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1. Roviditések jegyzéke

ADAM
ADP
AKT=PKB
AR

ATCC

ATP
Bcl-2
Chl
CDK2
c¢DNS
Chk1
CML
CSK
CXCL1

CXCL2

DAG
DDR1

DMEM
DMSO
DNS
DTT
EGF

A disintegrin and metalloprotease, A diszintegrin és metalloprotedz
Adenozin diphoshate, adenozin-difoszfat

Protein kinase B, protein kindz B

amfiregulin

American Type Culture Collection, amerikai tipusi sejtkultira
gyljtemény

adenozin triphosphate, adenozin-trifoszfat

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

casitas B-lineage lymphoma, E3 ubikvitin-fehérje ligaz
cyclin-dependent kinase 2, ciklin-fiiggd kinaz 2

komplementer dezoxiribonukleinsav

checkpoint kinase 1, ellen6rzépont kindz 1

chronic myeloid leukemia, krénikus mieloid leukémia

c-terminal Src kinase, c-terminalis Src kinaz

chemokine (C-X-C motif) ligand 1, C-X-C motivumud kemokin ligand
1

chemokine (C-X-C motif) ligand 2, C-X-C motivumui kemokin ligand
2

1,2-diacil-glicerol

discoidin domain receptor tyrosine kinase 1, diszkoidin domén
receptor tirozin kindz 1

Dulbecco’s modified Eagle's medium

dimethyl-sufoxide, dimetil-szulfoxid

dezoxiribonukleinsav

ditiotreitol

epidermal growth factor, epidermalis novekedési faktor



EGFR

ELISA

EMT
ER+

FAK
FBS=FCS
FDA

FGFR4

FLT3
FoxO
FP
GAS6
GnRH
GPCR
GRB2

HB-EGF
HER2

HER3

HTRF
ICso

Ig
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epidermal gowth factor receptor, epidermdlis novekedési faktor
receptor

enzyme-linked immunosorbant assay, enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgélat

epithelidlis-mesechymalis tranzicid

estrogen receptor positive, 0Osztrogén (hormon) receptor pozitiv
(tumor)

focal adhesion kinase, fokalis adhézids kinaz

fetal bovine/calf serum, magzati marha/borju savé

Food and Drug Administration, az Egyesiilt Allamok élelmiszer- és
gyogyszerligyi igazgatdsaga

fibroblast growth factor receptor 4, fibroblaszt novekedési faktor
receptor 4

fms-related tyrosine kinase 3, fms-rokon tirozin kindz 3

forkhead box O, villa alaku transzkipcids faktor O

fluoreszcencia polarizacio

growth arrest-specific 6

gonadotropin-releasing hormone, gonadotropin felszabadité hormon

G protein-coupled receptor, G fehérje-kapcsolt receptor

growth factor receptor-bound protein 2, novekedési faktor-kotott
fehérje 2

heparint kotd epidermdlis novekedési faktor

human epidermal growth factor receptor 2, humdin epidermdlis
novekedési faktor receptor 2

human epidermal growth factor receptor 3, huméan epidermaélis
novekedési faktor receptor 3

Homogeneous time-resolved fluorescence

half maximal inhibitory concentration, a maximalis hatés felét kivalto
koncentracid

immunglobulin



IGFR

IHC
IL-6
IL-8
IMAP

INF
InsR
IKK-p

IP
IP3
IRAK4

iTRAQ

JNK

LG

MAPK
MEK=MAPKK
miR-34a
miR-199a/b
mRNS

mTOR

NCBI
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insulin-like growth factor receptor, inzulin-szeri novekedési faktor
receptor
immunhisztokémia
interleukin 6
interleukin 8
immobilized metal ion affinity-based fluorescence polarization,
rogzitett fémion affinitds-alapu fluoreszcencia polarizacié mérési
modszer

interferon

insulin receptor, inzulin receptor

inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta, a kappa-B
transzkripcids faktor-inhibitor kindz komplex béta alegysége
immunoprecipitation, immunprecipitacié

inozitol-trifoszfat

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

kapcsolt kindz 4

isobaric tags for relative and absolute quantitation, azonos atomsulyt
jelolési  modszer relativ  és  abszolit fehérje  mennyiségi
meghatdrozdshoz

c-Jun N-terminélis kindz

laminin globuléris ,,G” (domén)

mitogen-activated protein kinase, mitogén-aktivalt protein kindz
MAPK kinaz

mikro RNS-34a

mikro RNS-199a/b

hirvive ,,messenger” ribonukleinsav

mammalian target of Rapamycin, a Rapamycin emlds célpontja
National Center for Biotechnology Information, az Egyesiilt Allamok

biotechnoldgiai informaciés kozpontja



NFxB

NK
NRG1=HRG1 p1
PBS

PCR

PDGFR-B

Ph+

PI3K
PKC
PLC-y
PIk3
PMSF
ProS
PS
PTB
PTEN

Pyk2

ROS

RTK

sAXL
SDS-PAGE

SH2
SHGB
siRNS
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nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, kappa-
B transzkripcids faktor komplex (B sejtekben az immunglobulinok
kappa konnyli lancdnak enhancer-e)

natural killer, természetes 610 (sejt)

neuregulin 1=heregulin 1 1

phosphate buffered saline, foszfat pufferelt s6 (oldat)

polymerase chain reaction, polimerdz lancreakcio

platelet-derived growth factor receptor beta, thrombocyta eredetii
novekedési faktor receptor béta

philadelphia chromosome positive, filadelfia kromoszéma pozitiv
(tumor)

foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat 3-kinaz,

protein kindz C

foszfolipdz C gamma

polo-like kinase 3

Phenylmethylsulfonyl Fluoride, fenil-metil-szulfonil-fluorid

protein S

phosphatidylserine, foszfatidil-szerin

phosphotyrosine binding, foszfotirozin k6t (domén)

phosphatase and tensin homologue, foszfatiz és tenzin homoldg
(fehérje)

proline-rich tyrosine kinase 2, prolinban gazdag tirozin kindz 2
reactive oxygen species, reaktiv oxigén szdrmazékok

receptor tyrosine kinase, receptor tirozin kindz

solubil AXL, oldatban 1évé (nem membran kotott) AXL

sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis, nétrium-
lauril-szulfét poliakrilamid gélelektroforézis

Src homolég domén 2

sex hormone-binding globulin, nemi hormont ko6td globulin

rovid interferdl6 ribonukleinsav
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SILAC

SOCS1
SOCS3
STAT

TGF-a
Tiel

TLR
TNF
TULP1
UTR
VEGFR
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stable isotope labelling by amino acids (in cell culture), stabil izotép
tartalmi aminosavakkal valé jelolés (sejtkultirdkban)

suppressor of citokine signaling 1, citokin jelut szupresszor 1
suppressor of citokine signaling 3, citokin jelut szupresszor 3

signal transducer and activator of transcription, jeltovabbité é&s
transzkripci6 aktivalo (fehérje)

transforming growth factor alpha, transzformél6 novekedési faktor alfa
tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1,
immunglobulin és EGF-szerli doménokat tartalmazé tirozin kinaz
toll-like receptor

tumor nekrozis faktor

Tubby-like protein, Tubby-szerii fehérje

untranslated region, fehérjeszekvenciat nem kédolé6 mRNS szakasz
vascular endothelial growth factor, vaszkuldris endothél novekedési

faktor
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Bevezetés

Korunk orvostudomanyanak egyik legnagyobb kihivésa a tumoros elvéltozasok gyogyitdsa.
A WHO adatai szerint a regisztralt daganatos betegek szdma évrol évre novekszik, és 2030-
ra varhat6an eléri a 26 milliét. Magyarorszagon, ahogy a vildg tobbi orszdgaban is novekvo
tendencidt mutat a megbetegedések gyakorisidga és tovabbra is a mdsodik leggyakoribb
halélok.

A daganatok kezelése kordbban szinte kizarélag szovettani és képalkotd diagndzis alapjén,
konvenciondlis kezelési eszkozokkel (kemoterdpia, sugarkezelés) tortént. Az elmult
évtizedek kutatdsi eredményei alapjan azonban nyilvanvaléva valt, hogy a rosszindulati
daganatsejteket olyan DNS hibdk, muticiok hozzdk létre, amelyek bizonyos jelatviteli
utvonalak tilmiikodtetése révén hozzdjarulnak a daganatsejtek tuléléséhez, novekedéséhez
és terjedéséhez. A szovettani szempontbdl egymdashoz hasonlé daganatok muticids hattere
azonban betegenként eltérd. Ezért visszaszoritdsukhoz valéjdban minden esetben mas-mds
célpont(ok) gatldsa lenne kivanatos, ellentétben a minden o0szt6dé sejtet pusztitd
kemoterdpidkkal. Ezt nevezziik személyre szabott, célzott daganatterapidnak: a
rosszindulati daganatsejtek novekedéséért, tuléléséért és terjedéséért felelés hibas gének
(un. onkogének) beazonositdsa a betegben és az éltaluk kddolt hibdsan miikkod6 fehérjék
szelektiv gatlasa. fgy a betegségeket a konkrét molekuldris elvédltozas szintjén kezelhetjiik,
ami nagyobb hatékonysagot eredményez a mellékhatasok drasztikus csokkenése mellett. Ez
az Uj megkozelités ugyanakkor komplex molekuldris diagnosztikdt igényel. Szdmos
potencidlis célpont koziil ezidaig a protein kindzok bizonyultak a legmegfeleldbbnek, mivel
koziilik sokan meghatdrozé részvevol a hibds jeldtviteli utaknak. Innét szdrmazik a
jeltovabbitdsi terdpia elnevezés. Jelenleg az FDA dltal torzskonyvezett monoklondris
antitestek €s kis molekulasulyu kindzgétlok tobbsége receptor tirozin-kindz gatlo.

A személyre szabott, célzott jeltovabbitdsi terdpidnak két hatuliitéje van: egyrészt egy adott

szerre mindig csak a betegek egy kisebb része reagdl, mint a hagyoményos radio- vagy
10
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kemoterdpidknal, attdl fiiggden, hogy hanyan hordozzdk azt az onkogént, amin a gydgyszer
hat. Ez példaul az imatinib esetében, CML betegekben eléri a 85 %-ot [1], mig az erlotinib
esetében nem kissejtes tiidddaganatos betegekben mindossze 12,3% [2]. Mésrészt a kezdeti
drdmai javulds utdn gyakran kovetkezik be visszaesés, mivel Gjabb onkogének aktivalodasa
révén a daganat poétolni képes a legdtolt molekula hatasit. Ez a mdésodlagos (szerzett)
rezisztencia.

Ezen kiviil a legtobb célzott hatdst szer csak a tumorsejtek tilélését csokkenti, migracids
képességiiket nem. Pedig a rosszindulatu daganatok valddi ismérve, hogy a szoveti matrix
és a sejt-sejt kapcsold struktirdk lebontdsa révén képesek kiszakadni eredeti
kornyezetiikbdl, a vérdram utjan mds szervekbe migrdlni és ott metasztizist —attétet-
képezni. A migricids folyamatokban €s a veliik kapcsolatban all6 jelatviteli utvonalakban
szintén sok kindz taldlhaté, melyek igy potencidlis célpontjai egy anitmetasztatikus
kezelésnek.

Doktori munkdm soran egy, az elsé vonalban adott kindzgatlokkal szembeni mésodlagos
rezisztencia kialakuldsdban fontos, &m még kevésbé felderitett onkogén, az AXL receptor

tirozin-kindz hatdsait és gatlasanak lehetdségeit vizsgaltam.
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2.2. A daganatos megbetegedések Kklasszikus és

molekularis jellemzai

Szoveti eredetiik alapjdn a daganatok laphdm (ezek a karcindmdk), festékes (melanomak)
mirigyhdz, éreredetli (angioszarkéma), kotoszoveti (sarcomdk), nyirokrendszerbdl
(limfomdk) és vérképz6 (leukémidk) rendszerbdl kiinduldk lehetnek. Sulyossdguk szerint
pedig jéindulati (benignus) és rosszindulati (malignus) elvéltozdsokat kiilonboztetiink
meg. A benignus daganatok nem képeznek 4ttétet, nem okoznak sulyos szervi zavart,
altaldban jol mithetéek és nem tujulnak ki. A malignus daganatok mar stilyos miikodési
zavarokat okoznak abban a szervben, amiben kifejlddnek, a bazédlis membréan attorésével
pedig attéteket, metasztazisokat képezhetnek (sokszor mar a diagnosztizalds idOpontjaban
szorddtak), nehezen, vagy egydltalin nem mithetéek (példdul a nem-kis sejtes
tiildokarcindma), €s nagy valdészinliséggel kitjilnak a kezelést kovetden.

