotinib 

(Abl, PDGFR gátló) rezisztens krónikus leukémia sejtekben, BMS-754087 rezisztens 

rhabdomyosarcoma sejtekben, és és Ciszplantin rezisztens petefészek és nyelıcsı 

adenokarcinomákban [109-117].  

 

2.4.8. AXL gátló vegyületek 

 

Számos olyan stratégia létezik, ami által a receptor tirozin kinázok aktivitását gátolhatjuk. 

Gyógyszerfejlesztési szempontból a két legígéretesebb a receptor extracelluláris 

doménjéhez kötıdı monoklonális antitestek és a kináz domén ATP kötı zsebébe illeszkedı 

kismolekulájú gátlószerek használata. A monoklonális antitestek megakadályozzák a ligand 

kötıdését a receptorhoz, így gátolva a receptor dimerizációját és autofoszforilációját. A 

kismolekulájú kinázgátlók pedig az ATP-vel versenyeznek az ATP kötı zsebért. Ez utóbbi 

jelenleg a legintenzívebben tanulmányozott stratégia.  

Jelenleg kevés olyan monoklonális és poliklonális antitest ismert, amely az AXL tirozin 

kináz receptort célozza [98]. A legismertebb monoklonális antitest az YW327.6S2, amely a 

többi monoklonális antitesthez hasonlóan a receptor extracelluláris részéhez kötıdik, 
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gátolja a Gas6 kötıdését, aminek következtében az AXL aktivációja elmarad. Preklinikai 

vizsgálatok igazolják, hogy tüdı xenograftos modellekben növeli az Erlotinib és 

Carboplatin/Paclitaxel hatását [118].  

Habár a mai napig nem létezik kifejezetten AXL gátló gyógyszer, az eddig engedélyezett, 

illetve fejlesztés alatt álló, más célpontok ellen tervezett kis molekulájú tirozin kináz 

inhibitorok közül sok gátolja az AXL kinázt is.  

Az Amuvatinib (MP-470, Supergen) volt az elsı olyan tirozin kináz inhibitor, amelyrıl 

bebizonyosodott, hogy az AXL receptor tirozin kinázt is gátolja [112]. Habár eredetileg c-

Kit gátlónak tervezték, szelektíven gátolja a c-Met, c-Ret, PDGFR-β kinázokat is. Prosztata 

daganatokban az Erlotinibbel együtt alkalmazva elısegíti a HER1, HER2 és HER3 gátlását 

[119].  

A Foretinib (GSK1363089, GlaxoSmithKline) eredetileg c-Met, c-Kit, FLT3, Tie2 és 

VEGFR2 inhibitorként vált közismerté, de nemrég kiderült, hogy az AXL-t is gátolja [120, 

121]. A c-Met amplifikációval és EGFR overexpresszióval rendelkezı tüdıdaganatokban a 

Foretinib növelte az Erlotinib hatását [122]. Hasonlóképp, Lapatinib rezisztens 

emlıdaganat sejteket a Foretinib -az AXL gátlása révén- újra Lapatinib érzékennyé tette 

[120].  

A Bosutinib (SKI606, PF-5208763, Pfizer) eredetileg Src/Abl kináz inhibitornak lett 

kifejlesztve, de mikromóláris koncentrációban AXL-t is gátolja [123]. Késıbb kiderült, 

hogy ez a vegyület sokkal hatásosabban gátolja a BCR-ABL receptort, mint az Imatinib 

[124]. Jelenleg fázis II-es klinikai vizsgálatokban szerepel emlıdaganatos betegeken és 

fázis III-ban Ph+ CML-es betegeken [125].  

A BMS-777607 (Bistrol-Myers Squibb), c-Met inhibitor, amely sokkal szelektívebben 

gátolja AXL-t mint a c-Met kinázt [126]. Ez a vegyület hatékonynak bizonyult humán 

gyomor karcinoma xenograftokban, továbbá klinikai fázis I-ben és II-ben elırehaladott 

stádiumú gyomor-nyelıcsı daganatokban is vizsgálták. 

Kifejezetten AXL gátlásra tervezett molekulák közül az R428-at (Rigel) és az 

MPCD84111-et érdemes megemlíteni. Az R428 multikináz inhibitor, de mintegy 15-ször 

alacsonyabb koncentrációban gátolja az AXL receptor tirozin kinázt, mint a többi célpontját 

DOI:10.14753/SE.2015.1762



29 

 

[97]. Preklininkai vizsgálatokban elısegíti a ciszplatin hatását és csökkenti az 

emlıdaganatos sejtek metasztatizálását. 

Az MPCD84111-et hatóanyagot AXL tirozin kináz gátlónak tervezték a Vichem Chemie 

Kutató dolgozói és a Max Planck Intézet által a WO2011045084 kód alatt van 

szabadalmaztatva. A Szokol et al. 2014 publikációjában leírt 10-es vegyület is hasonló 

szerkezettel és hatásspektrummal rendelkezik, mint az MPCD84111-es AXL inhibitor 

[127]. 
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3. Célkitőzések 
 

Habár számos irodalmi adat igazolja az AXL tirozin kináz szerepét a daganatos sejtek 

migrációjában és a gyógyszer-rezisztencia kialakításában, ez idáig az AXL pontos szerepe 

ezekben a folyamatokban nyitott kérdés maradt. Doktori munkám elsı részében az AXL 

receptor tirozin kinázt célzó kinázgátlóknak tripla negatív emlıdaganat sejtvonalak 

migrációjára gyakorolt hatásával foglalkoztam. 

Elsıdleges célom az volt, hogy megvizsgáljam a már publikált BMS777607, SKI606 és a 

Max Planck Intézet által szabadalmaztatott MPCD84111 AXL receptor tirozin kináz gátlók 

migráció gátló hatékonyságát tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalakban. 

Kísérleteim során a következı kérdésekre szerettem volna választ kapni: 

1) Befolyásolja-e AXL receptor tirozin kináz expressziója és foszforilációja a tripla 

negatív emlıdaganatok migrációját, és ha igen, mily módon. 

2) Van-e különbség az AXL receptor tirozin kináz gátló hatóanyagok migráció gátló 

képességében és hatásmechanizmusában  

Munkám második részében különbözı eredető, az AXL tirozin kinázt fokozottan 

expresszáló daganatos sejtvonalakban tanulmányoztam az AXL gátlás ellen kialakuló 

rezisztenciát, különös tekintettel más tirozin kináz receptorok aktivációjára. 

Kísérleteinkben a következı kérdésekre kerestem a választ: 

3) Milyen hatással van az AXL tirozin kináz gátlása a többi receptor tirozin kináz 

aktivációjára és foszforilációjuk mintázatára? 

4) Milyen kombinációs kezelésekkel elızhetı meg az AXL gátlókkal szembeni 

kompenzációs mechanizmusok kialakulása? 
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4. Anyag és módszer 
 

4.1. Sejtvonalak 

 

Kísérleteink során a Max Plank információs adatbázisa alapján különbözı eredető AXL 

overexpresszióval rendelkezı tumoros sejtvonalat használtunk. Ebbıl hat tripla negatív 

emlıdaganat (MDA-MB-231, MDA-MB-231-D3H2LN, Hs578T, BT549, MDA-MB-436, 

MDA-MB-468), négy sejtvonal glioma (A172, U373, SF126, U118), négy tüdı (H1975, 

H1299, H292, A549), három hasnyálmirigy (AsPC-1, BxPC-3, Capan-2), két petefészek 

(OVCAR8, SCOV3), egy méhnyakrák (C4-I) és egy fibroblaszt (NIH/3T3) eredető volt. Az 

MDA-MB-231-es sejtvonalat Stefano Iacobelli (Department of Oncology and Experimental 

Medicine, University Foundation ‘G. D’Annunzio’, Chieti-Péscara, Chieti, Olaszország), a 

Hs578T sejtvonalat pedig az U3 Pharma (Martinsried, Németország) bocsátotta a 

rendelkezésünkre. A többi sejtvonal az ATCC sejtbankból származott. Az MDA-MB-231, 

MDA-MB-231-D3H2LN, Capan-2, A549, AsPC-1, A172, U373, SF126 és U118 

sejtvonalakat DMEM médiumban (GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia), míg a 

Hs578T, H1975, H1299, H292, OVCAR8, BxPC-3, BT549, MDA-MB436, MDA-MB468 

sejtvonalat RPMI 1640 médiumban (GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia) 

tenyésztettük. A SCOV3 sejtvonalat 10%-os FBS tartalmú McCoy’s 5A médiumban 

növesztettük. A DMEM médium 1% Na-piruvátot (GE Heathcare, Bécs, Ausztria), 1% 

(v/v) penicillin-streptomycin antibiotikumot (GE Heathcare, Bécs, Ausztria) és 10% (v/v) 

FCS-t, (GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia) tartalmazott. Az RPMI 1640 médium 

1% (v/v) glutamint, 1% (v/v) penicillin- streptomycin antibiotikumot (GE Heathcare, Bécs, 

Ausztria) és 10% (v/v) FCS-t (GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia) tartalmazott. A 

sejteket 37°C-on, 5%-os CO2-termosztátban tartottuk. 
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4.2. Tirozin kináz inhibitorok és monoklonális antitestek 

 

A Lapatinib, az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorokat a Vichem Chemie Kutató Kft. 

(Budapest, Magyarország) szintetizálta, míg a BMS777607 és az R428 inhibitorokat az 

LDC Discovery GmBH-tól (Dortmund, Németország) kaptuk. Az inhibitorokat DMSO-ban 

oldottuk 10 mM koncentrációban és szobahımérsékleten tároltuk. A Herceptin és Erbitux 

monoklonális antitesteket a martinsriedi Max-Planck Gyógyszertárból vásároltuk. 

 

4.3. Ligandok és Batimastat 

 

A rekombináns humán NRG1-et (#396-HB-050) és Batimastat-ot (BB94, #2961) az R&D 

Systems GmbH-tól (Németország) vásároltuk. 

 

4.4. RNS interferencia, géncsendesítés 

 

Az 50-70% konfluenciájú sejteket 40 nM-os végkoncentrációban kezeltük Lipofectamin 

RNAiMAX (Invitrogen, Darmstadt, Németország) transzfekciós reagens és OptiMEM 

(GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia) médiumban oldott kis interferáló RNS (siRNS) 

oligonukleotidokkal. A kísérlet során különbözı gén specifikus siRNS-t (ref. kódok: 

Ambion siRNA AXL 1845, p130Cas 18372, 18373; Lyn 8356, 277; Met 8701; HER2 540; 

HER3 4780 és Dharmacon EGFR J-003114-13) használtunk. Kontrollként a sejteket 

negatív siRNS-sel kezeltük (Ambion kontroll siRNS # 1), amelyik semmilyen ismert 

mRNS szekvenciával nem mutat homológiát. 24 óra elteltével médiumot cseréltünk, majd 

újabb 24 órás inkubációt követıen a sejteket lizáltuk vagy további kísérletekhez passzáltuk. 
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4.5. A sejtproliferáció vizsgálata (CellTiterGlo assay)  

 

A sejteket 96 lyukú tenyésztı lemezekre (Perkin Elmer) raktuk ki, wellenként 1000 sejtet 

50 µl-be. 24 óra inkubálás után a kívánt koncentrációjú kináz inhibitorokkal kezeltünk, 

majd 72 óráig inkubáltunk 37°C-on, 5% CO2 jelenlétében. A három napos inkubáció 

leteltével a sejtek életképességét ’CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay’ kit 

(Promega, Mannheim, Németország) segítségével határoztuk meg, a gyártó leírásának 

megfelelıen. A lumineszcenciát Microplate Luminometer LB96V készülék (Berthold 

Technologies) segítségével detektáltuk. 

 

4.6. SDS-PAGE és Western blot 

 

A sejteket 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 10% (v/v) Glycerol, 1% 

(v/v) Triton X-100, 100 mM NaF, 10 mM Na4P2O7*10 H2O, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF 

és 10 mg/ml aprotinint tartalmazó lizis pufferben lizáltuk. Ezt követıen a lizátumok fehérje 

tartalmát BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL USA) segítségével határoztuk meg. Az 

egyenlı fehérje tartalmú mintákhoz Laemli mintapuffert (62,5mM Tris-HCl pH 6,8, 2% 

(w/v) SDS, 10% (v/v) glicerin, 50 mM DTT, 0,01% (w/v) brómofenolkék) adtunk majd 5 

percig forralva denaturáltuk ıket.  

Az SDS-PAGE-t 12% akrilamid koncentrációjú gélen végeztük mólsúly standard 

jelenlétében (low range, Biorad). A fehérjéket a gélrıl nitrocellulóz membránra 

(Whatmann, Maidstone, Egyesült Királyság) blottoltuk, 150 V konstans feszültségen, 3 

órán keresztül, félszáraz blottolási körülmények között. 

A membrán nem specifikus kötıhelyeinek blokkolására 10% (v/v) NET zselatint tartalmazó  

blokkoló puffert használtunk 1 órán át. A membránokat az elsıdleges antitesttel 1:2000 

hígításban, NET zselatint tartalmazó pufferben inkubáltuk egy éjszakán keresztül. A p-Lyn 

(Y507) # 2731, p-Src (Y416) #2101, p-Pyk (Y580) #3291, p FAK (Y576/577) # 3281, 

p130Cas (Y410) #4011, p-HER3 (Y1289) #4791, p-HER2 (Y1248) #2247, EGFR #2232 és 

p-AKT (S473) #9271 antitesteket a Cell Signalling Technologies-tól, a HER2 #06-562 és a 
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HER3 #05-390 antitesteket a Millipore-tól, az anti-Met-et #sc-161 a Santa Cruz 

Biotechnology-tól míg az anti-tubulin ellenanyagot #T1926 a Sigma- Aldrich-tól rendeltük. 