A rosszindulati daganatok metasztdzisra valé hajlama -azaz a daganatsejtek migracids
képessége- agresszivitdsuk egyik markere. A daganatterdpia egyik fontos kihivédsa tehat,
hogy megakaddlyozza a daganat sejtek migraciojat.

A rosszindulatd daganatokat a mai napig haszndlt klinikai osztidlyozds szerint négy
stddiumba soroljuk. Az elsé stidiumu daganatok mérete nagyon kicsi és még nem
metasztatizdltak. A mdsodik stddiumu daganatra jellemz0, hogy -a legtobb esetben- az elsd
stiddiumu daganathoz képest sokkal nagyobb méretl és mar dtterjedt a kozeli
nyirokcsomokra, illetve a kozelben 1évd szervekre vagy szovetekre. A harmadik stadiumu
daganatok mérete elég nagy, és mar a tdvolabbi nyirokcsomokra €s szervekre vagy
szovetekre is 4tterjedt. A negyedik stddiumu primer daganat mérete tovabb ndhet, és az
attétek atterjednek a szervezet mds teriileteire is.

A betegek tulélési esélye a legjobb az elsd és mdsodik stddiumu daganatokndl, mig a
legrosszabb a harmadik és a negyedik stadiumui daganatoknal.

Puszta szovettani analizissel a rosszindulati daganat eredetére €s metasztdzisra vald
hajlamara is kovetkeztethetiink. Tovabbi prognosztikus és terdpids informécidval szolgal a
klasszikus ITHC vizsgdlat, ugyanis bizonyos markerek jelenlétébdl/elhelyezkedésébol

12
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szintén kovetkeztetni lehet az adott daganat agresszivitdsira és az alkalmazandd terdpia
fajtajara. Az emlddaganat kezelését a mai napig is ezekkel a modszerekkel hatarozzak meg.
Hiszen ismert, hogy az emlddaganat sejtek kiilonbozd receptorokat expresszdlnak, ami
befolyédsolja a daganat terdpidjat €s a terapidra adott vdlaszit. A receptorok expresszidja
alapjan az emlddaganatokat négy kategéridba soroljak: Lumindlis A: lassan novekvd
daganat progeszteron- és Osztrogénreceptor pozitiv, Lumindlis B: gyorsan novekvd
daganat a progeszteron- és dsztrogénreceptorokra is pozitiv, emellett HER2-negativ, HER2
pozitiv: HER2 fehérje amplifikalt, veszélyesebb a lumindlis tipusoknal, Tripla negativ:
negativ a progeszteron- és Osztrogénreceptorokra, valamint a HER2-re is.

Az emlddaganatos esetek koriilbeliill 10-20%-a tripla negativ emlddaganat. Ezekre a
daganatokra jellemzd, hogy elég heterogének és agresszivek, hiszen a radikdlis mitétet
kovetden a tavoli attétképzodés -foképpen a tiidore és agyra, ritkdbban ma4jra, csontra-
kockdzata nagyon magas [3]. Mivel ezek a daganatok az endokrin terdpidra és Herceptin
(HER2 gatl6 antitest) kezelésre nem reagdlnak, jelenleg a kemoterdpia jelenti az egyediili
kezelési lehetdséget.

A humén genom felderitése és a PCR-es technol6gidk fejlédése Uj irdnyt adott a daganatok
megismerésének is. A nehézkesebb fehérje alapu karakterizdlasndl (IHC, Western blot)
sokkal tobb informdciét nyerhetiink a daganatok genom és transzkriptom elemzésébdl.
Kideriilt, hogy a daganatos elvaltozdsokat DNS vagy fehérje szintli hibdk és a hatdsukra
tulmikodd jelatviteli utvonalak ,hajtjdk”. A Vogelstein-féle onkogén modell szerint
meglepden kevés, mintegy 140 gén mutécidja, epigenetikus csendesitése, illetve fehérje
termékeik overexpresszidja képes tumorgenézist indukdlni és fenntartani. Ezek a gének 12
jeltovabbitasi utvonalban résztvevd fehérjéket kodolnak, foként kindzokat és transzkripcios
faktorokat. Egy tipikus tumor a kialakuldsa sordn koriilbeliil kett6-nyolc ilyen ,,hajtd” gén
hibdjat halmozza fel, amelyek altaliban mds-mds jeltovabbitasi itvonalban helyezkednek el
[4]. A daganatok fiiggnek is ezektdl a tulmiikodd jelpdlyaktdl, hiszen gatlasuk a tumor
latvanyos visszaszoruldsit eredményezi. A betegek jelentds részében viszont idével tjabb
hiba jelentkezik a legétolt utvonal valamely mds fehérjéjében, ami visszadllitja a jelpalya

tulmiikodését. Ez a célzott terdpidkkal szemben kialakulé masodlagos rezisztencia.
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2.3. A protein kinazok

A jeltovabbitdsban részt vevl fehérjék tobbsége protein kindz, amelyek katalitikus
doménjiik alapjan foszforildlhatnak tirozint vagy szerint/threonint [5]. Lehetnek membran
kotottek, vagy citoszolikusak, bar ez utébbiak is kihorgonyozdédhatnak membranokhoz.
Fontos szerepet toltenek be a tdlélés, migricid, novekedés, adhézid, anyagcsere és
sejtdifferencidlodds szabdlyozdsaban. Rendellenes miikodésiik rosszindulatd daganatok,

cukorbetegség, gyulladas, arteroszklerdzis €s angiogenezis kialakuldshoz vezethetnek.
2.3.1. A nem receptor tirozin kinazok

A nem receptor tirozin kindzok a citoplazmdban vagy a sejtmagban helyezkednek el, a
sejtmembran bels6 felszinéhez sejtadhézids molekuldk révén kapcsolédnak. A nem receptor
tirozin kindzokat novekedési faktorok, neurotranszmitterek, citokinek és hormonok
stimuldlhatjak. Aktiviacidjukat kovetden, SH doménjiikon keresztiil szdmos mas fehérjével
1épnek kapcsolatban, ezdltal tobbféle jeltovébbitasi utvonalat (PI3K/AKT, MAPK, PLCy,
lasd 2.4.4.1-2.2.4.3 fejezeteket) aktivalhatnak.

A nem receptor tirozin kindzok kozé tartozik a FAK, Fes, ABL, Csk, JAK, Tec, Src és a
Syk csaldd. A Src csaldd tagjai (Src, Lck, Fyn, Yes, Hck, Blk, Fgr, Lyn, Srm, Frk és Yrk),
kiilonbozd jelutvonalakban miikddve szabalyozzak a sejtek homeosztizisat, novekedését és
migracidjat. A Src csaldd tagjainak expresszidja sejttipusonként eltér: a Src, Yes és Fyn
majdnem minden szovetben megtaldlhatd, a Srm a keratinocitdkban, mig a Blk, Hck, Lck,
Fgr és a Lyn. f0képpen a hemapoetikus sejtekben expresszalodik [6]. Kozos jellemzdjiik,
hogy az N terminélis részhez k6tddd mirisztril csoport révén kapcsolédnak a membranhoz,
mig a palmitoil csoport a sejtben torténd mozgasukhoz sziikséges [7]. Szdmos receptor
tirozin kindzzal (EGFR, Met, AXL) és nem receptor tirozin kindzzal, példdul a FAK-al is
kapcsolatba 1épnek [7]. A FAK a fokdlis adhézidk révén pedig kapcsolatban keriilhet a
mdtrixreceptorok egyik csoportjaval, az integrinekkel. Az integrinek mellett a sejt-sejt €s

sejt-kornyezet kozotti kapcsolat szabdlyzdsdban fontos szerepet jatszanak még a nem

14



DOI:10.14753/SE.2015.1762

integrin tipusd madtrixreceptorok, a nem specifikus matrixreceptorok, és a matrix
metalloproteazok (MMP2, MMP9) is. Mivel az integrinek nem rendelkeznek
citoplazmatikus tirozin kinéz aktivitassal, ezért jelatviteliik az aktink6td fehérjék (talin vagy
paxilin) révén valésul meg [8]. A FAK ezekhez az aktinkotd fehérjékhez kotodve
aktivalodik [9]. A Y925, Y576 és Y577 tirozin oldalldncok kétddési helyet jelentenek a Src
csalad tagjai (Lyn, Src, Fyn) szdmadra [10, 11]. A FAK két prolinban gazdag regidjdhoz a
p130Cas allvanyfehérje is kotddhet, amely igy tigyantigy mint FAK, fontos szerepet tolt be
a sejtek migracidjaban [12]. A FAK-hoz hasonl6 stukturdval rendelkezik még a Pyk2 kindz,
amely bizonyos sejt tipusokban a fokélis adhéziés komplex egyik résztvevdje [13]. A Pyk2
kinaz a fontos foszforilacios helyeit (Y402, Y580) a Src kindz is foszforildlja [14]. A sejtek

migracidjat a p130Cas asszocidcidja révén is befolydsolhatja [15].

2.3.2 A receptor tirozin kinazok

Az eddig ismert 530 protein kindz génbdl 90 gén kddol tirozin kindzt amibdl 58 tartozik a
receptor tirozin kindzok csoportjaba, amelyeket kindz doménjiik aminosav szekvencidja és
az extracelluldris régié strukturdlis hasonldsdga alapjan 20 csalddba sorolnak (1-es édbra)
[S]. Szerkezetiikre jellemzd, hogy rendelkeznek egy extracelluldris ligandkotd, egy
transzmembrdn és egy intracelluldris kindz doménnel. Az extracelluldris rész tartalmazza a
ligand koto helyet. Szerkezete csalddonként eltérd tipusi doménekbdl (immunoglobulin
szerli, prolinban vagy leucinban gazdag, ciszteinben gazdag, EGF-szer(i) 4ll. Az
extracelluldris részt egy junxtamembran régié koti 6ssze az intracelluldris kindz doménnel.
A receptor tirozin kindz csalddok intracelluldris katalitikus doménje koriilbeliil 250
aminosavbdl all, melynek szekvencidja és harom dimenzids szerkezete evoliciésan igen
konzervalt. Ez a domén egy kisebb B-redd szerkezetli C-termindlis és egy nagyobb a-hélix
szerkezeti N-termindlis részbdl all. A tirozin-kindz aktivitdssal rendelkezd receptorok
aktivdléddsa az extracelluldris részhez kotddd ligand hatdsdra torténik meg, aminek
kovetkeztében két receptor tirozin kindz egy dimert alkot [16]. A dimerizdcié miatt kozel

keriilnek a katalikus kindz domének is, és keresztbe foszforildljadk egymds meghatarozott
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tirozinjait. A foszforildlt oldallincokhoz SH2 vagy PTB domént tartalmazé molekuldk

képesek kotddni, amelyek ezutdn kiilonbozd jeltovabbitédsi utvonalakat aktivélnak.
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2.4. Az AXL tirozin kinaz receptor

24.1. A TAM tirozin Kinaz csalad expressziés mintazata és

fiziologias szerepe

A TAM receptor tirozin kindz csalddnak harom tagja ismert: az AXL (Ark, Tyro7, Ufo), a
Mer (Eyk, Nyk, Tyrol2) és a Tyro3 (Byk, Dtk, Rse, Sky, Tif). Mindhdrom receptorra
jellemzd, hogy foképpen az immun-, vaszkuldris-, reproduktiv- és az idegrendszer sejtjein
expresszalodnak, ahol szdmos folyamat szabdlyozasdban vesznek részt [18].

Az AXL minden szovetben jelen van, de a hippocampusban, a kisagyban, a szivben, a
makrofdgokban, a hardntcsikolt izomszovetben, a mdjban, a vesékben, a herékben és az
endothél sejtekben magasabb az expresszidja.

A Mer elsdsorban a hematopoetikus sejtekben (makrofagok, dendritikus sejtek, NK sejtek,
megakarocitdk) expresszdlodik, de megtaldljuk a petefészkekben, a prosztatdban, a
herékben, a tiidoben, a retindban és a vesékben is [19-21]. A sziv, az agy és a vazizom
szoveteiben is jelen van, de alacsonyan expresszalt [21].

A Tyro 3, hasonléan a Mer-hez, szdmos hematopoetikus sejtben, a herékben, a
petefészkekben, az emldkben, a tiidében, a vesékben, a retindban €s az oszteoklasztokban is
megtaldlhaté, de nagyobb mennyiségben csak az idegrendszerben expresszalodik [19, 22,
23].

Habér az TAM receptorok mRNS-e megtaldlhaté az embrionélis szovetekben, hidnyuk nem
okoz semmilyen valtozdst az embriondlis fejlddésben. Ezzel ellentétben a felndtt
szervezetben a TAM receptorok fontos szerepet toltenek be a szdveti regenerdcid soran
[24].

Nagyon sokdig azt hitték, hogy a TAM receptorok sejttipustdl fiiggden egyedi funkcidkkal
rendelkeznek, de a legutébbi vizsgdlatok egyre inkdbb arra mutatnak, hogy a TAM
receptorok funkcidja hasonl6 és kooperativ [25].

Ligand-receptor kombindciotdl, sejttipustdl és a kornyezettdl fiiggden a TAM receptorok

kiilonbozd sejtvédlaszt adhatnak.
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Az immunsejtekben elsdsorban az apoptotikus sejtek fagocitézisat €s citokin szekrécidjat
szabdalyozzék [26, 27].
Az apoptotikus sejtek eltakaritdsa fontos szerepet tOlt be a szoveti fejlddésben,
homeosztizisban, a limfocitdk érésében és a gyulladdsos folyamatokban, mivel az
apoptotizalt sejtek felhalmozdddsa szoveti nekrézishoz vezetne. Az immunsejtek koziil
elsdsorban a makrofagok azok, amelyek felismerik a foszfatidil szerint membranjuk kiilsé
felszinére fordité apoptotikus sejteket és fagocitdljadk azokat [28]. E felismerés direkt
moédon a makrofagok PS receptordn keresztiil, vagy indirekt mdédon egyes szolubilis
fehérjék (példaul a TAM receptorok ligandjai: Gas6 és ProS) révén torténik. Ebben a
folyamatban nem csak a Gas6 és a ProS, de maguk a TAM receptorok is fontos szerepet
toltenek be. Megfigyelték, hogy a makrofagokban amelyek mind a harom TAM receptort
expresszaljak [21, 22, 29] els6sorban a Mer receptor, mig a dendritikus sejtekben AXL és
Tyro3 receptorok vesznek részt az apoptotikus sejtek eltakaritdsdban [20].
A velesziiletett immunrendszer sejtjeiben a TAM csaldd tagjai szabdlyozzdk a citokin
szekrécidt ugy, hogy csokkentik a proinflammatorikus citokinek (TNF, IL-6 IFN)
termelését a citokin jelatvitelt szupresszalo fehérjék (SOCS1, SOCS3), aktivicidja révén
[30]. Eppen ezért az AXL, a Mer és a Tyro3 receptorok hidnya elGsegiti a krénikus
autoimmun betegségek, mint példdul a reumatoid arthritis vagy a szisztémds lupus
erythematosus megjelenését [31, 32]. A TAM receptorok szabdlyozzdk az NK sejtek
aggregacidjaban [19]. Legutobbi vizsgdlatok rdmutattak, hogy a TAM receptorok hidnya
vagy a szolubilis AXL vagy Mer gdtolja a trombdzist illetve trombocita funkcid kiesést
okoz [34].
Eleinte a TAM receptorok funkcidjat foképpen az ér sima izom sejtjein vizsgaltak, ezért
mar nagyon kordn nyilvdnvaléva vilt, hogy az AXL, Mer és Tyro3 receptorok fontos
szerepet jatszanak az arteroszklerézis kialakuldsiban [35, 36]. Ersériilés sordn az ér
simaizom sejtjeiben az AXL és a Gas6 expresszidja megnovekszik, de az AXL aktivacidja
indukalja e sejtek migrdcigjat is, tovabbd megvédi 6két az apoptozistdl és a kdlcium szint
novekedésétol [35, 37]. Hasonl6 antiapoptotikus mechanizmust figyeltek meg az endothél
sejtekben is [38].
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2.4.2. A TAM receptor tirozin kinaz receptorok szerkezete

A TAM csalad tagjai hasonléan a tobbi RTK-khoz, rendelkeznek egy ligandkotd
extracelluldris, egy transzmembrian és egy konzervdlt intracelluldris kindz doménnel.
Extracelluldris doménjiikre jellemzd egy adhézios molekula-szerli domén amely egy kettds
immunoglobulin-kapcsolt doménbdl €s két I1I-as tipusu fibronektin ismétlodésbal 4ll (2-es
abra) [25]. Az ismert RTK koziil egyediil a Tiel és a Tek (Tie2) tirozin kindzok
extracelluldris doménjére jellemzd még ez a szerkezet [39]

A TAM receptorok kindz doménjére egy egyediildllé konzervilt KW(I/L)A(I/L)ES
aminosavszekvencia jellemzd, melynek hasonldsdga alapjan kozeli rokonsdgban allnak a
Met tirozin kindz csaldddal (2-es dbra) [40]. A sejten beliili hatdsuk is hasonld, hiszen a
Met és a TAM receptorok hasonl6 jelutvonalakat aktivdlnak [41, 42].

A TAM receptor csaldd tagjai kozill az AXL és a Mer a kindz domén aminosav
szekvencidjaban [21], mig az AXL és a Tyro3 az exonok szdma és struktirdja alapjan mutat

homoldgiat [24, 43] .

2.4.3. A TAM csalad ligandjai és szerkezetiik

A TAM csalad tagjainak a ligandja sokdig ismeretlen volt, mig 1995-ben felfedezték, hogy
a K vitamin-fiiggd Gas6 képes aktivalni az AXL tirozin kindz receptort [44], mig a ProS a
Tyro3 tirozin kindz receptort aktivdlja [45, 46]. Késobb sikeriilt kimutatni, hogy a Gas6
kiilonb6zd affinitdssal mind a hdrom receptorhoz kotddik és aktivélja is azokat [47-49].
Habar nagyon sokdig azt hitték, hogy a ProS csak a Tyro3-hoz kotédik, nemrég sikeriilt
bebizonyitani, hogy azokban a sejtekben ahol a Mer és a Tyro3 egyiitt expresszalddik, ott a
ProS a Mer receptorhoz is képes kapcsolddni [50].

Szerkezetiiket tekintve a Gas6 €s a ProS aminosav szekvencidja 43%-ban azonos, de a
Gas6-bol hidnyzik a trombin hasit6 régié [51]. Az N-termindlis végiikon mindkét fehérje
tartalmaz egy koriilbeliil 60 aminosavbdl 4ll6 glutaminsavban gazdag Gla domént amely a

K vitamin-fiiggd reakcié sordn y- karboxildlédik [52]. Fontos, hogy ez a kaboxilacié azelott
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torténjen meg mieldtt a Gas6 és ProS bioldgiailag aktivva vdlna [53]. E két ligand a Gla
doménen keresztiil képes kotddni az extracelluldris PS-ekhez, ami fontos szerepet tolt be a
TAM receptor-medidlt fagocitézisban [54]. A Gla domént négy EGF-szerli ismétlodés €s
két gobmb alaki ,,LG” domén koveti, utdbbiak az SHBG-k és a lamininek G doménjeihez
hasonldak (2-es dbra) [48]. Ezek az SHBG domének fontos szerepet jatszanak a TAM
receptorok aktivicigjdban [55]. Nagyon sokdig nem volt vildgos, hogy a két LG domén
koziil melyik aktivadlja az AXL receptort. Nemrég krisztallizacids vizsgélatokkal sikeriilt
kimutatni, hogy a két domén koziil LG1-es domén felelds az AXL receptor aktivicidjaért.
Az LGl-es az AXL receptor két Ig doménjéhez kotddve aktivalja a receptort [55].
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2. dbra. A TAM receptoroknak és a ProS, Gasé6 ligandok szerkezete

A dimerizdlt TAM receptor a ProS vagy Gas6 ligandokhoz kotédik. A ligandok Gla
doménjének az N termindlis vége az apoptotikus sejtek foszfatidilszerinjéhez kotodik. A
ligand aktivitdsdhoz sziikséges a Gla domén glutaminsavjdnak a y-karboxildcidja, amely a
K vitamin jelenlétében zajlik. Forras: [27]

Nemrég 3 4j TAM receptor ligandot azonositottak, a Tubby-t, a TULP1-et és a Galectin-3-
at [56]. A Tubby és a TULPI1 ligandokra jellemzd, hogy hidnyzik beldliikk a Gas6 és ProS
ligandokra jellemz6 SHBG domén [57]. Ehelyett az N-termindlis végiikon elhelyezkedo
MPD région keresztiil kapcsolédnak a TAM receptorokhoz [57]. Mig a TULP1 mindharom
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receptorhoz, addig a Tubby csak a Mer receptor kotddik. Mindkét ligand fontos szerepet
tolt be a fagocitdzis sordn azéltal, hogy hidat képeznek a makrofagokon elhelyezked6 TAM
receptorok és a fagocitdlandé apoptotikus sejtek kozott [S7]. A Galectin-3, a Tubby és a
TULP1 ligandokhoz hasonldan az apoptotikus sejtek és tormelékek fagocitalasaban jatszik
szerepet. Jelenleg nem ismert, hogy pontosan melyik doménjén keresztiil kapcsolddik a

Mer receptorhoz [58].

2.4.4. Az AXL receptor jeltovabbitasa

Az AXL (Ark, Ufo) tirozin kinaz receptort eredetileg két CML-es betegbdl azonositottdk
1988-ban. Az AXL név a gordg anexelekto sz6bol szarmazik, melynek jelentése
,ellendrizhetetlen”. A humdn AXL receptor génje a 19-es kromoszomak ql3.1-q13.2
régidiban lokalizdlodik és 20 exonbdl all, melyek egy 894 aminosavbol allé fehérjét
kédolnak [59]. Fiziologidsan az AXL receptor a vese, a mdj, a sziv, a herék sejtjeiben,
tovabba monocitdkban és makrofagokban expresszalddik [21, 60-62] ahol tobbek kozott
ezeknek a sejteknek a proliferdcidjat, tulélését és migracidjat szabdlyozza. Tovabbd az
AXL a masik két TAM receptorral egyiitt részt vesz az apoptotikus sejtek eltakaritdsaban, a
himivarsejtek érésében, a vaszkularis simaizom homeosztazisdban, az eritropoézisben és az
immunvalaszban [24, 61].

A TAM csaldd tagjai mds csalddokhoz tartozé receptor tirozin kindzhoz hasonldéan
ligank6tés hatdsdra aktivalodnak. A Gas6 nagy affinitdssal képes kotodni az AXL receptor
immunoglobulin doménjéhez ami kivaltja a receptor dimerizacidjit és autofoszforildcigjat
harom tirozin oldalldncon: Y779, Y821 és Y866 [63]. Ismert a ligand fiiggetlen aktivacio
is, amikor két szomszédos sejten overexpreszdlt AXL receptor extracelluldris része
Osszekapcsolddik, ami a sejtek aggregacidjat okozza [64]. Ezeken kiviil az erek simaizom
sejtjeiben a reaktiv oxigén gyokok (ROS) is képesek aktivadlni az AXL receptort [65].

A receptor intracelluldris doménjének foszforilélt tirozinjathoz az azokat felismerd SH2
vagy foszfotirozin doménnel rendelkez6 molekuldk kapcsolédhatnak. A foszfo Y779-hez a

PI3K, a foszfo Y821-hez a c-SRC, az Lck és a Grb2 mig a foszfo Y866-hoz a PLC-y
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kapcsolodik. Ismertek méds kotd molekuldk is, mint példdul az Nck2 adaptor fehérje, a

SOCSI cytokin jeltovabbitds szupresszor fehérje, a C1-TEN foszfatdz, a Ran-k6t6 fehérje,

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

Az AXL receptorbdl harom {6 jelatviteli utvonal indul ki: a MAPK, a PI3K/AKT és a PLC-

v/PKC (3-as ébra), amelyek a sejtek novekedését és tulélését serkentik. A sejtek

proliferacidjaért foképpen a MAPK jelitvonal, mig a sejtek tuléléséért a PI3K/AKT

jelutvonal aktivalodasa felelds. Ez aldl kivételt képeznek az ér simaizom sejtjei, a GnRH-t

szekretdlo idegsejtek és az oligodendrocitdk, amelyekben a Gas6 és az AXL a PI3K-AKT

utvonaltdl fiiggetlen jeltovabbitdsi utvonalak aktivéldsdval szabdlyozzdk a sejtek tulélését
[35, 68, 69].
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3. dbra. Az AXL receptor jeltovabbitasi utvonalai. Forrds: [25]

2.4.4.1. A MAPK qtvonal

A mitogén—aktivélt protein kindz jelit evoliciésan konzervilt, amely mds jeltovabbitasi

gyulladési

és

az apoptotikus folyamatokat. Ehhez a kaszkddrendszerhez olyan
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szerin/treonin kindzok tartoznak, amelyek csak az utdnuk kovetkezd kindzt aktivéljadk. A
hirom legfontosabb MAPK jelutvonal a p38, a JNK és az ERK. A p38 és a JNK
utvonalnak kiemelt szerepe van a stresszre és gyulladdsos citokinekre adott sejtvédlaszban,
mig az ERK ttvonal a proliferacids és differencidcios folyamatokban vesz részt.