A foszforilált tirozinok detektalásához a Max Planck Intézetben szintetizált antitesteket 

használtunk. Az inkubációt követıen a membránokat 10 % (v/v) NET zselatint tartalmazó 

pufferrel mostuk 20 percenként 5 körben, majd az elsıdleges antitestnek megfelelıen 

szobahımérsékleten HRP-kötött kecske anti-nyúl (Bio-Rad, München, Németország) és 

kecske anti-egér (Sigma, München, Németország) másodlagos antitesttel inkubáltuk 1 órán 

keresztül. Újabb 5x20 perc NET-es mosást követıen az immunreakciók eredményét ECL 

Advanced Western Blotting Detection kit (Perkin Elmer Rodgau, Németország) 

segítségével detektáltuk. Az elıhívás Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, Ismaning, 

Németország) filmmel történt. A Western blottos sávok sőrőségét ImageJ 1.47 szoftverrel 

mértük meg. 

 

4.7. Humán foszfo- RTK array, humán RTK chip 

 

A humán foszfo-RTK array-t (R&D Systems GmbH, Németország, #ARY001) a gyártó 

protokollja alapján használtuk. A kezelt sejteket 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 

mM EGTA, 10% (v/v) Glycerol, 1% (v/v) Triton X-100, 100 mM NaF, 10 mM 

Na4P2O7*10 H2O, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF és 10 mg/ml aprotinint tartalmazó lizis 

pufferrel lizáltuk. A membránokat 500 µg fehérjét tartalmazó mintával 4°C-on inkubáltuk 

egy éjszakán keresztül. A membránokat ECL Advanced Western Blotting Detection kit 

(Perkin Elmer Rodgau, Németország) segítségével detektáltuk. Az elıhívás Hyperfilm ECL 

(Amersham Biosciences, Ismaning, Németország) filmmel történt. 

 

4.8. Immunoprecipitáció 

 

Az antitesteket A-sepharose gyöngyökkel (GE Healthcare, Németország, #17-5280-04) és 

lizis pufferrel inkubáltuk 40 µl végtérfogatban 1 órán keresztül, majd a Western blottnál 

használt lizis puferrel háromszor megmostuk. Az így elıkészített gyöngyökket a 
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vizsgálandó fehérje mintákkal inkubáltuk 4°C-on 16 órán keresztül. Az inkubáció után a 

mintákat lizis pufferrel háromszor megmostuk, majd a lecentrifugált pellethez Laemmli 

puffert adtunk és 10 percig fıztük. Az immunoprecipitált proteineket SDS-PAGE és 

Western blot után anti-foszfo tirozin antitesttel (4G10, Max Planck Intézet, Martinsried, 

Németország) jelöltük és ECL Advanced Western Blotting Detection kit (Perkin Elmer 

Rodgau, Németország) segítségével detektáltuk. Az immunoprecipitációs kísérletekhez 

használt HER3 (#05-390) és HER2 (#06-562) antitesteket a Millipore-tól rendeltük. 

 

4.9. 3D szferoid kultúra 

 

A 96 lyukú szövettenyésztı lemezt 80 µl 3 mg/ml koncentrációjú Matrigellel (BD 

Bioscience, USA, #354234) vontuk be, majd egy éjszakán át, 37°C-on inkubáltuk. Ezt 

követıen lyukanként 7000 sejtet tartalmazó 120 µl médiumot pipettáztunk a már szilárd 

Matrigel-re, majd a megfelelı koncentrációjú inhibitorral kezeltünk. A sejteket 72 óráig 

inkubáltuk azért, hogy szferoidokba csoportosuljanak.  

 

4.10. Sejtmigrációs vizsgálat 

 

A sejtmigráció méréséhez a Boyden kamra assay-t használtuk. A sejteket kirakás elıtt 0.1% 

(v/v) FCS-t tartalmazó médiumban felszuszpendáltuk, majd a 8 µM pórus nagyságú 

Boyden kamra (BD Transduction Laboratories, Heidelberg, Németország) felsı osztatába 

50.000 ezer sejtet tettünk ki. A kamra alsó osztatába kemoattraktánsként 1%-os (v/v) FCS-t 

tartalmazó médiumot helyeztünk. Az AXL inhibitorok vizsgálata esetén a kamra felsı és 

alsó osztatába is pipettáztunk a kívánt koncentrációjú inhibitorokból. A sejteket 3.5 órán 

keresztül inkubáltuk, majd a membránon keresztülmigrált sejteket 0.05%-os (v/v) Crystal 

violet/ 20%-os (v/v) metanollal (Sigma, Steinheim, Németország) fixáltuk és festettük. 20 

perces inkubációt követıen a megfestett sejteket desztillált vízzel megmostuk, majd a felsı 

kamrát egy gyapot tamponnal kitisztítottuk. A membránon keresztülmigrált sejtekrıl 

kamránként legalább 5 véletlenszerő helyen fényképet készítettünk Axiovert 300 
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Mikroszkoppal (Zeiss, Jena, Németország). Az így készült fényképek alapján a MetaMorph 

szoftverrel kvantifikáltuk (6.2r4 verzió, Molecular Devices) a membránon átmigrált 

sejteket.  

 

4.11. Kvantitatív PCR 

 

A kvantitatív PCR kísérlethez az MDA-MB-231 sejteket 10 µM BMS777607 vegyülettel 

vagy DMSO-val (hordozó) kezeltük. Az RNS izolálása (RNeasy Mini Kit-50; 

QIAshredder, QIAGEN) és a specifikus egy szálú cDNS (First Strand cDNA Synthesis Kit, 

Fermentas, Fisher Scientific) szintézise a gyártó ajánlásai alapján történt. A cDNS 

szintéziséhez 1 µg teljes RNS-t és 200 ng radom hexamer primert használtunk. A NCBI 

adatai alapján 17 különbözı humán NRG1 izoformát vizsgáltunk: #1 NM_001159995.1; #2 

NM_001159996.1; #3 NM_001159999.1; #4 NM_001160001.1; #5 NM_001160002.1; #6 

NM_001160004.1; #7 NM_001160005.1; #8 NM_001160007.1; #9 NM_001160008.1; #10 

NM_004495.3; #11 NM_013956.3; #12 NM_013957.3; #13 NM_013958.3; #14 

NM_013959.3; #15 NM_013960.3; #16 NM_013962.2; #17 NM_013964. A HER3 (Gén 

ID: 2065) esetében 2 különbözı izoformát teszteltünk: #1 NM_001982.3 és #2 

NM_001005915. A reverz traszkriptázt 1 a 60-hoz arányban kevertük 0,5 µM gén 

specifikus primerrel és Fast SYBR® Green Master Mix-el (Applied Biosystems). A PCR-t 

a gyártó ajánlásai alapján StepOnePlus készüléken (Applied Biosystems) futattuk. 

 

4.12. AXL ELISA 

 

Az AXL ELISA mintát a következıképpen készítettük: lyukanként 75.000 sejtet raktunk ki 

egy 6 lyukú plate-re, 24 órás inkubáció után szérummentesre cseréltük a médiumot és újabb 

24 óráig éheztettük. Ezt követıen 1 óráig kezeltünk az inhibitor koncentráció sorokkal, 

majd 30 percig 250 ng/ml Gas6-al (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Németország) 

stimuláltuk. Az inkubációs idı leteltével a sejteket jégen, 400 µl lízis pufferrel (50 mM 

HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1mM EGTA, 10% (v/v) Glicerol, 1% (v/v) Triton X-100, 
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100 mM NaF, 10 mM Na4P2O7·10 H2O, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF és 10 mg/ml 

aprotinin) lizáltuk. A hasonló fehérje mennyiségő mintákat a detektálandó fehérjével 

bevont 96 lyukú Nunc MicroWell™ plate-re (Fischer Scientific GmbH, Schwerte, 

Németország) pipettáztunk. A mintákat másnap eltávolítottuk a lyukakból és a lyukak 

felszínét mosó oldattal (PBS és 0,05% (v/v) Tween20) ötször átmostuk. 

A foszforilált tirozinok detektálásához a Max Planck Intézetben készített biotinilált 

antitestet (4G10) 10% (v/v) FCS tartalú mosó oldatban oldottuk, majd wellenként 100 µl-t 

vittünk fel belıle. 2 órás inkubációt követıen a fent említett módon mostuk a plateket. Ezt 

követıen 1 órás inkubáció következett a másodlagos anti-foszfo-tirozin egér antitesttel 

szobahımérsékleten. Egy újbb mosási lépés után a floreszcens jel kialakításához az alkaline 

foszfatáz AttoPhos Substrate Set-et (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németország) 

használtuk. Másfél óra inkubáció után a detektálás TECAN Ultra Evolution plate reader-el 

(430 nm excitáció, 560 nm emisszió) történt.  

 

4.13. NRG1 ELISA 

 

Az ELISA lemezek felszínét 0,05% (v/v) Tween20 és 10% (v/v) FCS tartalmú PBS 

oldatban 1:180 arányban kihígított biotinilált anti-humán NRG1 β1/HRG1 β1 antitesttel 

vontuk be (24 óra, 4°C). Mosó pufferrel (lásd 5.15) 5x mostuk a lemezeket, majd 1:4000 

hígitású biotin Alkaline Foszfatázzal Konjugált Streptavidin SA110 (Millipore USA) 

oldattal inkubáltuk ıket egy órán keresztül. Újabb mosási lépések után 90 percig 

inkubáltunk az Alkaline Foszfatáz AttoPhos Substrate Set (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Németország) detektáló folyadékkal. Végül a floreszcens szignált 560 nm 

hullámhosszon detektáltuk a TECAN Ultra Evolution plate reader-el (Tecan Deutschland 

GmbH, Crailsheim, Németország). 
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4.14. AKT foszfo-S473 ELISA 

 

Az ELISA lemezek felszínét 1:180 hígitású biotinilált Pan foszfo-AKT (S473) specifikus 

ellenanyaggal vontuk be. 24 óra inkubálás után a plate-eket a fentiekben ismertetett módon 

ötször mostuk, majd felpipettáztuk az egyenlı fehérje tartalmú mintákat. Az inkubálás 24 

órán keresztül, 4°C fokon történt. Mosásokat követıen a platet 1:4000 hígitású biotin 

Alkaline Foszfatázzal Konjugált Streptavidin SA110 oldattal inkubáltuk 1 órán keresztül. A 

mosások után Alkaline Foszfatáz AttoPhos Substrate Set (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Németország) detektáló oldattal szobahımérsékleten 90 perc rázatás után 

történt a floreszcens jel detektálása. A detektálás 560 nm hullámhosszon történt TECAN 

Ultra Evolution plate reader-el (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Németország). 

 

4.15. Az adatok kiértékelése és statisztikai analízis 

 

Minden kísérletet legalább háromszor ismételtünk meg. Az IC50 értékeket a kezeletlen 

kontroll mintákhoz viszonyított százalékos értékben adtuk meg és XLfit 5.1.0 szoftverrel 

(IDBS, Surrey, UK) ábrázoltuk. A statisztikai összehasonlításokat Kruskal-Wallis, Mann-

Whitney és Dunnett`s Multiple Comparison Teszttel végeztük. Szignifikánsnak akkor 

tekintettük a különbséget a Dunnett`s Multiple Comparison Teszt esetében, ha a p<0,0001, 

míg a Kruskal-Wallis és a Mann-Whitney tesztek esetében, ha a *= p<0,05, **= p<0,01 és 

*** = p<0,001. 
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5. Eredmények  

5.1. Az AXL receptor tirozin kináz inhibitorok hatása a 

tripla negatív emlıdaganat sejtvonalak migrációjára  

 

5.1.1. Az AXL receptor tirozin kináz gátlása függ a sejttípustól 

és a tirozin kináz inhibitortól 

 

Korábbi tanulmányok már bebizonyították, hogy az AXL receptor tirozin kináznak 

központi szerepe van a tripla negatív daganat sejtvonalak migrációjában [98, 123]. Mivel a 

tripla negatív daganatok nehezen gyógyíthatók szerettük volna megvizsgálni, hogy az AXL 

receptor kináz gátlása milyen hatással van a tripla negatív emlıdagnatos sejtvonalak 

migrációjára. Ahhoz, hogy megvizsgáljuk a BMS777607, az SKI606 és az MPCD84111 

kináz inhibitorok hatását a AXL foszforilációjára, a kísérleteinkhez három olyan tripla 

negatív sejtvonalat (MDA-MB-231, Hs578T és BT549) választottuk ki, amelyekre jellemzı 

az AXL fehérje overexpressziója [123].  

A sejteket különbözı koncentrációkban kezeltük az inhibitorokkal 1 órán keresztül, majd 

30 percig stimuláltunk Gas6-al. Az AXL kináz foszforiláltságát ELISA-val határoztuk meg. 

Érdekes módon a három AXL tirozin kináz gátló sejtvonalanként különbözı IC50 értékeket 

mutatott.  

Az MPCD84111 AXL kináz foszforiláció gátló IC50 értéke az MDA-MB-231-es sejtekben 

0,21 µM, Hs578T sejtekben 0,04 µM és BT549 sejtekben 0,307 µM volt (4 A, D, G ábra).  