Az AXL kindzhoz kapcsol6d6 MAPK jelut aktivicidja a Grb2 adapter fehérjén keresztiil
valésul meg [66]. Ez a kapcsolddds direkt médon a foszfo-Y821-en keresztiil vagy indirekt
moédon a ligand stimuldci6é altal foszforildlt Shc fehérjén keresztiil torténhet meg. Ez a
kapcsolodas teszi lehetdvé, hogy az AXL a Grb2 fehérjén keresztiil mind a hdrom
legfontosabb MAPK jelutvonalat (p38, JNK és ERK) aktivalja. Az AXL receptor ezeken a
jelutvonalakon keresztiill képes stimuldlni a sejtnovekedést és az aktin citoszkeleton
Ujrarendez6dését, ez utdbbit f0képpen a p38-as jelutvonal altal szabalyozza [53]. NIH3T3
sejtekben ez utébbi dtvonal nélkiilozhetetlen a Gas6/AXL daltal indukdlt mitogenézisben

[70].

2.4.4.2. A PI3K/AKT jelitvonal

Ez a jelutvonal a MAPK-hoz hasonléan szintén fontos szerepet jatszik a sejtnovekedés
migracidjanak a stimulalésa.

Az AXL éltal aktivalt AKT jelut gatolja az apoptézist, ezdltal eldsegitve a sejtek talélését.
Ezt a hatast kiilonbozoképpen képes kifejteni: foszforildlja az S6K kindzt, a Bcl-2
antiapoptotikus fehérjét és serkenti az NFkB jelutvonalat, mig a kaszpaz 3, proapoptotikus

fehérje aktivacidjat gatolja [70-72].

2.4.4.3. A PLCy utvonal

A PLC-y az SH2 doménjén keresztiil kotodik az AXL receptor foszfo-Y821 és foszfo-
Y866-hoz. Az aktivalt PLC-y a foszfatidil-inozitol-4,5-bifoszfatot bontja DAG-4 és 1P3-4.
A DAG aktivdlja a klasszikus és uj tipusi PKC kindzokat, mig az IP3 specifikus
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receptorokon keresztiil az endoplazmds retikulumb6l szabadit fel Ca®*-ot. A Ca®
kalmodulinhoz val6 kotddése szamos jelitvonalat aktival.

A fentiekben részletezett jelitvonalakon kiviil a Gas6/AXL tengely gétolja még az oroklott
immunrendszer sejtjeiben a TLR és a citokin receptorok jeltovabbitasat, mig az SHP-2

aktivacidja révén a VEGFR?2 aktivécidjat is [30, 73, 74].

2.4.5. Az AXL receptor tirozin kinaz inaktivacidja

AXL receptor inaktivacidjardl ez iddig kevés informdcionk van. Az egyik feltételezett
mechanizmus a proteolitikus hasitds, melynek sordn a receptor extracelluldris része
eltdvolitasra keriil. Az igy keletkezett szolibilis AXL (sAXL) a szérumban képes megkotni
a Gas6-ot, ezzel meggatolva a membranban 1évé AXL receptorok aktivacigjat [75]. A
proteolitikus hasitdst valdszintileg egy metalloproteindz enzim az ADAMI17 végzi [76]. A
klasszikus RTK-okra jellemz6 inaktivacidt, az internalizaciét, az AXL kindz esetében is
megfigyelték [69]. Ennek sordn a receptorok egy klatrinnal bélelt membranbefiiz6désbe
keriilnek és endocitézissal internalizdlédnak. Az igy létrejott korai endoszomdkban a
receptorokat a Cbl ubikvitin-fehérje ligdz ubikvitindlja, ami proteaszémalis

degradaciojukhoz vezet.

2.4.6. Az AXL receptor szerepe a daganatokban

Az AXL receptor szerepe a human daganatok pathogenéziseben mdr régdta ismert, hiszen
génjét eredetileg human rékos sejtekbdl klénoztdk [60]. Az AXL overexpreszidjat szamos
daganatfélében kimutattdk, mint példdul pajzsmirigy- [77], emld- [78], vastagbél- [79],
tiidé- [80], mdj- [81], leukémia- [62], nyelOcsOtumorokban [82] és aszterocitaszerii
gliomdkban [83]. AXL overexpresszidja egyardnt megfigyelhetd az emlddaganatos betegek
mintdiban és human emldédaganatos sejtvonalakban. Szdmos irodalmi adat igazolja, hogy
AXL overeszpresszidja els6sorban a metasztazisos emlddaganatokban fordul eld, tehit az

alacsony tulélés egyik indikdtora [84]. Hugyhdlyag daganatokban példdul a Fra-1
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transzkripcids faktor szabdlyozza az AXL receptor expresszidjat az AXL gén promoteréhez
kotddve [85]. Ezen kiviil az AXL gén promoter aktivacidja és igy az AXL fehérje
expresszidja fiigg a promoter CpG szigeteinek metilaltsdgatol is, befolydsolva a sejtciklust,
a tumor fejlodését €s differencidlodédsat [86-88]. Az AXL expresszidjat a miR-34a és az
miR-199a/b miRNS-ek is befolydsoljdk aziltal, hogy kotddnek az AXL mRNS 3°-UTR
régidjdhoz [89]. Vastagbél-, nem kissejtes tiido- €s emlddaganat sejtvonalakban példaul a
miR-34a gitolja az AXL fehérje expresszidjat [89]. Transzformdlé képességének a
héitterében a kindz expresszidjdban bekovetkezd véltozdsok dllnak, melyek fokozzdk a
rakos sejtek proliferdcigjat, migracidjat, aggregacidjat €s tulélését. Az AXL onkogén
potencidljat els6sorban a fentiekben részletezett antiapoptotikus €s proliferaciés dtvonalak
aktivacidjanak koszonheti. Ugyanakkor a proinflammatorikus citokinek (IL-8, CXCLI,
CXCL2) aktivacidja révén képes szabdlyozni a tumor és a stroma kozotti interakcidkat is
[90]. Ezek a citokinek az adéziés molekuldk és a metalloprotedzok stimuldcidja révén
befolydsoljdk a tumor sejtek invazidjat €s migraciojat. Az AXL expresszidja tehat fontos
szerepet tolt be az EMT fenntartdsdban, amely a daganatsejtek metasztatizalasat segiti el
[91, 92].

AXL overexpresszidja csokkenti az emld glioblasztoma, tiidd, petefészek, vese és akut
mieloid leukémids betegek tulélését [84, 93-96].

Ezekben a sejtekben AXL fontos szerepet tolt be az EMT és a sejtek metasztazisanak a
szabélyozasdban [97, 98]. Ezt timasztja ald az a megfigyelés, hogy ER+ betegek mintdiban
az AXL overexpresszid gyakran el6fordul, de eziddig nem sikeriilt kimutatni az dsztrogén
receptor kotddését az AXL gén promoteréhez. Viszont ezekben a sejtekben a Gas6

expresszidja az Osztrogén receptor altal szabdlyozott [99].
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24.7. Az AXL szerepe a célzott daganatterapias szerekkel

szembeni rezisztenciaban

Az elmilt években rohamosan nétt az olyan daganatterdpids szereknek a szdma, amelyek
olyan molekuldkat gétolnak, amelyek fontos szerepet tOltenek be a daganatok
viselkedésében. A potencidlis célpontok koziil kiemelkedd szerephez jutottak az EGFR
csaldd tagjai, mivel a leggyakoribb daganatokban ezek a receptorok jarulnak hozza a
daganatsejtek novekedéséhez és a tumoros transzformdciéjahoz: példdul nem-kis sejtes
tidokarcindmdk, fej-nyaki daganatok, emldédaganatok esetében [100-102]. Az EGFR
csalddnak négy tagja ismert: ErbB1 (EGFR/HERI1), ErbB2 (HER2/Neu), ErtbB3 (HER3) és
ErbB4 (HER4). Habar mind a négy receptor tirozin kindz receptorként kozismert, a HER3
nem rendelkezik kindz aktivitassal. Eppen ezért a HER3 csak heterodimér szerkezetben tud
aktivalédni. Elsédlegesen a HER2-vel dimerizdlédik, de szamos esetben az EGFR-el is
képez heterodimért. Habar a HER2-nek nincs ismert természetes ligandja, a tobbi EGFR
csalad tagjainak elsédleges dimerizaciés partnere [103]. Ismert, hogy a HER2 emeli a
dimerizéacids partnereinek a foszforilacids €s aktivacios szintjét. Az EGFR csaldd tagjait,
kivéve a HER2-6t, szamos ligand képes aktivélni. Az ismert 11 ligandot, a receptorok irdnti
specifitasuk és affinitdsuk alapjan, 3 csoportba soroljak [104]. Az els6 csoportba azokat a
ligandokat soroljdk, amelyek kizdr6lag az EGFR-hez kotddnek, ide tartozik az EGF, AR,
EPG ¢és TNFoa. Mdsodik csoportba tartozik az epiregulin, a HB-EGF és a betacellulin,
amelyek az EGFR mellett a HER4-hez is kotddnek. A harmadik csoportba a NRG-ok
tartoznak, melyek a HER3 és a HER4 természetes ligandjai [105].

Az EGFR receptorok az AXL receptorhoz hasonl6 jeltovabbitdsi utvonalakat aktivalnak.
Mind a négy EGFR, a dimerizéciot kdvetden a Grb2 €s a Shc adaptor fehérjéken keresztiil
aktiviljadk a MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT és a PLCy utvonalakat. Jelenleg szdmos
EGFR-t és HER2-t célz6 gydgyszert alkalmaznak sikerrel els6 vonal beli terdpiaként:
példaul az EGFR gétlé Erbitux monoklondlis antitestet [106], Gefitinib és Erlotinib [107]
tirozin kindz gétlé szereket, a HER2-t gitl6 Trastuzumab monklondlis antitestet és a

Lapatinib tirozin kindz gitlét amelyik EGFR/HER2 kettés gatloként kozismert. Ezek az
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inhibitorok hatékony kezelési modot jelentek szdmos daganatféleség esetében, de az
elsddleges €s a szerzett rezisztencia kialakuldsanak a probléméja még mindig megoldasra
VAr.

Az AXL tirozin kindz receptor expressziojit €s aktivdcidjat, mdir szdmos
gyogyszerrezisztens daganatos sejtvonalban megfigyelték. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy AXL tirozin kindz receptornak fontos szerepe lehet a kemoterdpia-
rezisztencia kialakuldsaban. Nemrég kimutattdk, hogy az Erlotinibbel kezelt EGFR muténs
tiid0 sejtvonalakban és xenograftokban az AXL aktivacidja fontos szerepet jatszik az
Erlotinibbel szembeni rezisztencia kialakitdsaban. Ezekben a sejtekben az AXL gdtldsa
helyredllitotta a daganatos sejtek Erlotinib irdnti érzékenységét [108]. Ezen kiviil, szdmos
tanulmdny mutatott ki magas AXL expressziot Lapatinib rezisztens HER2 pozitiv
emlotumoros sejtvonalakban, Erlotinib rezisztens fej-nyaki daganatos sejtvonalakban,
Imatinib (BCR/ABL gitl6) rezisztens gasztointestindlis sztréma tumorokban, Nilotinib
(Abl, PDGFR gitld) rezisztens krénikus leukémia sejtekben, BMS-754087 rezisztens
rhabdomyosarcoma sejtekben, €s ¢€s Ciszplantin rezisztens petefészek és nyeldcso

adenokarcinomakban [109-117].

2.4.8. AXL gatl6 vegyiiletek

Szamos olyan stratégia 1étezik, ami dltal a receptor tirozin kindzok aktivitdsat gatolhatjuk.
Gyodgyszerfejlesztési szempontbdl a két legigéretesebb a receptor extracelluldris
doménjéhez k6tdd6 monoklondlis antitestek és a kindz domén ATP kotd zsebébe illeszkedd
kismolekuldju gatloszerek haszndlata. A monoklondlis antitestek megakadalyozzdk a ligand
kotédését a receptorhoz, igy gétolva a receptor dimerizacidjat és autofoszforilacidjat. A
kismolekuldju kinazgatlok pedig az ATP-vel versenyeznek az ATP kotd zsebért. Ez utobbi
jelenleg a legintenzivebben tanulmanyozott stratégia.

Jelenleg kevés olyan monoklondlis és poliklondlis antitest ismert, amely az AXL tirozin
kindz receptort célozza [98]. A legismertebb monoklondlis antitest az YW327.6S2, amely a

tobbi monoklondlis antitesthez hasonléan a receptor extracelluldris részéhez kotddik,

27



DOI:10.14753/SE.2015.1762

gatolja a Gas6 kotddését, aminek kovetkeztében az AXL aktivicidja elmarad. Preklinikai
vizsgélatok igazoljdk, hogy tiid0 xenograftos modellekben noveli az Erlotinib és
Carboplatin/Paclitaxel hatasat [118].

Habdr a mai napig nem létezik kifejezetten AXL gétlé gydgyszer, az eddig engedélyezett,
illetve fejlesztés alatt all6, mds célpontok ellen tervezett kis molekuldju tirozin kindz
inhibitorok koziil sok gitolja az AXL kinazt is.

Az Amuvatinib (MP-470, Supergen) volt az els6 olyan tirozin kindz inhibitor, amelyrdl
bebizonyosodott, hogy az AXL receptor tirozin kinazt is gitolja [112]. Habar eredetileg c-
Kit gatlonak tervezték, szelektiven gitolja a c-Met, c-Ret, PDGFR-f kindzokat is. Prosztata
daganatokban az Erlotinibbel egyiitt alkalmazva eldsegiti a HER1, HER2 és HER3 gatlasat
[119].

A Foretinib (GSK1363089, GlaxoSmithKline) eredetileg c-Met, c-Kit, FLT3, Tie2 és
VEGFR?2 inhibitorként valt kozismerté, de nemrég kideriilt, hogy az AXL-t is gitolja [120,
121]. A c-Met amplifikacioval és EGFR overexpresszioval rendelkezd tiidédaganatokban a
Foretinib novelte az Erlotinib hatdsat [122]. Hasonléképp, Lapatinib rezisztens
emlddaganat sejteket a Foretinib -az AXL gatldsa révén- tjra Lapatinib érzékennyé tette
[120].

A Bosutinib (SKI606, PF-5208763, Pfizer) eredetileg Src/Abl kindz inhibitornak lett
kifejlesztve, de mikromdléris koncentracioban AXL-t is gétolja [123]. KésObb kidertilt,
hogy ez a vegyiilet sokkal hatdsosabban gitolja a BCR-ABL receptort, mint az Imatinib
[124]. Jelenleg fazis Il-es klinikai vizsgalatokban szerepel eml6daganatos betegeken és
fazis IlI-ban Ph+ CML-es betegeken [125].

A BMS-777607 (Bistrol-Myers Squibb), c-Met inhibitor, amely sokkal szelektivebben
gitolja AXL-t mint a c-Met kindzt [126]. Ez a vegyiilet hatékonynak bizonyult humén
gyomor karcinoma xenograftokban, tovabba klinikai fazis I-ben és Il-ben eldrehaladott
stddiumu gyomor-nyeldcsd daganatokban is vizsgaltak.

Kifejezetten AXL gdtlasra tervezett molekuldk koziil az R428-at (Rigel) és az
MPCD84111-et érdemes megemliteni. Az R428 multikindz inhibitor, de mintegy 15-szor

alacsonyabb koncentraciéban gatolja az AXL receptor tirozin kindzt, mint a tobbi célpontjat
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[97]. Preklininkai vizsgédlatokban eldsegiti a ciszplatin hatdsdt és csokkenti az
eml6daganatos sejtek metasztatizaldsat.

Az MPCD84111-et hatéanyagot AXL tirozin kindz géitlénak tervezték a Vichem Chemie
Kutaté dolgozéi és a Max Planck Intézet dltal a WO2011045084 kod alatt van
szabadalmaztatva. A Szokol et al. 2014 publikdcidjaban leirt 10-es vegyiilet is hasonl6
szerkezettel és hatdsspektrummal rendelkezik, mint az MPCD84111-es AXL inhibitor
[127].
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3. Célkitiizések

Habar szamos irodalmi adat igazolja az AXL tirozin kindz szerepét a daganatos sejtek
migracidjdban és a gydgyszer-rezisztencia kialakitdsdban, ez iddig az AXL pontos szerepe
ezekben a folyamatokban nyitott kérdés maradt. Doktori munkdm els6 részében az AXL
receptor tirozin kindzt célzo kindzgéitloknak tripla negativ eml6daganat sejtvonalak
migracidjara gyakorolt hatasaval foglalkoztam.
Elsédleges célom az volt, hogy megvizsgaljam a mar publikdlt BMS777607, SKI606 és a
Max Planck Intézet éltal szabadalmaztatott MPCD84111 AXL receptor tirozin kindz gatlok
migracié gatlé hatékonysagét tripla negativ emlddaganatos sejtvonalakban.
Kisérleteim sordn a kdvetkezd kérdésekre szerettem volna vélaszt kapni:
1) Befolyésolja-e AXL receptor tirozin kindz expresszidja és foszforilacidja a tripla
negativ emlddaganatok migracidjat, és ha igen, mily médon.
2) Van-e kiilonbség az AXL receptor tirozin kindz gitlé hatéanyagok migracié gatld
képességében és hatdsmechanizmusiaban
Munkam masodik részében kiilonbozo eredetli, az AXL tirozin kinazt fokozottan
expresszalé daganatos sejtvonalakban tanulmdnyoztam az AXL gatlds ellen kialakul6
rezisztencidt, kiilonos tekintettel mas tirozin kindz receptorok aktivacidjéra.
Kisérleteinkben a kdvetkezd kérdésekre kerestem a vélaszt:
3) Milyen hatdssal van az AXL tirozin kindz gétldsa a tobbi receptor tirozin kindz
aktivaciojdra és foszforilaciojuk mintazatara?
4) Milyen kombindcids kezelésekkel el6zhetd meg az AXL gatlokkal szembeni

kompenzéaciés mechanizmusok kialakuldsa?
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4. Anyag és modszer

4.1. Sejtvonalak

Kisérleteink sordn a Max Plank informdciés adatbazisa alapjan kiilonbozd eredetli AXL
overexpresszioval rendelkezd tumoros sejtvonalat hasznaltunk. Ebbdl hat tripla negativ
emlédaganat (MDA-MB-231, MDA-MB-231-D3H2LN, Hs578T, BT549, MDA-MB-436,
MDA-MB-468), négy sejtvonal glioma (A172, U373, SF126, U118), négy tiidé (H1975,
H1299, H292, A549), harom hasnyalmirigy (AsPC-1, BxPC-3, Capan-2), két petefészek
(OVCARS, SCOV3), egy méhnyakrdk (C4-I) és egy fibroblaszt (NIH/3T3) eredetii volt. Az
MDA-MB-231-es sejtvonalat Stefano Iacobelli (Department of Oncology and Experimental
Medicine, University Foundation ‘G. D’ Annunzio’, Chieti-Péscara, Chieti, Olaszorszadg), a
Hs578T sejtvonalat pedig az U3 Pharma (Martinsried, Németorszdg) bocsétotta a
rendelkezésiinkre. A tobbi sejtvonal az ATCC sejtbankbdl szdrmazott. 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), mig a
Hs578T, H1975, H1299, H292, OVCARS, BxPC-3, BT549, MDA-MB436, MDA-MB468
sejtvonalat RPMI 1640 médiumban (GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia)
tenyésztettiik. A SCOV3 sejtvonalat 10%-os FBS tartalmi McCoy’s 5A médiumban
novesztettik. A DMEM médium 1% Na-piruvitot (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%-0s CO,-termosztatban tartottuk.
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4.2. Tirozin kinaz inhibitorok és monoklonalis antitestek

A Lapatinib, az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorokat a Vichem Chemie Kutaté Kft.
(Budapest, Magyarorszdg) szintetizédlta, mig a BMS777607 és az R428 inhibitorokat az
LDC Discovery GmBH-t6l (Dortmund, Németorszag) kaptuk. Az inhibitorokat DMSO-ban
oldottuk 10 mM koncentracidban €s szobahdmérsékleten taroltuk. A Herceptin és Erbitux

monoklondlis antitesteket a martinsriedi Max-Planck Gydgyszertarbol vasaroltuk.
4.3. Ligandok és Batimastat

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

Systems GmbH-t6l (Németorszag) vasaroltuk.
4.4. RNS interferencia, géncsendesités

Az 50-70% konfluencidju sejteket 40 nM-os végkoncentraciéban kezeltiikk Lipofectamin
RNAIMAX (Invitrogen, Darmstadt, Németorszdg) transzfekcids reagens és OptiMEM
(GIBCO, Invitrogen, Bleiswijk, Hollandia) médiumban oldott kis interferdldé RNS (siRNS)
oligonukleotidokkal. A kisérlet sordn kiilonb6z6 gén specifikus siRNS-t (ref. kodok:
Ambion siRNA AXL 1845, p130Cas 18372, 18373; Lyn 8356, 277; Met 8701; HER2 540;
HER3 4780 és Dharmacon EGFR J-003114-13) hasznéltunk. Kontrollként a sejteket
negativ siRNS-sel kezeltik (Ambion kontroll siRNS # 1), amelyik semmilyen ismert
mRNS szekvencidval nem mutat homolégidt. 24 6ra elteltével médiumot cseréltiink, majd

Ujabb 24 6rés inkubéciot kovetden a sejteket lizdltuk vagy tovabbi kisérletekhez passzaltuk.
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4.5. A sejtproliferacio vizsgalata (CellTiterGlo assay)

A sejteket 96 lyuku tenyésztd lemezekre (Perkin Elmer) raktuk ki, wellenként 1000 sejtet
50 pl-be. 24 6ra inkubdlds utdn a kivant koncentrdcidju kindz inhibitorokkal kezeltiink,
majd 72 6rdig inkubdltunk 37°C-on, 5% CO, jelenlétében. A hiarom napos inkubdcid
leteltével a sejtek életképességét *CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay’ kit
(Promega, Mannheim, Németorszdg) segitségével hataroztuk meg, a gydrtd leirdsanak
megfeleléen. A lumineszcenciat Microplate Luminometer LB96V késziilék (Berthold

Technologies) segitségével detektaltuk.

4.6. SDS-PAGE és Western blot

A sejteket 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1 mM EGTA, 10% (v/v) Glycerol, 1%
(v/v) Triton X-100, 100 mM NaF, 10 mM NasP,0,%10 H,0O, 1 mM NazVO,4, | mM PMSF
és 10 mg/ml aprotinint tartalmazé lizis pufferben lizaltuk. Ezt kovetden a lizatumok fehérje
tartalmat BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL. USA) segitségével hatdroztuk meg. Az
egyenld fehérje tartalmd mintdkhoz Laemli mintapuffert (62,5mM Tris-HCI pH 6,8, 2%
(w/v) SDS, 10% (v/v) glicerin, 50 mM DTT, 0,01% (w/v) bréomofenolkék) adtunk majd 5
percig forralva denaturéltuk dket.

Az SDS-PAGE-t 12% akrilamid koncentricioju gélen végeztik molsily standard
jelenlétében (low range, Biorad). A fehérjéket a gé€lr6l nitrocelluléz membranra
(Whatmann, Maidstone, Egyesiilt Kirdlysag) blottoltuk, 150 V konstans fesziiltségen, 3
Oran keresztiil, félszaraz blottolési koriilmények kozott.