A három AXL tirozin kináz gátló közül az SKI606 inhibitor gátolta a legkevésbé az AXL 

foszforilációját. Az MDA-MB-231 és a BT549 sejtekben az SKI606 AXL foszforiláció 

gátló IC50 értéke nagyobb volt, mint 1 µM, míg a Hs578T sejtekben az IC50 értéke 0,94 µM 

volt (4 B, E, H ábra). A BMS777607 inhibitor AXL foszforiláció gátló IC50 értéke az 

MDA-MB-231 sejtvonalban 0,16 µM, Hs578T sejtekben 0,005 µM és a BT549 sejtekben 

0,178 µM volt (4 C, F, I ábra). Mind a három sejtvonalban az AXL tirozin kináz 
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foszforilációjat leghatékonyabban a BMS777607 inhibitor gátolta, míg az AXL 

foszforiláció gátlására legérzékenyebben a Hs578T sejtvonal reagált  

 

 

4. ábra. Az AXL receptor tirozin kináz foszforilációjának a gátlása tripla negatív 

emlıdaganat sejtvonalakban  

Tirozin kináz inhibitorokkal kezelt MDA-MB-231 (felsı), Hs578T (középsı) és BT549 

(alsó) sejteket 1 órás inkubációt követıen 250 ng/ml Gas6-al stimuláltunk 30 percig. Az 

AXL receptor tirozin kináz foszforilációját ELISA-val mértük meg. A görbék illesztése és az 

IC50 értékek meghatározása XLFit 5.1.0 szoftver felhasználásával történt.  
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5.1.2. A tirozin kináz inhibitorok migráció és életképesség gátló 

hatékonysága sejttípusonként változik 

 

A tirozin kináz gátlók sejtmigráció gátló IC50 értékeit Boyden kamrás assay-vel határoztuk 

meg. Az MPCD84111 tirozin gátló az MDA-MB-231 sejtekben 0,535 µM, a Hs578T 

sejtekben 2,9 µM és a BT549 sejtekben 0,862 µM-os IC50 értékkel gátolta a sejtmigrációt (5 

A, D, G ábra). Az SKI606 sejtmigráció gátló IC50 értékei az MDA-MB-231-es sejtekben 

0,421 µM, a Hs578T sejtekben 0,971 µM és a BT549 sejtekben 0,627 µM voltak (5 B, E, H 

ábra). A vizsgált inhibitorok közül a BMS777607 sejtmigráció gátló IC50 értékei voltak a 

legmagasabbak (MDA-MB-231: 0,865 µM, Hs578T és BT549: >3,125 µM). 
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5. ábra. AXL tirozin kináz inhibitorok migráció gátló hatása tripla negatív 

emlıdaganatos sejtvonalakban  

A tirozin kináz inhibitorokkal kezelt MDA-MB-231 (felsı) Hs578T (középsı) és BT549 

(alsó) sejtek migrációját Boyden kamrás assay-vel ellenıriztük. A görbék illesztése és az 

IC50 értékek meghatározása XLFit 5.1.0 szoftver felhasználásával történt. 

 

Hogy megvizsgáljuk az inhibitorok hatását a sejtvonalak életképességére az elızı napon 

kirakott sejteket 10 µM koncentrációtól induló, 10 pontos felezı hígítási sor megfelelı 
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koncentrációival kezeltük, majd további 72 óráig inkubáltuk. Ahogy a 6-os ábra is mutatja, 

az SKI606 és az MPCD84111 szignifikánsan gátolták a BT549 és a Hs578T sejtvonalak 

életképességét, ugyanakkor a BMS777607 inhibitor nem okozott szignifikáns eltérést 

ezeknek a sejtvonalaknak a viabilitásában (6 D, E, F, G, H, I). Az MDA-MB-231-es 

sejtvonalon mért IC50 értékek mindig magasabbak voltak, mint a BT549 vagy a Hs578T 

sejtvonal IC50 értékei (6 A, B, C ábra). 

Következtetésképpen elmondhatjuk, hogy a sejtviabilitás gátlás IC50 értékei minden 

esetben, míg a migráció gátlás IC50 értékei általában magasabbak voltak, mint az AXL 

aktivitás gátlásának IC50 koncentrációi ugyanazon sejtvonalon és kezelıszer esetében.  
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6. ábra. Az AXL tirozin kináz inhibitorok viabilitás gátló hatása a tripla negatív 

emlıdaganat sejtvonalakban  

A tirozin kináz inhibitorokkal kezelt MDA-MB-231 (felsı), Hs578T (középsı) és BT549 

(alsó) sejtek IC50 értékeinek a meghatározását 72 órás inkubáció után CellTiter Glo 

lumineszcens assay-vel vizsgáltuk. A görbék illesztése és az IC50 értékek meghatározása 

XLFit 5.1.0 szoftver felhasználásával történt. 
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5.1.3. A vizsgált AXL inhibitorok kináz szelektivitás profilja 

különbözik  

 

Ahhoz, hogy megértsük, hogy az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok miért gátolják 

jobban a tripla negatív daganatsejtvonalak migrációját, mint a BMS777607, egy sejtalapú 

„profiling assay”-vel meghatároztuk az inhibitorok szelektivitás profilját. A sejtalapú 

„profiling assay”-hez a Hs578T sejtek sejtlizátumát használtuk. Az assay különbözı 

technológiák (SILAC és ITRAQ) felhasználásával meghatározza az inhibitor kötıdési 

affinitását (Kd) a vizsgálandó célmolekulákhoz. Mivel a BMS777607 inhibitor szelektivitás 

profilját már korábban leírták Schroeder et al. publikációjában [126], ezért csak az SKI606 

és az MPCD84111-es inhibitorokat vizsgáltattuk meg a fent említett assay-ben. 

A függelék 1-es táblázatából kitőnik, hogy az SKI606 fıképpen a Src család tagjaihoz 

(Lyn, Src, Fyn és Yes), a MAPK család tagjaihoz, az Ephrinekhez és a PKC család 

tagjaihoz kötıdik. Az MPCD84111 szorosan kötıdik az AXL, a Met és az Aurora B 

kinázhoz, de az SKI606-hoz hasonlóan a Lyn, a Yes és a Src kinázokhoz is nagy az 

affinitása. Hasonlóan az MPCD84111 inhibitorhoz, a BMS777607 célpontjai közé tartozik 

a Met és az Aurora B kináz is. Az AXL tirozin kináz receptort mind a három inhibitor 

célozza. 

Ezeknek az eredményeknek a tudatában kiválasztottunk 84 kinázt, hogy azokon 

pontosabban megmérjük az inhibitorok hatáserısségét. A vizsgálatokat 1 µM inhibitor 

koncentráció mellett a Millipore cég végezte radiometria alapú assay-ben. A kapott 

eredmények jól korreláltak kötıdési assay-vel. Az MPCD84111 és az SKI606 inhibitorok 

hasonló intenzitással gátolták a Src család tagjait és az Abl, a PTK5, az EGFR, az ErbB4, a 

Lok, a Tie2 kinázokat, míg a BMS777607 és az MPCD84111 a MET család tagjainak (c-

Met, Ron) és az Aurora család tagjainak (Aurora A, Aurora B és Aurora C) az aktivitására 

voltak negatív hatással (Függelék 1. ábra). Ezen eredmények arra engednek következtetni, 

hogy az MPCD84111 és az SKI606 kináz inhibitorok sejtmigráció gátlása elsısorban annak 

köszönhetı, hogy gátolják a Src tirozin kináz család tagjait. 
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5.1.4. A Lyn és a p130 Cas különbözı szerepet játszik a tripla 

negatív sejtvonalak migrációjában és viabilitásában 

 

Az SKI606 és az MPCD84111 által célzott Src család tagjai közül a Lyn tirozin kináz mind 

a három tripla negatív sejtvonalban overexpresszált [128]. Ennek az irodalmi adatnak a 

tudatában választottuk ki a Lyn tirozin kinázt és egy, a sejtmigrációban fontos szerepet 

játszó állványfehérjét, a p130Cas-t. Az MDA-MB-231, a Hs578T és a BT549 sejtvonalak 

migrációjában és viabiliásában betöltött szerepük vizsgálatához a kiválasztott fehérjéket 

siRNS kezeléssel csendesítettük, majd a géncsendésités eredményességét Western blot 

analízissel validáltuk (7 C ábra). 

A Lyn és a p130Cas fehérjék géncsendesítése után mind a három vizsgált sejtvonal 

migrációja szignifikánsan lecsökkent (7 A ábra). A Lyn siRNS kezelések nem gátolták, 

viszont a p130Cas siRNS kezelés szignifikánsan lecsökkentette az MDA-MB-231, a 

Hs578T és a BT549 sejtvonalak viabilitását (7 B ábra). Az, hogy a Lyn és a p130Cas 

siRNS kezelések szignifikánsan gátolták a sejtvonalak migrációját, arra enged 

következtetni, hogy a Lyn és a p130Cas fontos szerepet tölt be ezeknek a sejteknek a 

migrációjában. 
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7. ábra. A Lyn és a p130Cas fehérjék szerepe a tripla negatív emlıdaganat sejtvonalak 

migrációjában és életképességében.  

A Lyn és a p130Cas siRNS-el kezelt sejtek migrációját Boyden kamrás assay-vel (A), míg 

viabilitásukat CellTiter Glo lumineszcens assay-vel (B) vizsgáltuk. Az AXL siRNS kezelések 

eredményességét Western blottal ellenıriztük (C) A diagramokon az átlag és szórások fel 

vannak tüntetve, *=p<0.0001, Dunnett-féle Többszörös Összehasonlítás Teszt.  
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5.1.5. Az MPCD84111 és az SKI606 gátolja a tripla negatív 

sejtvonalak migrációs jeltovábbítási útvonalait 

 

Az elızı részben ismertetett eredmények arra utalnak, hogy az MPCD84111 és az SKI606 

sejtmigráció gátló hatása annak köszönhetı, hogy az AXL mellett más migrációs kinázok 

aktivitását is gátolják. Hogy errıl még jobban megbizonyosodjunk, az éheztetett sejteket 1 

µM koncentrációjú SKI606, BMS777607 és MPCD84111 inhibitorokkal kezeltük 1,5 és 48 

óráig, majd Western blottal ellenıriztük a fıbb sejtmigrációs kinázok és a p130Cas 

állványfehérje aktivációs foszforilációs helyeit. 
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8. ábra. Az AXL tirozin kináz inhibitorok migrációs kinázokra gyakorolt hatása.  

Az MDA-MB-231 sejtvonalat 1,5 vagy 48 óráig kezeltük 1 µM MPCD84111-el, SKI606-al 

vagy BMS777607-el. A migrációs kinázok (Pyk2, FAK, Lyn, Src) és p130Cas állványfehérje 

foszforiláltságát Western blottal határoztuk meg 

 

Ahogy a 8-as, 9-es és 10-es ábra is mutatja, az MPCD84111 és az SKI606 hosszútávon 

gátolta a Lyn, a Pyk2, a FAK és a p130Cas foszforilációját mind a három sejtvonalban. A 

Hs578T sejtvonalban 1,5 órás SKI606 és MPCD84111 kezelés után a Lyn foszforilációja 

még nem változott szignifikánsan (10-es ábra). A vártaknak megfelelıen az SKI606 gátolta 

a Src Y416 foszforilációját, de az MPCD84111 inhibitor nem blokkolta ennek a kináznak 

az aktivitását. A BMS777607-al történt kezelés pedig nem módosította szignifikánsan a 

vizsgált migrációs kinázok foszforilációját, ez alól kivételt csak a c-Src képezett, amelynek 
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az aktivitása a Hs578T sejtvonalban 1,5 órás kezelés után lecsökkent, viszont 48 óra múlva 

helyreállt.  

 

9. ábra. Az AXL tirozin kináz inhibitorok migrációs kinázokra gyakorolt hatása a 

Hs578T sejtvonalon.  

A sejtkultúrákat 1.5 vagy 48 óráig kezeltük 1 µM MPCD84111-el, SKI606-al vagy 

BMS777607-tel. A migrációs kinázok (Pyk2, FAK, Lyn, Src) és p130Cas állványfehérje 

foszforilációját Western blottal határoztuk meg. 

 

Ezen eredmények összhangban vannak a korábban részletezettekkel és alátámasztják, hogy 

az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok sejtmigráció gátló hatása annak köszönhetı, 

hogy az AXL gátlása mellett a migrációs kinázok aktivitását is csökkentik. Továbbá 

egyértelmően bebizonyítottuk, hogy a tripla negatív sejtvonalak migráció gátlásában sokkal 

célravezetıbb lehet többszörös, az AXL-t és a migrációs kinázokat is gátló inhibitoroknak a 

használata. 
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10. ábra. Az AXL tirozin kináz inhibitorok migrációs kinázokra gyakorolt hatása a 

BT549 sejtvonalon.  

A sejteket 1.5 vagy 48 óráig kezeltük 1 µM MPCD84111-el, SKI606-al vagy BMS777607-

el. A migrációs kinázok (Pyk2, FAK, Lyn, Src) és p130Cas állványfehérje foszforilációját 

Western blottal határoztuk meg. 
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5.2. Az AXL tirozin kináz gátlásának hatásai AXL 

overexpresszált daganatos sejtvonalak receptor tirozin 

kináz foszforilációjára és expressziójára  

 

5.2.1. Az AXL tirozin kináz gátlása elıidézi a HER3 aktivációját 

és expresszióját 

 

A daganatterápiában egy új paradigmának számít a molekuláris célpontok elleni célzott, 

személyre szabott terápia. Ez a terápia a daganatsejtek növekedéséért, túléléséért, 

migrációjáért felelıs jelátviteli molekulák célzott gátlásán alapszik. Azonban ennek az új 

daganatkezelési módszernek a sikerességét árnyalja a szerrel szembeni rezisztencia 

kialakulása. Éppen ezért szükségszerővé vált a rezisztencia okainak az ismerete ahhoz, 

hogy sikeresebben gátoljuk annak kialakulását. 

Korábbi irodalmi adatokból ismert, hogy az AXL tirozin kináz hozzájárul a célzott hatású 

molekulákkal szembeni rezisztenciához [108, 109, 113, 125]. 

Mivel ezidáig nem tanulmányozták ezt a kérdést, célul tőztők ki, hogy ellenırizzük az AXL 

gátlás hatásait a többi receptor tirozin kináz expressziójára illetve aktivációjára. 

Ahhoz, hogy ezt megvalósítsuk, a korábbiakban ismertetett BMS777607 inhibitor AXL 

foszforiláció gátló képességét elıször NIH/3T3-AXL fibroblaszt sejteken vizsgáltuk ELISA 

segítségével (11 A ábra). Az NIH/3T3-AXL sejtvonal AXL cDNS transzfekció 

következtében nagy mennyiségben expresszálja az AXL fehérjét.  

A további kísérleteinkhez viszontaz AXL-t fiziológiásan expresszáló sejtvonalakat 

használtunk. A kiválasztott sejtvonalak közül az MDA-MB-231 volt a legfontosabb, mivel 

ennek a sejtvonalnak az agresszív képessége függ az AXL fehérje expressziójától [84, 98, 

129].  

Ahhoz, hogy megvizsgáljuk az AXL receptor tirozin kináz hatását a többi receptor tirozin 

kináz foszforilációjára, vagy siRNS-el csendesítettük az AXL fehérjét, vagy BMS777607 
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AXL inhibitorral gátoltuk az AXL kináz aktivitását. Ezek után receptor tirozin kináz array-

vel mértük meg a receptor tirozin kinázok foszforilációját (11 B ábra). 

 

11. ábra. Az AXL tirozin kináz gátlása következtében a HER3 foszforilálódik 

A BMS777607 AXL tirozin kináz foszforiláció gátló IC50 értékét NIH/3T3-AXL sejtvonalon 

határoztuk meg, ELISA segítségével (A). Az MDA-MB-231-es sejteket 24 óráig BMS777607 

inhibitorral vagy AXL siRNS-el kezeltük, majd Foszfo- RTK Array kit segítségével 

ellenıriztük az AXL gátlás hatását a többi receptor tirozin kináz foszforilációjára (B).  

 

24 órás, 1 µM BMS777607 inhibitorral való kezelés következtében a kontroll membránhoz 

viszonyítva a vizsgált 42 receptor tirozin kináz közül az AXL és a Met aktivitása 

szignifikánsan lecsökkent, míg a HER3 foszforilációja erısödött (11 B ábra). Ezzel 

szemben a EGFR kináz család többi tagjának (EGFR, HER2 és HER4) a foszforilációja 

nem változott. Az AXL siRNS kezelés hatására az InsR, IGF-1R és ismét a HER3 

foszforilációjának a szintje erısödött fel (11 B ábra). Az AXL gátlás utáni InsR és IGF-1R 

foszforilációjának a megerısödését Western blottos kísérletekkel nem sikerült 

alátámasztanunk. Az AXL kinázgátlás pozitív hatását a HER3 foszforilációra más 

módszerrel is ellenırizni akartuk. Ezért az MDA-MB-231-es sejteket szérumos és 

szérummentes körülmények között AXL siRNS-el és BMS777607-el kezeltük, majd 

Western blottal megvizsgáltuk a HER3 foszforilációját. A szérumos (10% (v/v) FBS) és 

szérummentes (0% (v/v) FBS) körülményektıl függetlenül a kontrollhoz képest az AXL 

siRNS-el kezelt sejtekben a HER3 Y1289 foszforilációja megerısödött (12 A ábra). 
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Hasonlóan az AXL siRNS kezeléshez, az 1 µM és 10 µM BMS777607 inhibitorral való 24 

órás inkubáció után is látható volt a HER3 foszfo-Y1289 indukciója az MDA-MB-231 

sejtekben (12 A ábra). Az anti-HER3 antitesttel végzett immunoprecipitációs kísérleteket 

siRNS-el transzfektált MDA-MB-231 sejtek lizátumából végeztük, míg a HER3 tirozin 

foszforilációját a Max Planck Intézet foszfo-Tyr antitestével detektáltuk. A HER3 

aktivációjáért felelıs tirozin oldallánc foszforilációját (HER3 foszfo-Y1289) Western 

blottal validáltuk. Mivel az AXL-hez kötıdı egyik fontos jelátviteli molekula, a PI3K 

fıképpen ehhez a tirozin oldallánchoz kötıdik [130], ezért a kísérleteinkhez ezt az antitestet 

használtuk. Az immunoprecipitációs vizsgálatok megerısítették a fentiekben ismertetett 

kísérletek eredményeit, mivel az AXL géncsendesítés következtében a HER3 

foszforilációja szignifikánsan megerısödött (12 B ábra). 
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12. ábra. Az AXL tirozin kináz gátlása következtében indukálódott foszfo HER3 

validálása  

Az MDA-MB-231-es sejteket AXL siRNS-el vagy 1 és 10 µM BMS777607-el kezeltük, majd 

Western blottal validáltuk a HER3 foszforilációját (A). Az AXL siRNS-el kezelt MDA-MB-

231 sejtek foszfo-HER3 tartalmát HER3 specifikus (Millipore, # 05—390) és foszfo-Y1289 

HER3 antitesttel tettük láthatóvá (B). A c-Met hatását a HER3 foszforilációjára Met 

specifikus siRNS-el és 10 µM BMS777607-el ellenıriztük (C).  
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Mivel a BMS777607 inhibitor elsısorban Met kináz inhibitorként közismert, ezért 

fontosnak tartottuk, hogy megvizsgáljuk a Met fehérje hatását a HER3 foszforilációjára. E 

célból az MDA-MB-231 sejteket magában Met specifikus siRNS-el vagy 10 µM 

BMS777607-el kombinációban kezeltük (12 C ábra). A Met siRNS-el vagy a BMS777607 

inhibitorral kombinációban kezelt sejtekben a Met fehérjének a hiánya nem okozott 

változást a HER3 foszforilációjában, míg a 10 µM BMS777607-el kezelt sejtekben a HER3 

foszforilációja megnövekedett (12 C ábra). Ez az eredmény arra enged következtetni, hogy 

a Met fehérje nem befolyásolja a HER3 foszforilációját.  

 

5.2.2. A HER3 foszforilációjának az erısödése az alacsony AKT 

foszfo -S473 mennyiséggel korrelál 

 

Kíváncsiak voltunk arra, hogy az elızı részben ismertetett HER3 feedback mechanizmus 

jellemzı-e minden AXL overexpresszióval rendelkezı daganatos sejtvonalra. Hogy errıl 

megbizonyosodjunk, elsı körben kiválasztottuk két olyan petefészek (OVCAR8, SCOV-3) 

és két emlı (MDA-MB-231, Hs578T) sejtvonalat amelyek AXL overexpresszióval 

rendelkeznek.  Ahhoz, hogy az AXL aktivitását legátoljuk, a sejteket 10 µM BMS777607-

tel (13 A ábra) vagy siRNS-sel (13 B ábra) kezeltük, majd Western blottal ellenıriztük a 

HER3 foszforiláltságát. Az MDA-MB-231 és OVCAR8 sejtekben mindkét kezelési mód 

következtében foszforilálódott a HER3, viszont a Hs578T és SCOV-3 sejtekben a HER3 

foszforilációja nem volt látható (13 ábra). Ezen eredmények alapján, arra következtetünk, 

hogy az AXL expressziója nem feltétlenül prediktálja HER3 feedback mechanizmust.  
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13. ábra. Az AXL overexpresszióval rendelkezı sejtvonalaknak, az AXL gátlásra adott 

válasza különbözı  

Az MDA-MB-231, Hs578T, OVCAR8 és SKOV-3 sejteket 10 µM BMS777607-el (A) vagy 

AXL siRNS-el (B) kezeltük, majd Western blottos kísérletekkel ellenıriztük a HER3 kináz 

foszfo-Y1289 foszforilációját. 

 

Hogy tovább jellemezzük a HER3 aktiváció mechanizmusának az okait, 20 különbözı 

szöveti eredető (glioma, emlı, petefészek, méhnyakrák, tüdı és hasnyálmirigy) sejtvonalat 

választottunk ki, amelyek overexpresszálták az AXL tirozin kináz receptort. Mivel az 

PI3K/AKT jeltovábbítási útvonalat befolyásolja az AXL tirozin kináz receptor [70], ezért 

AKT foszfo-S473 ELISA-val meghatároztuk a sejtvonalak AKT foszforilációs szintjét. A 

sejtvonalak AKT foszfo-S473 státuszát növekvı sorrendben mutatja 14-es ábra abszcissza 

(X) tengelye. Ezzel a kísérlettel párhuzamosan Western blottal is megvizsgáltuk az AXL 

siRNS-el és BMS777607 inhibitorral kezelt sejtvonalak HER3 aktivációját (14. ábra)  
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14. ábra. Az AXL overexpresszióval rendelkezı, különbözı eredető daganatos sejtvonalak 

HER3 foszforilációja alacsony AKT foszfo-S473 szinttel korrelál. 

A sejtvonalak AKT foszfo-S473 szintjét ELISA-val, míg foszfo-HER3 indukcióját az AXL 

specifikus siRNS-el való csendesítést vagy a 10 µM BMS777607 kezelést követıen Western 

blottal határoztuk meg. Piros háromszög jelöli azokat a sejtvonalakat, amelyek az AXL 

gátlása következtében indukálták a HER3-at, a kék háromszög pedig azokat a sejtvonalakat 

jelöli, amelyekben a kezelés hatására nem foszforilálódott a HER3. 

 

Ezek az eredmények azt mutatják, hogy létezik egy pozitív korreláció az alacsony AKT 

foszfo-S473 szint és az AXL gátlás hatására bekövetkezı HER3 aktiváció között. Ezt a 

feltételezést támasztja alá az a tény, hogy az alacsony AKT foszfo-S473 szinttel rendelkezı 

10 sejtvonal közül hét, míg a magas AKT foszfo-S473 szinttel rendelkezı sejtvonalak 

közül két sejtvonal aktiválta az AXL gátlása után a HER3 receptort. Következtetésképpen 

elmondhatjuk, hogy az AXL overeexpresszió és az alacsony AKT foszfo-S473 szint 

prediktálja a HER3 feedback mechanizmust. 
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5.2.3. Az AXL tirozin kináz receptor gátlása aktiválja a HER3 

transzkripcióját 

 

A következı lépésben szerettük volna tisztázni, hogy a HER3 foszforilációja függ-e a 

HER3 traszkripciójától. Ahhoz, hogy ellenırizzük a HER3 transzkripció szintjét, az MDA-

MB-231 sejteket 10 µM koncentrációjú BMS777607-el kezeltük. A kezelt sejteket 

különbözı idıpontokban lizáltuk, majd kvantitatív PCR-el megmértük a HER3 mRNS 

szintjüket. A kontrollhoz képest az elsı szignifikáns, 3,9-szeres HER3 mRNS indukció már 

16 órás kezelés után megfigyelhetı volt (15 A ábra). A maximális, 5,9-szeres HER3 mRNS 

növekedést 48 óráig kezelt sejtek lizátumában mértünk (15 A ábra).  
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15. ábra. Az AXL tirozin kináz gátlása aktiválja a HER3 trasnszkripcióját és a HER3 

foszforilációja a NRG1 csökkenésével korrelál. 

Az MDA-MB-231 sejtek 1-48 óráig 10 µM BMS777607-el voltak kezelve. Az így kapott 

lizátumokból kvantitatív real time PCR-el határoztuk meg a HER3 (A) és a NRG1 (elsı 

primer pár-B ábra, második primer pár-C ábra) mRNS szintjét. Az 1-48 óráig 10 µM 

BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtek felülúszó médiumából az NRG1 fehérje 

mennyiségét NRG1 ELISA-val határoztuk meg (D) 

 

Irodalmi adatokból ismert, hogy emlıdaganatos sejtek gyakran ErbB receptorokat aktiváló 

neuregulin ligandokat termelnek [131], ezért a BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtek 

lizátumában PCR-el és ELISA-val ellenıriztük az NRG1 mennyiségét mRNS és fehérje 

szinten. Az NCBI adatbázisa alapján jelenleg 17 különbözı humán NRG1 izoforma ismert. 

Mivel a NRG1 a sejtekben különbözı izoformákban van jelen, ezért két különbözı primer 

párt használtunk a kvantitatív PCR-hez. Az elsı primer pár a #2 és a #14 izoforma 

kivételével, míg a második primer pár a #2, #15 és #17 izoforma kivételével az összes 
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ismert humán NRG1 mRNS-hez képes volt kötıdni. Ezzel a két primer párral tehát a #2 

izoformát kivéve lefedtük az összes számon tartott NRG1 izoformát. 

Az MDA-MB-231 sejtekben az NRG1 mRNS expressziója dektektálható volt, de az 

indukció mértéke 1,2-szeres és 1,5-szörös értékek között mozgott (15 B, C). Mivel ezek az 

értékek nagyon alacsonyak voltak, kizártuk annak a lehetıségét, hogy az NRG1 mRNS 

indukciója lenne felelıs a HER3 aktivációjáért. Érdekes módon a BMS777607 inhibitorral 

kezelt MDA-MB-231 sejtek felülúszó médiumában a kontroll sejtekhez viszonyítva 

szignifikánsan csökkent az NRG1 fehérje mennyisége (15 D). 

 

16. ábra. A HER3 foszforilációja független a HER3 fehérje expressziójától.  

1 órától 48 óráig 10 µM BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtvonalban a foszfo-HER3, 

foszfo-AKT és totál HER3 idıbeni változásait Western blottal ellenıriztük. 
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Ahhoz, hogy ellenırizzük, van-e kapcsolat a NRG1 ligand csökkenése és a HER3 

aktivációja között, az MDA-MB-231-es sejteket különbözı idıpontokban kezeltük 10 µM 

BMS777607-el, majd Western blottal megvizsgáltuk a HER3 Y1289 foszforiláltságát (16 

ábra). A fentiekben leírt eredményekhez hasonlóan a BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 

sejtekben már 6 óra inkubáció után aktiválódik a HER3 receptor és ez aktiváció szorosan 

összefügg a felülúszó médium NRG1 ligand koncentrációjának csökkenésével (15 D ábra). 