A membran nem specifikus kotohelyeinek blokkoldsara 10% (v/v) NET zselatint tartalmaz6
blokkol6 puffert haszndltunk 1 6rdn at. A membréanokat az elsddleges antitesttel 1:2000
higitdsban, NET zselatint tartalmaz6 pufferben inkubdltuk egy éjszakan keresztiil. A p-Lyn
(Y507) # 2731, p-Src (Y416) #2101, p-Pyk (Y580) #3291, p FAK (Y576/577) # 3281,
p130Cas (Y410) #4011, p-HER3 (Y 1289) #4791, p-HER?2 (Y 1248) #2247, EGFR #2232 és
p-AKT (S473) #9271 antitesteket a Cell Signalling Technologies-t6l, a HER2 #06-562 és a
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HER3 #05-390 antitesteket a Millipore-tdl, az anti-Met-et #sc-161 a Santa Cruz
Biotechnology-t6l mig az anti-tubulin ellenanyagot #T1926 a Sigma- Aldrich-t6l rendeltiik.
A foszforildlt tirozinok detektaldsdhoz a Max Planck Intézetben szintetizalt antitesteket
hasznaltunk. Az inkubaciét kovetden a membranokat 10 % (v/v) NET zselatint tartalmazé
pufferrel mostuk 20 percenként 5 korben, majd az elsddleges antitestnek megfeleléen
szobahOmérsékleten HRP-kotott kecske anti-nyul (Bio-Rad, Miinchen, Németorszag) és
kecske anti-egér (Sigma, Miinchen, Németorszag) mdsodlagos antitesttel inkubéltuk 1 6ran
keresztiil. Ujabb 5x20 perc NET-es mosdst kovetden az immunreakciok eredményét ECL
Advanced Western Blotting Detection kit (Perkin Elmer Rodgau, Németorszag)
segitségével detektdltuk. Az eldhivdas Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, Ismaning,
Németorszag) filmmel tortént. A Western blottos savok strliségét Image] 1.47 szoftverrel

mértiilk meg.

4.7. Human foszfo- RTK array, human RTK chip

A humadn foszfo-RTK array-t (R&D Systems GmbH, Németorszag, #ARY001) a gyarto
protokollja alapjan haszndltuk. 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
NasP,07%10 H,O, 1 mM NazVOs, I mM PMSF és 10 mg/ml aprotinint tartalmazé lizis
pufferrel lizdltuk. A membranokat 500 pg fehérjét tartalmazé mintaval 4°C-on inkubaltuk
egy €jszakdn keresztiil. A membrianokat ECL Advanced Western Blotting Detection kit
(Perkin Elmer Rodgau, Németorszdg) segitségével detektaltuk. Az el6hivas Hyperfilm ECL

(Amersham Biosciences, Ismaning, Németorszag) filmmel tortént.
4.8. Immunoprecipitacio

Az antitesteket A-sepharose gyongyokkel (GE Healthcare, Németorszag, #17-5280-04) és
lizis pufferrel inkubdltuk 40 pl végtérfogatban 1 6rdn keresztiil, majd a Western blottnal
haszndlt lizis puferrel haromszor megmostuk. Az 1igy eldkészitett gyongyokket a
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vizsgdland6 fehérje mintdkkal inkubdltuk 4°C-on 16 6rdn keresztiil. Az inkubicié utan a
mintdkat lizis pufferrel haromszor megmostuk, majd a lecentrifugélt pellethez Laemmli
puffert adtunk és 10 percig fOztiik. Az immunoprecipitdlt proteineket SDS-PAGE és
Western blot utdn anti-foszfo tirozin antitesttel (4G10, Max Planck Intézet, Martinsried,
Németorszag) jeloltik és ECL Advanced Western Blotting Detection kit (Perkin Elmer
Rodgau, Németorszag) segitségével detektiltuk. Az immunoprecipiticids kisérletekhez

haszndlt HER3 (#05-390) és HER2 (#06-562) antitesteket a Millipore-t6l rendeltiik.
4.9. 3D szferoid kultara

A 96 lyuku szovettenyésztd lemezt 80 pl 3 mg/ml koncentrici6ji Matrigellel (BD
Bioscience, USA, #354234) vontuk be, majd egy éjszakan at, 37°C-on inkubdltuk. Ezt
kovetden lyukanként 7000 sejtet tartalmaz6 120 pl médiumot pipettdztunk a mar szildrd
Matrigel-re, majd a megfelel6 koncentrdcidju inhibitorral kezeltiink. A sejteket 72 6rdig

inkubaltuk azért, hogy szferoidokba csoportosuljanak.
4.10. Sejtmigracios vizsgalat

A sejtmigracio méréséhez a Boyden kamra assay-t hasznaltuk. A sejteket kirakds elott 0.1%
(v/v) FCS-t tartalmazé médiumban felszuszpenddltuk, majd a 8 pM poérus nagysagu
Boyden kamra (BD Transduction Laboratories, Heidelberg, Németorszdg) felsé osztatdba
50.000 ezer sejtet tettiink ki. A kamra alsé osztatdba kemoattraktansként 1%-os (v/v) FCS-t
tartalmaz6 médiumot helyeztiink. Az AXL inhibitorok vizsgélata esetén a kamra felsd és
alsé osztatdba is pipettdztunk a kivant koncentraci6ju inhibitorokbol. A sejteket 3.5 6ran
keresztiil inkubéltuk, majd a membrédnon keresztiilmigralt sejteket 0.05%-os (v/v) Crystal
violet/ 20%-os (v/v) metanollal (Sigma, Steinheim, Németorszdg) fixaltuk és festettiik. 20
perces inkubdcidt kdvetden a megfestett sejteket desztilldlt vizzel megmostuk, majd a felsé
kamrat egy gyapot tamponnal kitisztitottuk. A membranon keresztiilmigralt sejtekrol
kamranként legaldbb 5 véletlenszeri helyen fényképet készitettiink Axiovert 300
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Mikroszkoppal (Zeiss, Jena, Németorszag). Az igy késziilt fényképek alapjan a MetaMorph
szoftverrel kvantifikdltuk (6.2r4 verzi6, Molecular Devices) a membrdnon atmigralt

sejteket.

4.11. Kvantitativ PCR

A kvantitativ PCR kisérlethez az MDA-MB-231 sejteket 10 puM BMS777607 vegyiilettel
vagy DMSO-val (hordozd) kezeltik. Az RNS izoldldisa (RNeasy Mini Kit-50;
QIAshredder, QIAGEN) és a specifikus egy szali cDNS (First Strand cDNA Synthesis Kit,
Fermentas, Fisher Scientific) szintézise a gyarté ajanldsai alapjan tortént. A cDNS
szintéziséhez 1 pg teljes RNS-t és 200 ng radom hexamer primert hasznédltunk. A NCBI
adatai alapjan 17 kiilonb6z6 human NRGI izoformét vizsgéltunk: #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 kiilonboz0 izoformat teszteltiink: #1 NM_001982.3 és #2
NM_001005915. A reverz traszkriptdzt 1 a 60-hoz ardnyban kevertik 0,5 puM gén
specifikus primerrel és Fast SYBR® Green Master Mix-el (Applied Biosystems). A PCR-t
a gydrtd ajanlasai alapjan StepOnePlus késziiléken (Applied Biosystems) futattuk.

4.12. AXL ELISA

Az AXL ELISA mintat a kovetkezoképpen készitettiik: lyukanként 75.000 sejtet raktunk ki

egy 6 lyuku plate-re, 24 6rds inkubéci6 utdn szérummentesre cseréltiilk a médiumot és tjabb

24 oréaig €heztettiik. Ezt kovetdéen 1 ordig kezeltiink az inhibitor koncentracié sorokkal,

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

stimuldltuk. Az inkubdcids id6 leteltével a sejteket jégen, 400 pl lizis pufferrel (50 mM

HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, ImM EGTA, 10% (v/v) Glicerol, 1% (v/v) Triton X-100,
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100 mM NaF, 10 mM NasP,07-10 H,O, 1 mM NazVO4, 1 mM PMSF és 10 mg/ml
aprotinin) lizdltuk. A hasonl6é fehérje mennyiségli mintdkat a detektdland6 fehérjével
bevont 96 lyukd Nunc MicroWell™ plate-re (Fischer Scientific GmbH, Schwerte,
Németorszag) pipettdztunk. A mintdkat masnap eltdvolitottuk a lyukakbdl és a lyukak
felszinét mosé oldattal (PBS és 0,05% (v/v) Tween20) 6tszor atmostuk.

A foszforildlt tirozinok detektdldsdhoz a Max Planck Intézetben készitett biotinildlt
antitestet (4G10) 10% (v/v) FCS tartald mosé oldatban oldottuk, majd wellenként 100 pl-t
vittiink fel beldle. 2 6rds inkubaciét kovetden a fent emlitett médon mostuk a plateket. Ezt
kovetden 1 ords inkubdcid kovetkezett a mdsodlagos anti-foszfo-tirozin egér antitesttel
szobahOmérsékleten. Egy tjbb mosasi 1épés utdn a floreszcens jel kialakitdsdhoz az alkaline
foszfatdz AttoPhos Substrate Set-et (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag)
haszndltuk. Masfél 6ra inkubécié utdn a detektdlas TECAN Ultra Evolution plate reader-el

(430 nm excitacid, 560 nm emisszid) tortént.

4.13. NRG1 ELISA

Az ELISA lemezek felszinét 0,05% (v/v) Tween20 és 10% (v/v) FCS tartalmia PBS
oldatban 1:180 ardnyban kihigitott biotinildlt anti-humdn NRG1 B1/HRG1 B1 antitesttel
vontuk be (24 6ra, 4°C). Mos6 pufferrel (Iasd 5.15) 5x mostuk a lemezeket, majd 1:4000
higitasu biotin Alkaline Foszfatdzzal Konjugalt Streptavidin SA110 (Millipore USA)
oldattal inkubdltuk Oket egy 6rdn keresztiil. Ujabb mosisi lépések utdn 90 percig
inkubdltunk az Alkaline Foszfatdz AttoPhos Substrate Set (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Németorszag) detektalo folyadékkal. Végiil a floreszcens szigndlt 560 nm
hulldmhosszon detektaltuk a TECAN Ultra Evolution plate reader-el (Tecan Deutschland

GmbH, Crailsheim, Németorsz4g).
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4.14. AKT foszfo-S473 ELISA

Az ELISA lemezek felszinét 1:180 higitasu biotinildlt Pan foszfo-AKT (S473) specifikus
ellenanyaggal vontuk be. 24 6ra inkubdlds utdn a plate-eket a fentiekben ismertetett médon
Otszor mostuk, majd felpipettdztuk az egyenld fehérje tartalmu mintdkat. Az inkubalds 24
oran keresztiil, 4°C fokon tortént. Mosdsokat kovetden a platet 1:4000 higitdsi biotin
Alkaline Foszfatdzzal Konjugdlt Streptavidin SA110 oldattal inkubdltuk 1 6ran keresztiil. A
mosdsok utdn Alkaline Foszfatiz AttoPhos Substrate Set (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Németorszdg) detektalo oldattal szobahdmérsékleten 90 perc rdzatds utdn
tortént a floreszcens jel detektdldasa. A detektdlds 560 nm hulldmhosszon tortént TECAN

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

4.15. Az adatok kiértékelése és statisztikai analizis

Minden kisérletet legaldibb hdromszor ismételtiink meg. Az ICsy értékeket a kezeletlen
kontroll mintdkhoz viszonyitott szdzalékos értékben adtuk meg és XLfit 5.1.0 szoftverrel
(IDBS, Surrey, UK) dbréazoltuk. A statisztikai 6sszehasonlitdsokat Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney és Dunnett's Multiple Comparison Teszttel végeztiik. Szignifikdnsnak akkor
tekintettiik a kiilonbséget a Dunnett's Multiple Comparison Teszt esetében, ha a p<0,0001,
mig 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 kindz inhibitorok hatasa a

tripla negativ emlédaganat sejtvonalak migracidjara

5.1.1. Az AXL receptor tirozin kinaz gatlasa fiigg a sejttipustol

és a tirozin kinaz inhibitortol

Korabbi tanulmidnyok mdér bebizonyitottdk, hogy az AXL receptor tirozin kindznak
kozponti szerepe van a tripla negativ daganat sejtvonalak migracidjdban [98, 123]. Mivel a
tripla negativ daganatok nehezen gydgyithatok szerettiik volna megvizsgalni, hogy az AXL
receptor kindz gétldsa milyen hatdssal van a tripla negativ emlddagnatos sejtvonalak
migracidjara. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a BMS777607, az SKI606 és az MPCD84111
kindz inhibitorok hatdsiat a AXL foszforilacidjara, a kisérleteinkhez hiarom olyan tripla
negativ sejtvonalat (MDA-MB-231, Hs578T és BT549) valasztottuk ki, amelyekre jellemzd
az AXL fehérje overexpresszidja [123].

A sejteket kiilonboz6 koncentraciokban kezeltiik az inhibitorokkal 1 6rdn keresztiil, majd
30 percig stimuldltunk Gas6-al. Az AXL kinaz foszforilaltsagat ELISA-val hataroztuk meg.
Erdekes médon a harom AXL tirozin kindz gitlé sejtvonalanként kiilonboz6 ICs, értékeket
mutatott.