Ezzel szemben a HER3 expressziója a kontroll sejtekhez viszonyítva csak 16 órás kezelés 

után emelkedett meg szignifikánsan. Ebbıl az eredménybıl arra következtetünk, hogy a 

HER3 foszforilációja független a HER3 fehérje expressziójától. A legerısebb foszfo-HER3 

jelet a 24 óráig kezelt sejtek lizátumában detektáltuk (16 ábra). Habár irodalmi adatok arra 

utalnak, hogy a HER3 aktivációja stimulálja az AKT aktivációját is, a mi kísérleteinkben a 

HER3 aktivációja nem okozott semmilyen változást az AKT S473 foszforilációjában, még 

48 óra BMS777607 kezelés után sem. Ugyanakkor az AKT inhibiciója indukálta a HER3 

fehérjének az expresszióját, ami egyezést mutat a korábban publikált mechanizmussal [132, 

133]. 

 

5.2.4. Az MPCD84111 gátolja a HER3 feedback mechanizmusát 

 

Mivel a BMS777607 által indukált HER3 aktivációt számos kísérlettel bizonyítottuk, 

kíváncsiak voltuk arra, hogy jellemzı-e ez a jelenség a többi AXL inhibitorra is 

Elıször a korábban már vizsgált MPCD84111, a jól ismert AXL inhibitor R428 [97] és a 

BMS777607 AXL foszforilációjára gyakorolt hatását AXL ELISA segítségével NIH/3T3-

AXL sejtvonalban validáltuk. Ahogy a 17 A ábra is mutatja, mindhárom inhibitor 

nanomoláris koncentrációban gátolta a AXL foszforilációját. 

 

DOI:10.14753/SE.2015.1762



63 

 

 

17. ábra. Hasonló hatékonyságú AXL inhibitorok hasonló mértékben növelik HER3 

szintjét, de különbözıképp a foszforiláltságát. 

Az AXL inhibitorok AXL foszforiláció gátlását NIH/3T3-AXL sejtvonalon ELISA-val 

határoztuk meg (A). A 10 µM BMS777607-el, R428-al és MPCD84111-el kezelt sejtek 

foszfo-HER3 és teljes HER3 szintjét Western blottal vizsgáltuk meg (B). A diagramok a 

Western blot sávok erısségét ábrázolják. 

 

A következı lépésben megvizsgáltuk, hogy ezen AXL inhibitorok milyen hatással vannak a 

HER3 foszforilációjára. A vártnak megfelelıen a BMS777607-el történt kezelés hatására a 

HER3 foszforilálodott (17 B ábra). Hasonló indukciót váltott ki az R428 inhibitor is, míg az 

MPCD84111 csak kis mértékben gátolta a HER3 foszforilációját (17 B ábra). Ugyanakkor 

a HER3 transzkripcióját mind a három inhibitor elıidézte, mivel a HER3 fehérje 

mennyisége minden mintában megnövekedett (17 B ábra). 
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18. ábra Az MPCD84111 gátolja a HER3 foszforilációját  

Az 1 µM BMS777607-el vagy 1 µM MPCD84111-el különbözı idıpontban kezelt MDA-

MB-231 sejtek HER3 foszforilációját illetve a HER3 fehérjének az expresszióját Western 

blottal ellenıriztük. 

Hogy alátámasszuk ezt az eredményt, az MDA-MB-231 sejteket különbözı idıpontokban 

kezeltük 1 µM BMS777607 vagy MPCD84111 inhibitorral, majd Western blottal 

ellenıriztük a HER3 fehérje foszforilációjat és mennyiségi változásait. A fentiekben leírt 

eredményekkel összhangban a 48 óráig MPCD84111-el kezelt MDA-MB-231 sejtekben a 

HER3 nem aktiválódott, viszont a BMS777607-el kezelt sejtekhez hasonlóan a HER3 

fehérje mennyisége megnıtt (18 ábra). Irodalmi adatokból ismert, hogy az AKT inhibíciója 

hatással van a FoxO család tagjainak expressziójára [134], ezért valószínőleg a 

BMS777607 és MPCD84111 inhibitorok AKT gátlása következtében transzlokálodó FoxO 

fehérjék felelısek a HER3 fehérje megnövekedett transzkripciójáért. 

 

5.2.5. Az MPCD84111 inhibitor gátolja a HER3 lehetséges 

dimerizációs partnerét, a HER2 receptort 

 

Szerettük volna megérteni, hogy az MPCD84111 a BMS777607 inhibitorral ellentétben 

miért képes a HER3 indukcióját gátolni. 
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Ismert, hogy a HER3 receptor csak más epidermális növekedési faktor receptorokkal, 

elsısorban az ErbB2-vel (HER2) vagy az ErbB1-el (EGFR) heterodimert alkotva képes 

aktiválodni [135].  

Mivel a korábbi enzimaktivitás mérésben nem vizsgáltuk az MPCD84111 hatását a HER2 

receptor aktivitására, ezért egy fluoreszcencia alapú polarizációs assay-vel egészítettük ki 

az MPCD84111 kinázgátlás profilját. Az eredmények alátámasztották a korábbi részben 

ismertetett MPCD84111 célpont arzenálját, továbbá rámutattak az inhibitor HER2 receptor 

gátlási képességére is (Függelék 2-es ábra). Schroeder és munkatárrai 2009-es [126] 

publikációjából tudtuk, hogy a BMS777607 nem gátolja a HER2 receptort, ebbıl az 

adatból kiindulva, arra a következtetésre jutottunk, hogy az MPCD84111 inhibitor 

valószínőleg a HER2 receptor gátlása révén akadályozza meg a HER3 receptor 

aktiválódását. 

A fentiekben ismertetett eredményeket, a HER2 receptort expresszáló MCF7 sejtvonalon 

végzett kísérletek is alátámasztották, ugyanis ellentétben a BMS777607 inhibitorral, az 

MPCD84111 inhibitor gátolta a HER2 foszforilációját (19 A ábra). 

 

5.2.6. A HER3 még a tripla negatív emlıdaganatos 

sejtvonalakban is a HER2-vel dimerizálódik 

 

Mivel a HER3 receptor csak heterodimer szerkezetben tud aktiválódni, ezért célul tőztők ki, 

hogy megkeressük a dimerizációs partnerét. 

Korábbi irodalmi adatokból tudtuk, hogy a HER3 elsıdlegesen a HER2 receptorral 

dimerizálódik, ezért annak ellenére, hogy az MDA-MB-231 tripla negatív emlıdaganat 

sejtvonal csak csekély mértékben expresszálja a HER2 receptort, azt feltételeztük, hogy 

ebben a sejtvonalban is a HER2-vel dimerizálodik a HER3.  

Hogy hipotézisünket bebizonyítsuk, az MDA-MB-231 sejteket BMS777607 inhibitorral 

elıinkubáltuk, majd Batimastat-al (BB-94, mátrix metalloproteináz gátló), Erbitux-al (anti-

EGFR monoklonális ellenanyag), Herceptinnel (az FDA által jóváhagyott HER2 blokkoló 

monoklonális antitest), vagy Lapatinibbel (kismolekulás EGFR/HER2 tirozin kináz gátló) 
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kezeltük (19 B ábra). Az Erbitux kezelést kivéve mindegyik kombinációs kezelés gátolta a 

HER3 aktivációját (19 B ábra). 

 

19. ábra. Tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalban a foszfo-HER2 gátlása 

megakadályozza a HER3 foszforilációját. 

Az MPCD84111 HER2 gátlását HER2-t expresszáló MCF7 sejtvonalban validáltuk. A 

sejteket különbözı koncentrációjú MPCD84111-el vagy BMS777607-el 1 óráig inkubáltuk. 

A HER2 foszforilációját Western blottal ellenıriztük (A). Az MDA-MB-231 sejteket 10 µM 

BMS777607-el vagy DMSO-val 24 óráig elıinkubáltuk, majd 5 µM Batimastattal (BB-94), 

10 µg/ml Erbituxal, 10 µg/ml Hereceptinnel vagy 5 µM Lapatinibbel további 2 óráig 

kezeltük. A HER3, AKT és ERK ½ foszforilációját és a HER3 fehérje expressziós szintjét 

Western blottal mutattuk ki (B). 

 

A Herceptinnel és a Lapaninibbel kezelt sejtek lizátumaiból kapott eredmények arra utaltak, 

hogy MDA-MB-231 sejtekben a HER2 fontos szerepet játszik az HER3 aktivációjában (19 

B ábra). 
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Irodalmi adatokból ismert, hogy az EGFR család tagjainak a ligandjai csak azután kerülnek 

ki a sejtfelszínre miután a metalloproteinázzok proteolitikusan hasították ıket [136]. A BB-

94 inhibitor gátolja az ADAM család metalloproteinázait, ezáltal megakadályozva az 

EGFR ligandok proteolitikus hasítását [137, 138]. Ahogy a 19 B ábra is mutatja, a BB-94 

inhibitor gátolta a foszfo-HER3-at, ami alátámasztja korábbi feltételezésünket, hogy a 

HER3 extracelluláris mechanizmus révén aktiválódik. 

A Lapatinib EGFR/HER2 kettıs gátlóként közismert, ezért szerettük volna megvizsgálni, 

hogy az EGFR vagy a HER2 receptor gátlása révén gátolja-e a foszfo-HER3-at. Éppen 

ezért specifikus EGFR, HER2, HER3 illetve EGFR/HER2 kombinációs siRNS 

kezelésekkel csendesítettük a célfehérjéket, majd 48 óra inkubációt követıen a sejteket 

további 24 óráig DMSO-val vagy 10 µM BMS777607-el kezeltük. 
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20. ábra. Az EGFR és HER2 fehérjék kombinációs géncsendesítése teljesen legátolja a 

HER3 foszforilációját. 

MDA-MB-231-es sejteket EGFR, HER2, HER3, EGFR/HER2 és kontroll siRNS-ekkel 

kezeltük, majd 48 óra elteltével további 24 órát 10 µM BMS777607-el inkubáltuk. Az siRNS 

kezelés validálását és a HER3 foszforilációját Western blottal (A), míg a fehérje sávok 

erısségét denzitometriás analízissel ellenıriztük. A 10 µM BMS777607-el vagy 10 µM 

BMS777607-e kezelt és 50 ng/ml NRG1-el indukált MDA-MB-231 sejtek foszfo-HER2 

tartalmát HER2 specifikus Millipore (# 06-562 -C ábra) vagy Max Planck Intézetben 

elıállított HER2 specifikus (13D1B1 -D ábra) antitestekkel való immunoprecipitációval 
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határoztuk meg. A C és D ábrákon a HER2 antitestekkel immunoprecipitált minták foszfo-

tirozin és totál HER2 szintje látható.  

 

Meglepı módon a HER3 foszforilációját leghatékonyabban a HER3 siRNS csendesítésen 

kívül az EGFR/HER2 kombinációs siRNS csendesítés gátolta (20 A, B ábra). Hasonlóan a 

Herceptin kezeléshez, a HER2 siRNS csendesítést követıen is körülbelül 22%-os volt a 

HER3 foszforiláltsága (20 A, B ábra). 

Hogy tisztázzuk a HER2 foszforilációját a tripla negatív MDA-MB-231 sejtvonalban, az 

MDA-MB-231 sejteket 24 óráig 10 µM-os BMS777607 inhibitorral kezeltük, majd 50 

ng/ml NGR1 liganddal tovább erısítettük a HER3 foszforilációját. Az így kezelt sejtek 

lizátumából 2 mg fehérjét tartalmazó mintát a Max Planck Intézetben elıállított HER2 

(clone 13D1B1) vagy a Millipore (Millipore #06-562) anti-HER2 ellenanyaggal 

immunoprecipitáltunk.  

Az, hogy a nagy mennyiségő fehérjét tartalmazó mintából is csak csekély mértékben tudtuk 

kimutatni a HER2 foszforilációját, azt bizonyítja, hogy a HER3 aktivációjához 

elengedhetetlen a HER2 receptor jelenléte (20 C, D ábra) 

 

5.2.7. NRG1 helyreállítja a sejtek viabilitását és az AKT 

foszforilációját  

 

Annak ellenére, hogy a BMS777607 által indukált HER3 foszforilációja és expressziója 

nem állította helyre a BMS777607 által legátolt AKT S473 foszforilációját, a korábbiakban 

bemutatott eredmények alapján arra következtetünk, hogy az MDA-MB-231 sejtekben az 

AXL gátlás következményeként aktiválódott a HER3. Feltételeztük, hogy a HER3 a sejtek 

proliferációs és túlélési jelútvonalainak a fenntartásához szükséges, ezáltal csökkentve az 

AXL inhibitorok hatását. Hogy ezt a feltételezésünket bebizonyítsuk, az MDA-MB-231 

sejteket szérummentes körülmények között 72 óráig BMS777607-el kezeltük, majd 15 

percig 50 ng/ml NRG1-el stimuláltuk. Az ebbıl a kísérletbıl kapott eredmény 

alátámasztotta hipotézisünket, miszerint a HER3 foszforilációja fontos szerepet tölt be a 
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sejtek viabilitásában, ugyanis a NRG1-el kezelt sejtek kompenzálták a 0,1 µM és 1 µM 

BMS777607 által legátolt sejtviabilitást (21 A ábra). Ezen eredmény alapján arra a 

következtetésre jutottunk, hogy kombinált AXL és HER2/HER3 kezelés szükséges ahhoz, 

hogy az AXL kináz gátlás következtében indukált HER3 expressziót és foszforilációt 

megakadályozzuk. 

 

21. ábra. A NRG1 visszállitja a BMS777607-el kezelt sejtek viabilitását, míg az 

MPCD84111 gátolja az MDA-MB-231 és OVCAR8 szferoidok viabilitását.  

Az MDA-MB-231 sejteket különbözı koncentrációjú BMS777607-el vagy BMS777607 és 50 

g/ml NRG1 kombinációjával kezeltük (A). Az MDA-MB-231 és OVCAR8 3D 

sejtszferoidokat 1 µM BMS777607-el vagy 1 µM MPCD84111-el kezeltük. A sejtek 

viabilitását 72 órás inkubációt követıen CellTiter Glo assay-vel mértük meg (B). 