Az MPCD84111 AXL kindz foszforilacio gatld ICs, értéke az MDA-MB-231-es sejtekben
0,21 uM, Hs578T sejtekben 0,04 uM és BT549 sejtekben 0,307 uM volt (4 A, D, G 4bra).
A hiarom AXL tirozin kindz gétlé koziil az SKI606 inhibitor gétolta a legkevésbé az AXL
foszforilacigjat. Az MDA-MB-231 és a BT549 sejtekben az SKI606 AXL foszforildcié
gatld 1Cs értéke nagyobb volt, mint 1 pM, mig a Hs578T sejtekben az ICs, értéke 0,94 uM
volt (4 B, E, H dbra). A BMS777607 inhibitor AXL foszforildcié gatlo ICsy értéke az
MDA-MB-231 sejtvonalban 0,16 pM, Hs578T sejtekben 0,005 puM és a BT549 sejtekben
0,178 uM volt (4 C, F, 1 dbra). Mind a hidrom sejtvonalban az AXL tirozin kinidz
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foszforilacigjat leghatékonyabban a BMS777607 inhibitor gatolta,

mig az AXL

foszforilaci6 gatlasara legérzékenyebben a Hs578T sejtvonal reagalt
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4. dbra. Az AXL receptor tirozin kindz foszforildcidjanak a gdtldsa tripla negativ

emlodaganat sejtvonalakban

Tirozin kindz inhibitorokkal kezelt MDA-MB-231 (felso), Hs578T (kozépso) és BT549

(also) sejteket 1 ords inkubdciot kovetéen 250 ng/ml Gas6-al stimuldltunk 30 percig. Az

AXL receptor tirozin kindz foszforildciojdat ELISA-val mértiik meg. A gorbék illesztése és az

ICsg értékek meghatdrozdsa XLFit 5.1.0 szoftver felhaszndldsdval tortént.
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5.1.2. A tirozin kinaz inhibitorok migracio és életképesség gatlo

hatékonysaga sejttipusonként valtozik

A tirozin kindz gatlok sejtmigraci6 gitlé 1Csg értékeit Boyden kamrds assay-vel hataroztuk
meg. Az MPCD84111 tirozin gitlé az MDA-MB-231 sejtekben 0,535 pM, a Hs578T
sejtekben 2,9 uM és a BT549 sejtekben 0,862 pM-os ICsq értékkel gatolta a sejtmigraciot (5
A, D, G dbra). Az SKI606 sejtmigricié gitld ICsg értékei az MDA-MB-231-es sejtekben
0,421 uM, a Hs578T sejtekben 0,971 uM és a BT549 sejtekben 0,627 uM voltak (5 B, E, H
abra). A vizsgalt inhibitorok koziil a BMS777607 sejtmigracio gatlo ICso értékei voltak a
legmagasabbak (MDA-MB-231: 0,865 uM, Hs578T és BT549: >3,125 uM).
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A tirozin kindz inhibitorokkal kezelt MDA-MB-231 (fels6) Hs578T (kozépso) és BT549

(also) sejtek migrdciojdt Boyden kamrds assay-vel ellendriztiik. A gorbék illesztése és az

ICsg értékek meghatdrozdsa XLFit 5.1.0 szoftver felhaszndldsdval tortént.

Hogy megvizsgaljuk az inhibitorok hatdséat a sejtvonalak életképességére az el6z0 napon

kirakott sejteket 10 uM koncentraciotol induld, 10 pontos felezd higitdsi sor megfeleld
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koncentracidival kezeltiik, majd tovabbi 72 6rdig inkubdltuk. Ahogy a 6-os dbra is mutatja,
az SKI606 és az MPCD84111 szignifikdnsan gétoltdk a BT549 és a Hs578T sejtvonalak
életképességét, ugyanakkor a BMS777607 inhibitor nem okozott szignifikdns eltérést
ezeknek a sejtvonalaknak a viabilitdsdban (6 D, E, F, G, H, I). Az MDA-MB-231-es
sejtvonalon mért ICsy értékek mindig magasabbak voltak, mint a BT549 vagy a Hs578T
sejtvonal ICsq értékei (6 A, B, C 4bra).

Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy a sejtviabilitds gatlds ICsy értékei minden
esetben, mig a migraci6é gitlds ICsy értékei dltaldban magasabbak voltak, mint az AXL

aktivitas géatldsdnak ICsp koncentraciol ugyanazon sejtvonalon és kezelOszer esetében.
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6. dbra. Az AXL tirozin kindz inhibitorok viabilitdas gdtlo hatdsa a tripla negativ
emlodaganat sejtvonalakban

A tirozin kindz inhibitorokkal kezelt MDA-MB-231 (felso), Hs578T (kozépso) és BT549
(also) sejtek ICsy értékeinek a meghatdrozdsdt 72 ords inkubdcio utdn CellTiter Glo
lumineszcens assay-vel vizsgdltuk. A gorbék illesztése és az ICsy értékek meghatdrozdsa

XLFit 5.1.0 szoftver felhaszndldsdval tortént.
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5.1.3. A vizsgialt AXL inhibitorok kinaz szelektivitas profilja

kiilonbozik

Ahhoz, hogy megértsiik, hogy az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok miért gatoljdk
jobban a tripla negativ daganatsejtvonalak migraciojit, mint a BMS777607, egy sejtalapu
,profiling assay”’-vel meghatdroztuk az inhibitorok szelektivitds profiljat. A sejtalapu
,profiling assay”’-hez a Hs578T sejtek sejtlizdtumét hasznaltuk. Az assay kiilonbdzd
technologidk (SILAC és ITRAQ) felhaszndldsdval meghatdrozza az inhibitor kotédési
affinitdsat (Kq) a vizsgdland6 célmolekulakhoz. Mivel a BMS777607 inhibitor szelektivitas
profiljat mar kordbban leirtdk Schroeder et al. publikdciéjaban [126], ezért csak az SKI606
€s az MPCD84111-es inhibitorokat vizsgaltattuk meg a fent emlitett assay-ben.

A fliggelék 1-es tdblazatdbol kitlinik, hogy az SKI606 foképpen a Src csaldd tagjaihoz
(Lyn, Src, Fyn és Yes), a MAPK csaldd tagjaihoz, az Ephrinekhez és a PKC csaldd
tagjaihoz kotédik. Az MPCD84111 szorosan kotédik az AXL, a Met és az Aurora B
kindzhoz, de az SKI606-hoz hasonléan a Lyn, a Yes és a Src kindzokhoz is nagy az
affinitdsa. Hasonl6an az MPCD84111 inhibitorhoz, a BMS777607 célpontjai kozé tartozik
a Met és az Aurora B kindz is. Az AXL tirozin kinidz receptort mind a hdrom inhibitor
célozza.

Ezeknek az eredményeknek a tudatdban kivédlasztottunk 84 kindzt, hogy azokon
pontosabban megmérjilk az inhibitorok hatdserdsségét. A vizsgdlatokat 1 pM inhibitor
koncentracié mellett a Millipore cég végezte radiometria alapi assay-ben. A kapott
eredmények jol korrelédltak kotddési assay-vel. Az MPCD84111 és az SKI606 inhibitorok
hasonlé intenzitdssal gatoltdk a Src csalad tagjait és az Abl, a PTKS, az EGFR, az ErbB4, a
Lok, a Tie2 kindzokat, mig a BMS777607 és az MPCD84111 a MET csaladd tagjainak (c-
Met, Ron) és az Aurora csaldd tagjainak (Aurora A, Aurora B és Aurora C) az aktivitasara
voltak negativ hatdssal (Fiiggelék 1. dbra). Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy az MPCD84111 és az SKI606 kindz inhibitorok sejtmigracié gitlasa elsésorban annak

koszonhetd, hogy gatoljak a Src tirozin kindz csalad tagjait.
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5.1.4. A Lyn és a p130 Cas kiilonb6z6 szerepet jatszik a tripla

negativ sejtvonalak migracigjaban és viabilitasaban

Az SKI606 és az MPCD84111 éltal célzott Src csaldd tagjai koziil a Lyn tirozin kindz mind
a harom tripla negativ sejtvonalban overexpresszélt [128]. Ennek az irodalmi adatnak a
tudatdban valasztottuk ki a Lyn tirozin kindzt és egy, a sejtmigrdcioban fontos szerepet
jatsz6 allvanyfehérjét, a p130Cas-t. Az MDA-MB-231, a Hs578T és a BT549 sejtvonalak
migracidjdban és viabilidsdban betoltott szerepiik vizsgélatdhoz a kivalasztott fehérjéket
siRNS kezeléssel csendesitettiik, majd a géncsendésités eredményességét Western blot
analizissel validaltuk (7 C abra).

A Lyn és a pl30Cas fehérjék géncsendesitése utdn mind a harom vizsgalt sejtvonal
migracidja szignifikdnsan lecsokkent (7 A dbra). A Lyn siRNS kezelések nem gatoltdk,
viszont a pl30Cas siRNS kezelés szignifikdnsan lecsokkentette az MDA-MB-231, a
Hs578T és a BT549 sejtvonalak viabilitdsat (7 B dbra). Az, hogy a Lyn és a p130Cas
siRNS kezelések szignifikdnsan gétoltdk a sejtvonalak migracidjat, arra enged
kovetkeztetni, hogy a Lyn és a p130Cas fontos szerepet tolt be ezeknek a sejteknek a

migracidjaban.
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7. dbra. A Lyn és a p130Cas fehérjék szerepe a tripla negativ emlodaganat sejtvonalak
migrdcidjaban és életképességében.

A Lyn és a pl130Cas siRNS-el kezelt sejtek migrdciojdt Boyden kamrds assay-vel (A), mig
viabilitdasukat CellTiter Glo lumineszcens assay-vel (B) vizsgdltuk. Az AXL siRNS kezelések
eredményességét Western blottal ellenoriztiik (C) A diagramokon az dtlag és szordsok fel

vannak tiintetve, ¥*=p<0.0001, Dunnett-féle Tobbszoros Osszehasonlitds Teszt.
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5.1.5. Az MPCD84111 és az SKI606 gatolja a tripla negativ

sejtvonalak migracios jeltovabbitasi titvonalait

Az eldz6 részben ismertetett eredmények arra utalnak, hogy az MPCD84111 és az SKI606
sejtmigracio gitld hatdsa annak koszonhetd, hogy az AXL mellett mds migracids kindzok
aktivitasat is gatoljdk. Hogy err6l még jobban megbizonyosodjunk, az éheztetett sejteket 1
puM koncentraciéju SKI606, BMS777607 és MPCD84111 inhibitorokkal kezeltiik 1,5 és 48
ordig, majd Western blottal ellendriztiik a fobb sejtmigraciés kindzok és a pl130Cas

allvanyfehérje aktivicios foszforildcids helyeit.

48



DOI:10.14753/SE.2015.1762

MDA-MB-231
1,5h 48 h
© ~ = - ~ ?3
8 w3 83 & 8 w3 83 £
¥ 2R &3 5 & 2R &3 ¢
W O N 20 X 7 ON 2 X
PYK2 pY580 - - —

J
|

FAK pY576/577 -

p130Cas pY410 -

Lyn pY507 =5 - - T T — —_—

Src pY416 - R TR W W T

8. dbra. Az AXL tirozin kindz inhibitorok migrdcios kindzokra gyakorolt hatdsa.
Az MDA-MB-231 sejtvonalat 1,5 vagy 48 ordig kezeltiik 1 uM MPCD84111-el, SKI606-al
vagy BMS777607-el. A migrdcids kindzok (Pyk2, FAK, Lyn, Src) és pI130Cas dllvdanyfehérje

foszforildltsdgat Western blottal hatdroztuk meg

Ahogy a 8-as, 9-es és 10-es dbra is mutatja, az MPCD84111 és az SKI606 hossziitdvon
gétolta a Lyn, a Pyk2, a FAK és a p130Cas foszforilaci6jat mind a harom sejtvonalban. A
Hs578T sejtvonalban 1,5 6rds SKI606 és MPCD84111 kezelés utan a Lyn foszforilacidja
még nem véltozott szignifikdnsan (10-es dbra). A vdrtaknak megfelelden az SKI606 gétolta
a Src Y416 foszforilacidjat, de az MPCD84111 inhibitor nem blokkolta ennek a kindznak
az aktivitdsat. A BMS777607-al tortént kezelés pedig nem mddositotta szignifikdnsan a

vizsgdlt migricids kindzok foszforildcidjat, ez aldl kivételt csak a c-Src képezett, amelynek
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az aktivitdsa a Hs578T sejtvonalban 1,5 6rds kezelés utan lecsokkent, viszont 48 6ra mulva

helyreallt.
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9. dbra. Az AXL tirozin kindz inhibitorok migrdcios kindzokra gyakorolt hatdsa a
Hs578T sejtvonalon.