Szignifikánsnak a *=p<0,005, **=p<0,01 és ***=p<0,001 különbségeket tekintettük 

(Mann Whitney teszt, n.s. = nem szignifikáns). 

 

Mivel az egyrétegő sejtkultúra nem modellezi megfelelıen az daganat in vivo biológiai 

körülményeit, ezért a sejtviabilitás további tanulmányozásához 3D szferoid kultúrát 

használtunk. 
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Ahhoz, hogy további bizonyítékokkal alátámasszuk a hipotézisünket, az MDA-MB-231 

sejtvonal mellé még egy AXL overexpresszióval rendelkezı petefészek eredető sejtvonalat 

is választottunk, az OVCAR8-at. Elıször megvizsgáltuk az MPCD84111 és a BMS777607 

hatását a sejtek viabilitására. A vártnak megfelelıen, a kontroll szferoidokhoz viszonyítva 

az MPCD84111-el kezelt MDA-MB-231 sejtek szferoidjainak viabilitás aránya 37%, míg 

az OVCAR8 sejteké 42% volt (21 B ábra). Ezzel szemben a kontroll szferoidokhoz 

viszonyítva a BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtek szferoidjainak viabilitás aránya 

97%, míg az OVCAR8 sejteké 92% volt (21 B ábra). Ahhoz, hogy teljesen legátoljuk a 

sejtek HER3 foszforilációját, a sejteket 24 óráig 1 µM BMS777607-el vagy 5 µM 

Lapatinibbel kombinálva kezeltük. Az 1 µM BMS777607 következtében az MDA-MB-231 

sejtekben a DMSO kontroll sejtekhez képest szignifikánsan megnövekedett a HER3 fehérje 

expressziója és foszforilációja, míg az AKT foszfo-S473 mennyisége 24%-al lecsökkent 

(22 A, C ábra). Az AKT foszfo-S473 szintjét a NRG1-el való stimuláció visszaállította a 

DMSO kontroll sejtekben mért szintre (22 A, C ábra). Az  1 µM BMS777607-el és 5 µM 

Lapatinibbel való kombinációs kezelések az 1 µM BMS777607-el kezelt sejtekhez képest a 

HER3 és AKT foszforilációját 0,9%-al illetve 6,1%-al csökkentették csak le (22 A, C ábra). 

Az MDA-MB-231-es sejtekben az 1 µM BMS777607-el és DMSO-val kezelt kontroll 

sejtekhez képest a NRG1 liganddal való stimuláció erıteljesen indukálta a HER3 

foszforilációját (22 A, C ábra). Az MDA-MB-231 sejtekben az alacsony expressziós szint 

miatt a HER2 foszforilációja nem volt detektálható (22 A, C ábra).  
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22. ábra. BMS777607 és Lapatinib egymást erısítve gátolja az MDA-MB-231 és 

OVCAR8 sejtek viabilitását 

Az MDA-MB-231 (A) és az OVCAR8 (B) sejteket 24 óráig 1 µM BMS777607 vagy 1 µM 

BMS777607 és 5 µM Lapatinib kombinációjával kezeltük, majd 15 percig 50 ng/ml NRG1-

el stimuláltuk. A fehérjék foszforilációját specifikus antitestekkel, míg a fehérjesávok 

erısségét denzitometriás analízissel ellenıriztük (C). 
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Az OVCAR8 sejtekben az 1 µM BMS777607-el való kezelés hasonló módon indukálta a 

HER3 fehérje expresszióját és foszforilációját mint az MDA-MB-231 sejtvonalban (22 B, 

C ábra). Viszont ebben a sejtvonalban a kontroll sejtekhez képest a BMS777607 által 

indukált HER3 foszforiláció 1,4-szeresen restaurálta a foszfo-AKT szignált (22 B, C ábra). 

Az 50 ng/ml NRG1-el való stimuláció 10-szeres illetve 17,8-szoros HER3 foszfo-Y1289 

jelerısödést okozott a DMSO kontroll illetve az 1 µM BMS777607-el kezelt OVCAR8 

sejtekben (22 B, C ábra). A BMS777607 és a Lapatinib kombinációs kezelések 

megakadályozták a HER3 és az AKT foszforilációját, és ezt a gátlást a NRG1-el való 

stimulációs kezelések sem oldották fel (22 B, C ábra). A HER2 foszforilációja azonos volt 

a HER3 foszforilációs mintázatával, megerısítve a HER2 fontosságát a HER3 

aktivációjában (22 B, C ábra). 

A fentiekben tárgyalt eredmények azt mutatják, hogy az OVCAR8 illetve az MDA-MB-

231 sejtvonalakban a BMS777607 által indukált foszfo-HER3 restaurálja, illetve 

stabilizálja az AKT foszforiláltságát, míg a kombinációs kezelések hatékonyan gátolják a 

foszfo-HER3-at és az foszfo-AKT-ot mindkét sejtvonalban 

 

5.2.8. Az AXL receptor tirozin kináz foszforilációjának a gátlása 

érzékennyé teszi a sejteket a Lapatinib kezelésre 

 

A következı lépésben további kombinációs kísérleteket végeztünk az MDA-MB-231 és az 

OVCAR8 sejtszferoidokon. Ezekhez a vizsgálatokhoz az MDA-MB-231 szferoidokat 

szérummentes körülmények között 1 µM BMS777607-el és 5 µM Lapatinibbel kezeltük. 

Az inhibitor kombinációkkal kezelt sejtek viabilitása a kontrollhoz és csak az egyik 

inhibitorral kezelt sejtekhez képest, 50%-al csökkent (23 A ábra). Az OVCAR8 szferoidok 

viabilitását a kombinációs és az 5 µM Lapatinib-es kezelések szignifikánsan csökkentették 

(23 A ábra). 
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23. ábra. BMS777607 és Lapatinib az MDA-MB-231 sejtszferoidok viabilitását egymást 

erısítve míg az OVCAR8 sejtszferoidok viabilitását additíven gátolják  

Az MDA-MB-231 (A) és OVCAR8 (B) 3D sejtszferoidokat 1 µM BMS777607-el, 5 µM 

Lapatinibbel vagy 1 µM BMS777607 és 5 µM Lapatinib kombinációjávall kezeltük. A sejtek 

viabilitását 72 órás inkubációt követıen CellTiter Glo assay-vel mértük le. Szignifikánsnak 

a *=p<0,005, **=p<0,01 és ***=p<0,001 különbségeket tekintettük (Kruskal-Wallis teszt, 

n.s. = nem szignifikáns). 

 

Mivel az OVCAR8 sejtekben a HER2 expressziója sokkal magasabb, mint az MDA-MB-

231 sejtekben, ezért az OVCAR8 szferoidok sokkal érzékenyebben reagálnak a Lapatinib 

kezelésre, mint az MDA-MB-231 szferoidok (23 B és 24 B ábra). Szérumos körülmények 

között a kombinációs kezelések hatása hasonló, de kevésbé befolyásolja az MDA-MB-231 

szferoidok viabilitát (25 A ábra).  
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24. ábra. Az MDA-MB-231 szferoidok  

Az MDA-MB-231 sejtszferoidok 72 óráig 1 µM BMS777607-el vagy 5 µM Lapatinib-el 

vagy a két inhibitor kombinációjával voltak kezelve. A skála oszlop 100 µm nagyságot jelez. 

 

Ezt az eredményt megerısítendı, HER3 és AXL siRNS-ekkel kombinációban illetve 

külön-külön géncsendésítést végeztünk. Ahogy a 25 B ábra mutatja, a kombinációs 

inhibitor kezelésekhez hasonlóan az AXL és a HER3 egyidejő géncsendesítése 

szignifikánsan (22%-al) csökkentette az MDA-MB-231 sejtek viabilitását. 
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25. ábra. A BMS777607 és Lapatinib kezelés egymást erısítve gátolja az MDA-MB-231-

es szferoidok viabilitását. 

Az MDA-MB-231-es sejtszferoidokat 1 µM BMS777607-el, 5 µM Lapatinibbel, vagy a két 

inhibitor kombinációjával kezeltük (A). Az MDA-MB-231 sejteket 48 óráig AXL és HER3 

specifikus siRNS-ekkel kezeltük, majd további 72 óráig sejtszferoidokat növesztettünk 

belılük (B). A sejtek viabilitását 72 órás inkubációt követıen CellTiter Glo assay-vel 

mértük meg. Szignifikánsnak a *=p<0,005, **=p<0,01 és ***=p<0,001 különbségeket 

tekintettük (Kruskal-Wallis teszt, n.s. = nem szignifikáns). Az átlag és a szórás ábrázolva 

van. 

 

Következtetésképpen elmondhatjuk, hogy a 3D Matrigel assay-ben az MDA-MB-231 és az 

OVCAR8 szferoidok viabilitását szignifikánsan befolyásolja a BMS777607 és Lapatinib 

kombinációs kezelés. Ezek az eredmények azt sugallják, hogy az AXL overexpresszióval 

rendelkezı daganatsejtek viabilitását hatékonyan csak akkor tudjuk csökkenteni, ha 

egyidejőleg gátoljuk az AXL és a HER2/HER3 heterodimer komplexet is.  
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6. Megbeszélés  
 

A daganatokban elıforduló génhibák vagy epigenetikai zavarok révén keletkezett mutáns 

és/vagy overexpresszált fehérjék célzott daganatterápiája a daganatgyógyítás egyik nagy 

mérföldkövének számít. Sikerességét jól érzékelteti az évrıl évre törzskönyvezett 

gyógyszermolekulák és az egyre növekvı vizsgált hatóanyagok száma. Az utóbbi évek 

kutatási eredményei alapján számos új, lehetséges célpontot azonosítottak, ezek egyike az 

AXL receptor tirozin kináz, mivel fontos szerepet tölt be a daganatsejtek túlélésében, 

migrációjában, de a daganatterápiás szerekkel szembeni másodlagos rezisztenciában is 

[123]. 

Doktori munkám során elsısorban a tripla negatív emlıdaganat viselkedése mögött 

megbúvó. jeltovábbítást szerettük volna jobban megérteni és feltérképezni. Éppen ezért a 

célkitőzésben megfogalmazott célokat fıképpen a tripla negatív emlıdaganatos 

sejtvonalakon vizsgáltuk meg. Habár már számos tanulmány kimutatta, hogy az AXL 

fehérje expressziójának gátlása csökkenti a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalak 

migrációját [98, 123, 139], az AXL foszforilációjának, azaz aktivitásának a szerepét a tripla 

negatív sejtvonalak migrációjában egyik tanulmány sem tisztázta. 

Éppen ezért a doktori munkám elsı fázisában elsısorban az AXL foszforilációjának a 

funkcióját vizsgáltuk meg a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalak migrációjában. A 

kísérleteinkhez egy c-Met és AXL szelektív (BMS777607) és két több célponton ható 

(SKI606 és MPCD84111) inhibitort használtunk. Emellett megvizsgáltuk a Lyn és a 

p130Cas fehérjék hatását is a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalak migrációjára és 

viabilitására. A kapott eredmények rámutattak arra, hogy a célzott AXL tirozinkináz gátlás 

nem elegendı ahhoz, hogy szignifikánsan csökkentsük a tripla negatív emlıdaganatos 

sejtvonalak migrációját. Hasonló következtetésre jutottak Tan és munkatársai (2014) is, 

miután nem-kissejtes tüdıdaganatos sejtvonalakon megvizsgálták az SKI606 migráció 

gátló hatását [140]. Az SKI606 migráció gátló hatása ugyanis független volt az AXL 

tirozinkináztól [140]. Ezzel szemben Zhang és munkatársai 2008-as publikációjában az 

SKI606 migráció gátló potenciálját az inhibitor AXL foszforilációjára gyakorolt hatásával 
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hozták összefüggésbe, ami ellenmondásos, mivel az inhibitor migráció gátló IC50 értékei 

sokkal magasabbak voltak az inhibitor AXL foszforiláció gátló IC50 értékeinél [123]. 

Hasonló ellentmondás figyelhetı meg Holland és munkatársai 2010-es tanulmányában is 

[97], ahol az R428 AXL inhibitor invázió gátló IC50 értéke (3000 nM) mintegy 200-szor 

volt magasabb az inhibitor AXL foszforiláció gátló IC50 értékénél (14 nM).  

Vouriluoto és munkatársai 2009-es publikációjukban kimutatták, hogy az inaktív 

kinázdoménnel rendelkezı AXL tirozinkináz fehérje nem befolyásolja az MDA-MB-231 

sejtvonal migrációját [139]. E tanulmány és saját eredményeink alapján arra a 

következtetésre jutottunk, hogy az AXL tirozinkináz receptornak lehet egy foszforiláció 

független funkciója is. Éppen ezért nem zárható ki annak a valószínősége, hogy az AXL 

fehérje adhéziós vagy állványfehérjeként fontos szerepet tölt be a daganatsejtek 

migrációjában, ahogyan arra az AXL siRNS kezelések migráció gátló hatásaiból 

következtetni lehet [98, 123]. 

Az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok célmolekula profilja arra utalt, hogy a két 

vegyület által közösen gátolt SRC kináz család tagjainak a gátlása az oka annak, hogy a 

fent említett két inhibitor sokkal jobban gátolja a sejtmigrációt, mint a leghatékonyabb 

AXL tirozin kináz gátló, a BMS777607. 

Mivel az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok által közösen legátolt SRC család tagjai 

közül a Lyn mind három sejtvonalban overexpresszált, ezért egy másik migrációs 

fehérjével (p130Cas) együtt megvizsgáltuk, hogy milyen szerepe van a tripla negatív 

sejtvonalak migrációjában és viabilitásában [128]. A Lyn kináz fıképpen a daganatsejtek 

migrációját és proliferációját irányítja, éppen ezért azokban a szolid és hemopoetikus 

tumorokban, amelyekben overexpresszált, az egyik legfontosabb célpontnak számit [128, 

141-146]. A p130Cas is fontos szerepet tölt be a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalak 

inváziójában és migrációjában [147]. A p130Cas állványfehérjeként a FAK, Lyn, Pyk2 és 

más jeltovábbításban szerepet játszó kinázokhoz kötıdik, ezáltal indukálva a sejtek 

migrációját [148].  

Kísérleteinkkel bebizonyítottuk a Lyn és a p130Cas szignifikáns hatását a tripla negatív 

sejtvonalak migrációjára. Továbbá sikerült kimutatni, hogy az SKI606 és az MPCD84111 

hasonlóképpen gátolja mind a három tanulmányozott tripla negatív sejtvonal fıbb 
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migrációs fehérjéinek az aktivitását(Pyk2 (Y580), FAK (Y576/577), p130Cas (Y410) és 

Lyn (Y507)), míg a BMS777607 nem befolyásolja ezen fehérjék foszforilációját. Ismert, 

hogy a c-Src fontos szerepet játszik a daganatos sejtvonalak migrációjában [149, 150]. 

Abból a megfigyelésbıl, hogy az MPCD84111 a c-Src gátlása nélkül gátolta az általunk 

tanulmányozott sejtvonalak migrációját, arra következtetünk, hogy a c-Src nem esszenciális 

e sejtvonalak migrációjában. Mivel az inhibitorok sejtéletképesség gátló IC50 értékei sokkal 

magasabbak voltak a migráció gátló IC50 értékeknél, kizárhatjuk, hogy a vizsgált 

sejtvonalakban az inhibitorok migráció gátlása összefüggésben lenne viabilitásgátló 

képességükkel. A fentiekben tárgyaltak alapján elmondhatjuk, hogy az SKI606 és 

MPCD84111 migráció gátlása független AXL aktivitásától, amielsısorban annak 

köszönhetı, hogy gátolják a Lyn és a p130Cas aktivitását. Érdemes ugyanakkor 

megjegyezni, hogy a Lyn és a p130Cas gátlása révén a sejtmigráció teljesen nem gátolható 

le. A fentiekben tárgyaltak alapján arra következtetünk, hogy a tripla negatív 

emlıdaganatos sejtvonalak terápiája két módon válhat sikeresebbé:vagytöbb célpontú 

inhibitorokalkalmazásával, amelyek egyéb kinázok mellett a Lyn és a p130Cas 

foszforilációját is blokkolják (például MPCD84111), vagy ha az AXL inhibitort migrációs 

kináz inhibitorokkal kombinációban alkalmazzuk. 

A célzott daganatterápia sikerességének legfıbb árnyoldala a célzott 

gyógyszermolekulákkal szemben fellépı rezisztencia. Éppen ezért kiemelten fontos a 

rezisztencia okainak felderítése. Doktori munkám második felében az AXL tirozinkináz 

gátlással szembeni kompenzációs mechanizmusok kialakulását tanulmányoztam, különös 

tekintettel a többi tirozinkináz aktivitásának a változásaira. 

Kísérleteink alapját egy olyan tripla negatív emlıdaganatos sejtvonal, az MDA-MB-231-es 

képezte, amely kiválóan modellezte ennek a daganattípusnak a heterogenitását és 

agresszivitását. Az eredményeink váratlan mechanizmusra világítottak rá, hiszen az 

találtuk, hogy még a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalban is, az AXL gátlás a HER3 

receptor aktiválódása révén kompenzálódik. Ez az eredmény alátámasztja az eddig 

ismerteket, hogy a tripla negatív emlıdaganat jeltovábbítása rendkívül komplex, nemcsak 

egy, hanem több jelút is meghatározza ennek a daganattípusnak az agresszívitását. Továbbá 
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ennek az eredmények az alapján nem zárható ki, hogy a HER3 meghatározó szerepet fog 

játszani a szelektíven AXL-t célzó tripla negatív daganatok terápiás válaszában.  

Ezt a következtetést támasztja alá három AXL receptor tirozin kináz inhibitorral végzett 

kísérletünk, ugyanis azt vettük észre, hogy a BMS777607 és az R428 elıidézi, míg az 

MPCD84111 nem indukálja a HER3 foszforilációját, viszont mindhárom inhibitor gátolja 

az AKT aktivitását. Ismert, hogy az AKT foszforilációjának gátlása következtében a FoxO 

család tagjai transzlokálódnak a sejtmagba, ahol többek között elindítják a HER3, InsR, 

IGFR fehérjéket kódoló gének transzkripcióját [132, 133]. Éppen ezért úgy gondoljuk, 

hogy az AXL inhibitorok az AKT gátlása révén felszabaduló FoxO fehérjék által indítják el 

a HER3 transzkripcióját, ami végül a HER3 fehérje mennyiségi növekedéséhez vezet. A 

BMS777607 és MPCD84111 AXL inhibitorokkal végzett kísérletekkel kimutattuk, hogy 

csak az MPCD84111 képes megakadályozni a HER3 foszforilációját, viszont hasonlóan a 

BMS777607 inhibitorhoz, az MPCD84111 kezelés is elıidézi a HER3 expresszióját. 

Hogy megértsük, hogy az MPCD84111-es miért gátolja a HER3 indukcióját kináz 

szelektivitás „profiling assay”-vel és a magas HER2 expresszióval rendelkezı MCF7 

sejtvonalon demonstráltuk, hogy az MPCD84111 inhibitor gátolja a HER3 elsıdleges 

dimerizációs partnerét, a HER2 aktivitását. 

Ismert, hogy a HER3 receptornak nincsen tirozin kináz aktivitása és csak heterodimer 

formában tud aktiválódni, elsıdlegesen a HER2 receptorhoz kapcsolódva [151, 152]. 

Ennek az információnak és annak az eredménynek a tudatában, hogy az MPCD84111 

célozza a HER2-t, elsısorban a HER2-re összpontosítottunk, hogy megvizsgáljuk, milyen 

szerepet tölt be a HER3 aktivációjában. Habár az MDA-MB-231 tripla negatív 

emlıdaganatos sejtvonalban az ösztrogén, progeszteron és HER2 receptorok expressziós 

szintje nagyon alacsony [153], az eredményeink azt mutatják, hogy a HER3 ebben a tripla 

negatív sejtvonalban is elsıdlegesen a HER2-vel dimerizálódik.  

Az MPCD84111 inhibitor tehát ígéretes kiindulási pontja lehet egy AXL/HER2 kettıs gátló 

kifejlesztésének, ami a kialakuló rezisztencia mechanizmusát is már eleve blokkolja. 

Ugyanakkor az MPCD84111 HER2 gátló hatása még nem elég erıs. Ezért második 

lépésben a kombinációs terápia szempontjából közelítettük meg a kérdést. Hogy a 
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HER2/HER3 komplex fontosságát bizonyítsuk, az AXL inhibitorokat olyan gátlószerekkel 

adtuk szimultán, amelyek elsıdlegesen a HER2-ıt célozzák. 

Számos kísérlettel szemléltettük, hogy a két FDA által jóváhagyott terápiás szer, a 

Herceptin és a Lapatinib képes gátolni a HER3 foszforilációját. Fontos megjegyezni, hogy 

teljes HER3 foszforiláció gátlást csak egyidejő EGFR és HER2 siRNS-el történı 

géncsendesítés, illetve az EGFR/HER2 kettıs kinázgátló Lapatinibbel végzett kezelések 

után tapasztaltunk. Habár monoterápiában sem az EGFR specifikus siRNS, sem az Erbitux 

antitest nem okozott változást a HER3 foszforilációjában, nem tudjuk kizárni annak a 

lehetıségét, hogy az EGFR is szerepet játszik a HER3 aktivációjában. Ezért ahhoz, hogy 

hatékonyan megakadályozzuk a HER3 foszforilációját, mindenképpen olyan inhibitorok 

alkalmazása szükséges, amelyek a HER2 mellett az EGFR-t is legátolják. Igen érdekes, 

hogy az általunk talált összefüggés fordítottja már ismert: az AXL mőködése az EGFR 

inhibitorokkal szembeni rezisztenciához vezet [108]. Ez a jelenség is mutatja a jelátviteli 

útvonalak nagyfokú komplexitását, ami a tumorsejtek roppant alkalmazkodó-képességének 

alapja. 

További sejtviabilitás kísérletekben demonstráltuk a NRG1/HER2/HER3 kompenzációs 

mechanizmus fontosságát. A HER3 ligand NRG1 teljesen kivédte a BMS777607 

sejtviabilitás gátló hatását, míg a kontroll sejtek viabilitását nem befolyásolta. Az 

eredményeink azt mutatják, hogy az AXL/PI3K/AKT jeltovábbítási útvonal gátlása és a 

HER3 megnövekedett expressziója is elıfeltétele a NRG1 ligand függı HER3 

aktivációnak. Valószínő, hogy a HER3 aktivációja fontos a daganatok mikrokörnyezetében 

és a tirozinkináz inhibitorokkal szembeni parakrin rezisztenciában. A parakrin rezisztenciát 

BCR-ABL inhibitorokkal kezelt CML-es betegekben és EGFR inhibitorokkal kezelt nem-

kissejtes tüdı daganatos betegekben írták le [154, 155]. Ezekben a páciensekben a 

strómafibroblasztok által termelt HGF a c-MET aktivációja révén indukálta az EGFR 

inhibitorokkal szembeni rezisztenciát. Ezért kulcsfontosságú olyan többszörös 

támadáspontú hatóanyagok használata (mint például az MPCD84111 vagy a Szokol et al. 

publikákciójában leírt 10-es inhibitor), melyek az EGFR mellett a c-Met kinázt is gátolják 

[127]. Továbbá nemrég írták le, hogy daganattal kapcsolatban levı makrofágok EGFR 

lingaddal látják el a daganatokat [156]. Ismert, hogy a daganat környezetében elhelyezkedı 
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fibroblasztok, endothél sejtek és periférikus monociták NRG1-et termelnek, ezáltal 

hozzájárulva a daganat környezete által indukált in vivo rezisztencia mechanizmusokhoz 

[157-159]. A csontvelıbıl származó mezenchimális ıssejtek és a daganattal kapcsolatban 

levı mezenchimális sejtek által termelt NRG1 a daganat HER3 receptorain keresztül képes 

serkenteni a vastagbél daganatok progresszióját [160]. Továbbá bizonyított, hogy a humán 

vérszérum is jelentıs koncentrációban tartalmaz NRG1-et [161]. Nemrég kimutatták, hogy 

a tripla negatív emlıdaganatos ıssejtek által termelt NRG1 elısegíti a HER2 receptort 

alacsonyan expresszáló tripla negatív sejtvonalak proliferációját és megújulását [162]. 

Eredményeink azt jelzik, hogy az MDA-MB-231 sejtek autokrin módon választják ki a 

NRG1-et és hogy a NRG1 csökkenése szorosan összefügg a BMS777607 által indukált 

HER3 foszforiláció erısödésével. Ez a mechanizmus hozzájárulhat a daganat környezet 

által indukált parakrin rezisztenciához. 

Kísérleteinkkel tehát bizonyítottuk, hogyazokban a daganatsejtekben, amelyben a HER2 és 

a HER3 fehérjék expressziója alacsony, az AXL/PI3K/AKT tengely gátlása a HER3 kináz 

megnövekedett expressziójához vezet. A HER3 és dimerizációs partnerei pedig a tumor és 

környezete által termelt ligandok (például az NRG1) hatására 

foszforilálódnak/aktiválódnak, ami viszont a stimulálja a sejtproliferációt. Ez a rezisztencia 

mechanizmus a HER3 dimerizációs partnereinek (EGFR és HER2) Lapatinibbel történı 

kombinációs gátlásával kivédhetı volt. Ezt az eredményt kombinációs siRNS kezelésekkel 

is alátámasztottuk. 

A 20 különbözı eredető, AXL overexpresszióval rendelkezı daganatos sejtvonalon végzett 

AXL siRNS géncsendesítés és BMS777607 inhibitorral végzett AXL 

kinázgátlásrámutattak, hogy ez a kompenzációs mechanizmus nemcsak az AXL 

overexpressziótól hanem a sejtvonalak AKT S473 foszforilációs szintjétıl is függ. Ugyanis 

alacsony AKT foszfo-S473 szinttel rendelkezı 10 sejtvonalból 7-ben BMS777607 vagy 

AXL siRNS kezelés hatására a HER3 foszfo-Y1289 szintje megemelkedett. A magas AKT 

foszfo-S473 szinttel rendelkezı 10 sejtvonal közül csupán két sejtvonalban volt 

megfigyelhetı hasonló HER3 foszforiláció. Ez a magas AKT foszfo-S473 szint fıképpen 

azokra a sejtvonalakra jellemzı amelyekbıl hiányzik a PI3K-t gátoló PTEN fehérje, vagy 

eleve PI3K aktivációs mutációval rendelkeznek mint például az U373, az SF126 és az 
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U118 glioma sejtvonalak[163, 164]. Ezek a sejtek kevésbé érzékenyek az AXL/PI3K/AKT 

jeltovábbítási útvonal kiesésére, éppen ezért ezekben a sejtvonalakban az AXL gátlás 

következtében a HER3 foszforiláció nem változott. Ezek alapján arra következtetünk, hogy 

az AXL gátlás miatt indukálódott HER3 foszforilációt nem a daganat mutációs háttere, 

hanem sokkal inkább az AXL expressziója és az AKT foszfo-S473 szintje határozza meg. 

Feltételezzük, hogy az AKT kináz fontos szerepet tölt be a receptoroktól érkezı jelek 

továbbításában, éppen ezért a PTEN hiánya és a PI3K aktivációs mutációk csökkentik az 

AKT gátlószerekkel szembeni érzékenységét, míg az alacsony AKT foszfo-S473 szinttel 

rendelkezı daganatok a membrán receptoroktól érkezı jelektıl függenek jobban. Ezek az 

eredmények arra utalnak, hogy az AXL elleni célzott daganatellenes terápiában az AKT és 

a HER3 foszforilációjának a szintje alkalmas biomarkerek lennének ahhoz, hogy elıre 

jelezzük a daganatellenes terápiának az eredményességét.  

Eredményeinkbıl arra következtetünk, hogy az AXL overexpresszióval és alacsony AKT 

foszfo-S473 szinttel rendelkezı daganatokban a szelektív AXL-t célzó daganatterápia 

hatékonyságát csökkenteni fogja a HER3 indukciója. Éppen ezért úgy gondoljuk, hogy a 

sikeres daganatterápia elıfeltétele lesz, hogy az az AXL mellett a HER receptorokat is 

gátoljuk. E célt elérhetjük többszörös támadáspontú inhibitorokkal, mint például az 

MPCD84111, vagy az AXL gátlók HER2/HER3, illetve EGFR/HER3 antagonistákkal való 

kombinálásával. 

Az általunk feltárt mechanizmus egy újabb kitőnı példa arra, hogy a tumorsejtek 

abnormális osztódását és migrációját hogyan hajtja egy túlmőködı onkogén, illetve a belıle 

kiinduló jelpálya, és hogy az onkogén kiesése (legátlása) hogyan kompenzálódik, 

ugyanazon jelpályában szereplı másik onkogén túlmőködtetésével. 
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7. Következtetések 
 

• Kimutattuk, hogy a legagresszívebb típusú emlıdaganat, a tripla negatív 

emlıdaganatos sejtvonalak migrációját hatékonyan csak azok az AXL tirozin kináz 

inhibitorok gátolták, amelyek a Lyn kinázt és a p130Cas állványfehérjét is gátolták. 

• Az eredményeink azt mutatják, hogy az AXL fehérje overexpressziójából nem 

következik, hogy a sejtmigráció egyedül az AXL tirozin kináz aktivitásától függ. 

• Az elsık között bizonyítottuk be, hogy az AXL gátlása indukálja a HER3 receptor 

tirozin kináz foszforilációját és ez az indukció nemcsak az AXL overexpressziójától 

hanem a sejtvonalak AKT S473 foszforilációs szintjétıl is függ 

• Igazoltuk, hogy a HER3 aktivációja független a HER3 és NRG1 transzkripciójától, 

viszont ez az aktiváció NRG1 ligand függı. 

• Bebizonyítottuk, hogy a HER3 még a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalakban 

is a HER2-vel dimerizálodik. 

• Kimutattuk, hogy az a HER3 teljes inaktivációjához, a HER2 és az EGFR együttes 

gátlása szükséges. 

• Megfigyeltük, hogy az alacsony AKT S473 szinttel és AXL overexpresszióval 

rendelkezı sejtvonalak viabilitás gátlásához az AXL mellett a HER2 és az 

EGFRkinázokategyüttesen célzó terápia szükséges. 

 

7.1 Az eredmények jelentısége a daganatkutatás és 

terápia szempontjából 

 

Ebben a doktori disszertációban bemutatott eredmények alapkutatási jelentıségük mellett a 

daganatterápia szempontjából is szignifikánsak. Ahhoz, hogy megakadályozzuk a betegség 

súlyosbodását, azaz a daganatsejtek migrációját/metasztázisát és a célzott terápiával 

szembeni rezisztenciát, meg kell ismernünk a daganatsejtek viselkedését és terápiás 

válaszát a használt célzott daganatterápiás szerekkel szemben. Ebben a dolgozatban tárgyalt 
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eredmények mindkét jelenségrıl szerzett tudásunkat gyarapítják. Az AXL receptor tirozin 

kinázról irodalmi adatok alapján sejteni lehetett, hogy fontos szerepet tölt be a 

daganatsejtek migrációjában, de az eredményeink megerısítették azt a tényt, hogy 

kizárólag az AXL gátlása nem elégséges a daganatsejtek metasztázisának 

megakadályozásához. A sejtmigráció egy bonyolult folyamat, amely nem egy, hanem 

számos fehérje mőködésétıl függ, így egy jövendı antimetasztatikus kezelésnek is több 

célponton kell hatnia.  

Eredményeink a tripla negatív emlıdaganat példáján keresztül elırevetítik, hogy egy 

célzott AXL gátló kezelés csak bizonyos fehérje expressziós környezetben lehet sikeres, és 

hogy ellene milyen kompenzációs mechanizmusok lépnek fel. Újabb példát találtunk tehát 

arra, hogy a célzott daganatterápia határain csak kombinációs stratégiákkal lehet túllépni. 
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8. Összefoglalás 
 

Növekvı számú irodalmi adat igazolja az AXL receptor tirozin kináz szerepét a daganatos 

sejtek migrációjában és a célzott daganatterápiás kináz inhibitorokkal szembeni szerzett 

rezisztencia kialakulásában. Mivel az AXL tirozin kináz inhibitorok migrációt gátló 

hatékonysága és az AXL gátlás más RTK-ok aktivációjára gyakorolt hatásai nem ismertek, 

ezért ennek a doktori munkának fı célkitőzései közé tartozott ennek e két területnek az 

alaposabb feltérképezése. Demonstráltuk, hogy az SKI606 és az MPCD84111 

inhibitorokkal ellentétben a BMS777607 által szelektíven legátolt AXL foszforiláció nem 

elegendı ahhoz, hogy a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalak migrációját legátoljuk. Az 

SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok célpont profiljának a vizsgálata során azt találtuk, 

hogy gátolják a SRC család bizonyos tagjait. A Lyn és egy másik migrációs fehérje, a 

p130Cas elemzése igazolta hatásukat a tripla negatív emlıdaganatos sejtvonalak 

migrációjában. Továbbá a vizsgált sejtvonalakban a Western blot-os kísérletek is 

alátámasztották az SKI606 és az MPCD84111 Lyn fehérjék foszforiláció gátló képességét. 

Következtetésképpen elmondhatjuk, hogy azok az inhibitorok, amelyek az AXL mellett a 

Lyn és a p130Cas fehérjéket is célozzák, sokkal eredményesebbek lehetnek AXL 

overexpresszióval rendelkezı daganatok daganatellenes terápiájában. Bizonyítottuk, hogy 

AXL gátlás indukálja a HER3 foszforilációját. Ezzel párhuzamosan kimutattuk, hogy a 

HER3 aktivációjának az egyik elıfeltétele az alacsony AKT S473 foszforilációs szint. 

Sikerült bizonyítani továbbá, hogy a HER3 aktivációja NRG1 ligand függı. Ugyanakkor 

igazoltuk, hogy alacsony, vagy alig detektálható HER2 expresszióval rendelkezı tripla 

negatív emlıdaganatos sejtekben is elsısorban a HER2-vel való dimerizációja révén 

foszforilálodik a HER3. Kimutattuk, hogy az MPCD84111 AXL inhibitor a HER3/2 

komplex gátlása révén megakadályozza a HER3 aktivációját. Továbbá az siRNS 

géncsendesítés, vagy a BMS777607 és Lapatinib kezelések kombinációja az MDA-MB-

231 és az OVCAR8 sejtek proliferációjának a csökkenéséhez vezetett. Ezen eredményeink 

alapján arra következtetünk, hogy az AXL overexpresszióval és alacsony AKT aktivitással 
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rendelkezı daganatok terápiájában az AXL mellett a HER3/2 komplexet is célzó kináz 

inhibitorok használata megelızné az AXL inhibitorokkal szembeni szerzett rezisztenciát. 
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9. Summary 
 

Increasing number of publication confirmed the important role of the AXL receptor 

tyrosine kinase in cancer cell migration and acquired resistance to single targeted kinase 

inhibitors. Since the efficiency of AXL tyrosine kinase inhibitors on migration and the 

effect of AXL inhibition on other RTKs activation had not been studied, the main aims of 

this PhD work was to explore these areas in detail. We show that in contrast with SKI606 

and MPCD84111 the selective inhibition of AXL phosphorylation by BMS777607 is not 

sufficient to block migration of triple negative breast cancer cell lines significantly. 

Examining the target profile of SKI606 and MPCD84111 we indentified SRC family 

kinases as common targets of both inhibitors. The analysis of Lyn and another migration 

related protein p130Cas confirmed their impact on the migration of studied triple negative 

breast cancer cell lines. Western blot experiments underlined that SKI606 and MPCD84111 

inhibits phosphorylation of Lyn and p130Cas in all studied triple negative breast cancer cell 

lines. Therefore we conclude that using kinase inhibitors which target Lyn and p130Cas 

would be more efficient in the therapy of cancers with AXL overexpression.  

We proved that inhibition of AXL kinase induces the phosphorylation of HER3. In parallel 

we showed that the low level of AKT S473 is required for HER3 activation. We could also 

demonstrate that the early activation of HER3 depends on the NRG1 ligand. Checking the 

dimerization partner for HER3 we found that even in triple negative cell lines, with almost 

undetectable HER2 levels, mainly HER2 is responsible for HER3 activation. Using 

MPCD84111 AXL tyrosine kinase inhibitor which targets also the HER3/2 complex, 

complete blockade of HER3 could be achieved. Moreover, dual inhibition of AXL and 

HER3/2 complex by siRNA or BMS777607 and Lapatinib treatments led to the inhibition 

of MDA-MB-231 and OVCAR8 cell proliferation. Based on these results we conclude that 

in the therapy of cancers with AXL overexpression and low AKT activity the use of 

inhibitors which target AXL and HER3/2 complex would overcome the aquiered resistance 

against AXL kinase inhibition. 
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13. Függelék 
 

13.1. A megbízott cégek által végzett kísérletek rövid 

ismertetése 

 

13.1.1. Cellular Profiling assay, sejtalapú profiling assay  

 

A cellular profiling assay-t Hs578T sejtvonal lizátumon a Kinaxo (Martinstried, 

Németország) végezte a cég standard protokollja szerint. Az assay részletes leírása Contradt 

et. al. 2010-es publikációjában megtalálható [165]. 

 

13.1.2. Millipore Kináz Profiler assay  

 

A tirozin kináz inhibitorok további tesztelését a Millipore cég végezte a honlapján 

(http://www.millipore.com/techpublications/tech1/pf3036) található elıírások alapján. Az 

inhibitorok gátlási képességét 1 µM-os koncentrációban, 84 tirozin kinázon vizsgálták.  

 

13.1.3. Kináz szelektivitás vizsgálat  

 

A kináz szelektivitás profiling assay-ket (14.1.3.1.-14.1.3.3) a Proteros biostruktúra GmbH 

(Németország) végezte a cég standard elıírásai alapján. A kinázok százalékos inhibíciós 

százalékát az IMAP, kötı- és HTRF assay-kben kapott értékek alapján számolták ki.  

 

13.1.3.1. IMAP assay 

 

Az IMAP assay (Molecular Devices) alapelve, hogy a floreszcensen jelölt szubsztrát 

peptidet a kináz foszforilálja. A reakciót követıen a hozzáadott detektáló oldatban levı 
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nanorészecskéken rögzített fémionokhoz nagy affinitással kötıdik a foszfát csoport. Ez a 

kötıdés lecsökkenti a szubsztrátmolekula szabadsági fokainak számát, amit a detektált fény 

FP értékét megváltoztatja. Ezzel az assay-vel a következı kinázok aktivitását vizsgáltuk: 

Abl, AKT1, Aurora A, AXL, CDK2, CDK4, CHK1, c-Kit, c-Met, CSK, FGFR3, FLT3, 

IKK-β, InsR, IRAK4, JAK3, JNK1, ERK1, PAK1, PAK4, PDGFR-β, PIM1, PKC-α, Plk3, 

Ret, Rock2, c-Src, Syc, Tie2, TrkA, VEGFR2 és ZIPK. 

 

13.1.3.2. Kötıdés assay (Binding assay) 

 

Ebben az assay-ben a vizsgált kinázhoz egy ún. „reporter” próbát kötnek, ami optikus 

szignál kibocsájtást eredményez. Azok az inhibitorok, amelyek kötıdnek a fehérjék azon 

részéhez ahol a reporter próbák találhatóak, elmozdítják a próbát és ez által az optikus jel 

lecsökken. A próba elmozdítása százalékban van megadva. A 100%-os jel a kináz hiányát, 

míg a 0%-os jel az inhibitor hiányát jelzi. Ebben az assayben a következı kinázok voltak 

megvizsgálva: bRAF, DDR1 és mTOR. 

 

13.1.3.3. HTRF assay 

 

Ez az assay egy enzimatikus és egy detektáló lépésbıl álló kompetitív immunoassay. Az 

assay során a natív ADP és a d2-jelölt ADP verseng az Eu3+ kriptáttal jelölt monoklonális 

ADP ellenes antitestért. Ezzel az assay-vel a HER2 kináz aktivitását vizsgáltuk. 
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13.2. A megbízott cégek által végzett kísérletek 

eredményeinek táblázata és ábrái  
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Függelék 1. táblázat. Az MPCD84111 és az SKI606 inhibitorok target profilja. A 

táblázatban az SKI606 (A) és az MPCD84111 inhibitorokkal kezeltt Hs578T sejtvonal 

lizátum fehérjéinek a Kd értéke van feltüntetve.  
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Függelék 1. ábra. AXL tirozin kináz inhibitorokkal kezelt kinázok kontrollhoz mért 

százalékos aktivitásának összehasonlító „hıtérképe” (heat map) 

 A „hıtérkép” 1 µM MPCD84111, BMS777607 és SKI606 inhibitorokkal kezelt 84 kináz 

%-os aktivitását ábrázolja. A skálán látható színek a kináz aktivitást jelzik. 
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Függelék 2. ábra. Az MPCD84111-es kináz szelektivítási profilja  

Az MPCD84111 inhibitor kináz szelektivitási profilját három különbözı kináz assay-vel 

határoztuk meg. A kinázok százalékos aktivitása három párhuzamos kísérlet értékei alapján 

lettek kiszámolva. 
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