A sejtkultiirdkat 1.5 vagy 48 ordig kezeltik 1 uM MPCD84111-el, SKI606-al vagy
BMS777607-tel. A migrdcios kindzok (Pyk2, FAK, Lyn, Src) és pl130Cas dllvinyfehérje

foszforildciojdt Western blottal hatdroztuk meg.

Ezen eredmények 0sszhangban vannak a kordbban részletezettekkel és aldtdmasztjak, hogy
az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok sejtmigracié gatld hatdsa annak koszonhetd,
hogy az AXL gatlasa mellett a migracios kindzok aktivitasat is csokkentik. Tovéabba
egyértelmiien bebizonyitottuk, hogy a tripla negativ sejtvonalak migracié gatlasdban sokkal
célravezetdbb lehet tobbszoros, az AXL-t €s a migracids kindzokat is gatl6 inhibitoroknak a

hasznélata.
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10. dbra. Az AXL tirozin kindz inhibitorok migrdcios kindzokra gyakorolt hatdsa a
BT549 sejtvonalon.
A sejteket 1.5 vagy 48 ordig kezeltiik 1 uM MPCD84111-el, SKI606-al vagy BMS777607-

el. A migrdcios kindzok (Pyk2, FAK, Lyn, Src) és p130Cas dllvdanyfehérje foszforildciojdt

Western blottal hatdroztuk meg.
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5.2. Az AXL tirozin kindz gatlisanak hatasai AXL
overexpresszalt daganatos sejtvonalak receptor tirozin

kinaz foszforilacigjara és expresszidojara

5.2.1. Az AXL tirozin kinaz gatlasa eloidézi a HER3 aktivacigjat

és expresszidjat

A daganatterdpidban egy uj paradigménak szamit a molekuldris célpontok elleni célzott,
személyre szabott terdpia. Ez a terdpia a daganatsejtek novekedéséért, taléléséért,
migracidjaért felelds jelatviteli molekuldk célzott gatlasan alapszik. Azonban ennek az Uj
daganatkezelési moddszernek a sikerességét drnyalja a szerrel szembeni rezisztencia
kialakuldsa. Eppen ezért sziikségszerlivé vélt a rezisztencia okainak az ismerete ahhoz,
hogy sikeresebben gatoljuk annak kialakuldsat.

Korébbi irodalmi adatokbdl ismert, hogy az AXL tirozin kinidz hozzdjarul a célzott hatdsu
molekuldkkal szembeni rezisztencidhoz [108, 109, 113, 125].

Mivel eziddig nem tanulmanyoztdk ezt a kérdést, célul tliztik ki, hogy ellendrizziik az AXL
gdtlds hatasait a tobbi receptor tirozin kindz expresszidjdra illetve aktivaciojdra.

Ahhoz, hogy ezt megvaldsitsuk, a kordbbiakban ismertetett BMS777607 inhibitor AXL
foszforilaci6 gatlo képességét eloszor NIH/3T3-AXL fibroblaszt sejteken vizsgaltuk ELISA
segitségével (11 A dbra). Az NIH/3T3-AXL sejtvonal AXL cDNS transzfekcio
kovetkeztében nagy mennyiségben expresszalja az AXL fehérjét.

A tovdbbi Kkisérleteinkhez viszontaz AXL-t fizioldgidsan expresszalo sejtvonalakat
haszndltunk. A kivalasztott sejtvonalak koziil az MDA-MB-231 volt a legfontosabb, mivel
ennek a sejtvonalnak az agressziv képessége fiigg az AXL fehérje expresszigjatol [84, 98,
129].

Ahhoz, hogy megvizsgédljuk az AXL receptor tirozin kindz hatdsat a tobbi receptor tirozin

kinaz foszforildcidjara, vagy siRNS-el csendesitettiik az AXL fehérjét, vagy BMS777607
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AXL inhibitorral gatoltuk az AXL kinaz aktivitdsat. Ezek utdn receptor tirozin kindz array-

vel mértiikk meg a receptor tirozin kindzok foszforilaciojat (11 B dbra).
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11. abra. Az AXL tirozin kindz gdtldsa kiovetkeztében a HER3 foszforildlodik

A BMS777607 AXL tirozin kindz foszforildcio gdtlo ICsg értékét NIH/3T3-AXL sejtvonalon
hatdroztuk meg, ELISA segitségével (A). Az MDA-MB-231-es sejteket 24 ordig BMS777607
inhibitorral vagy AXL siRNS-el kezeltiik, majd Foszfo- RTK Array kit segitségével

ellendriztiik az AXL gdtlds hatdsdt a tobbi receptor tirozin kindz foszforildciojdra (B).

24 6ras, 1 pM BMS777607 inhibitorral val6 kezelés kdvetkeztében a kontroll membranhoz
viszonyitva a vizsgalt 42 receptor tirozin kindz koziil az AXL és a Met aktivitdsa
szignifikdnsan lecsokkent, mig a HER3 foszforildci6ja erésodott (11 B dbra). Ezzel
szemben a EGFR kindz csaldd tobbi tagjanak (EGFR, HER2 és HER4) a foszforilacidja
nem valtozott. Az AXL siRNS kezelés hatasara az InsR, IGF-1R és ismét a HER3
foszforildcigjanak a szintje erdsodott fel (11 B dbra). Az AXL gatléds utdni InsR és IGF-1R
foszforilacigjanak a megerdsodését Western blottos kisérletekkel nem  sikeriilt
alditdmasztanunk. Az AXL kindzgitlas pozitiv hatdsit a HER3 foszforildciéra mads
modszerrel is ellendrizni akartuk. Ezért az MDA-MB-231-es sejteket szérumos és
szérummentes koriilmények kozott AXL siRNS-el és BMS777607-el kezeltik, majd
Western blottal megvizsgéltuk a HER3 foszforilacigjat. A szérumos (10% (v/v) FBS) és
szérummentes (0% (v/v) FBS) koriilményektdl fliggetleniil a kontrollhoz képest az AXL
siRNS-el kezelt sejtekben a HER3 Y1289 foszforilici6ja megerdsodott (12 A dbra).
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Hasonl6an az AXL siRNS kezeléshez, az 1 pM és 10 uM BMS777607 inhibitorral val6 24
Ords inkubdcié utdn is lathaté volt a HER3 foszfo-Y 1289 indukcidja az MDA-MB-231
sejtekben (12 A dbra). Az anti-HER3 antitesttel végzett immunoprecipitacios kisérleteket
siRNS-el transzfektalt MDA-MB-231 sejtek lizdtumdbol végeztiikk, mig a HER3 tirozin
foszforilacigjat a Max Planck Intézet foszfo-Tyr antitestével detektaltuk. A HER3
aktivacigjaért felelds tirozin oldalldnc foszforilacidjat (HER3 foszfo-Y1289) Western
blottal validaltuk. Mivel az AXL-hez kotddd egyik fontos jeldtviteli molekula, a PI3K
foképpen ehhez a tirozin oldallanchoz kotddik [130], ezért a kisérleteinkhez ezt az antitestet
hasznaltuk. Az immunoprecipitdciés vizsgalatok megerdsitették a fentiekben ismertetett
kisérletek eredményeit, mivel az AXL géncsendesités kovetkeztében a HER3

foszforildcigja szignifikdnsan megerdsodott (12 B dbra).
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12. dbra. Az AXL tirozin kindz gdtldsa kovetkeztében indukdlodott foszfo HER3
validdldsa

Az MDA-MB-231-es sejteket AXL siRNS-el vagy 1 és 10 uM BMS777607-el kezeltiik, majd
Western blottal validdltuk a HER3 foszforildcidjdt (A). Az AXL siRNS-el kezelt MDA-MB-
231 sejtek foszfo-HER3 tartalmdt HER3 specifikus (Millipore, # 05—390) és foszfo-Y1289
HER3 antitesttel tettiik ldthatovd (B). A c-Met hatdsdt a HER3 foszforildciojara Met
specifikus siRNS-el és 10 uM BMS777607-el ellenériztiik (C).
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Mivel a BMS777607 inhibitor els6sorban Met kinaz inhibitorként kozismert, ezért
fontosnak tartottuk, hogy megvizsgaljuk a Met fehérje hatasat a HER3 foszforilacidjara. E
célbol az MDA-MB-231 sejteket magdban Met specifikus siRNS-el vagy 10 pM
BMS777607-el kombinaciéban kezeltiik (12 C dbra). A Met siRNS-el vagy a BMS777607
inhibitorral kombinicidéban kezelt sejtekben a Met fehérjének a hidnya nem okozott
véltozast a HER3 foszforilacidjaban, mig a 10 pM BMS777607-¢l kezelt sejtekben a HER3
foszforilacigja megnovekedett (12 C dbra). Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy

a Met fehérje nem befolyésolja a HER3 foszforilaciojat.

5.2.2. A HERS3 foszforilacidojanak az erosodése az alacsony AKT

foszfo -S473 mennyiséggel korrelal

Kivancsiak voltunk arra, hogy az el6z6 részben ismertetett HER3 feedback mechanizmus
jellemzd-e minden AXL overexpresszidval rendelkezd daganatos sejtvonalra. Hogy errdl
megbizonyosodjunk, els6 korben kivalasztottuk két olyan petefészek (OVCARS, SCOV-3)
és két emlé (MDA-MB-231, Hs578T) sejtvonalat amelyek AXL overexpresszidval
rendelkeznek. Ahhoz, hogy az AXL aktivitdsat legatoljuk, a sejteket 10 puM BMS777607-
tel (13 A édbra) vagy siRNS-sel (13 B dbra) kezeltiik, majd Western blottal ellendriztiik a
HER3 foszforilaltsdgat. Az MDA-MB-231 és OVCARS sejtekben mindkét kezelési mod
kovetkeztében foszforildlédott a HER3, viszont a Hs578T és SCOV-3 sejtekben a HER3
foszforildcidja nem volt l14that6 (13 dbra). Ezen eredmények alapjan, arra kovetkeztetiink,

hogy az AXL expresszidja nem feltétleniil prediktdlja HER3 feedback mechanizmust.
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13. dbra. Az AXL overexpresszioval rendelkezd sejtvonalaknak, az AXL gdtlasra adott
vdlasza kiilonbozo

Az MDA-MB-231, Hs578T, OVCARS és SKOV-3 sejteket 10 uM BMS777607-el (A) vagy
AXL siRNS-el (B) kezeltiik, majd Western blottos kisérletekkel ellendriztiik a HER3 kindz
foszfo-Y1289 foszforildciojdt.

Hogy tovabb jellemezziik a HER3 aktiviaci0 mechanizmusdnak az okait, 20 kiilonbozd
szoveti eredeti (glioma, emld, petefészek, méhnyakrék, tiidé és hasnyalmirigy) sejtvonalat
védlasztottunk ki, amelyek overexpresszaltdk az AXL tirozin kindz receptort. Mivel az
PI3K/AKT jeltovéabbitdsi dtvonalat befolydsolja az AXL tirozin kinaz receptor [70], ezért
AKT foszfo-S473 ELISA-val meghatdroztuk a sejtvonalak AKT foszforildcids szintjét. A
sejtvonalak AKT foszfo-S473 statuszat novekvd sorrendben mutatja 14-es dbra abszcissza
(X) tengelye. Ezzel a kisérlettel parhuzamosan Western blottal is megvizsgaltuk az AXL
siRNS-el és BMS777607 inhibitorral kezelt sejtvonalak HER3 aktivacidjat (14. dbra)
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14. abra. Az AXL overexpresszioval rendelkezd, kiilonbozd eredetii daganatos sejtvonalak
HERS3 foszforildcioja alacsony AKT foszfo-S473 szinttel korreldl.

A sejtvonalak AKT foszfo-S473 szintjét ELISA-val, mig foszfo-HER3 indukciojdat az AXL
specifikus siRNS-el valo csendesitést vagy a 10 uM BMS777607 kezelést kovetoen Western
blottal hatdroztuk meg. Piros hdromszog jeloli azokat a sejtvonalakat, amelyek az AXL
gdtldsa kovetkeztében indukdltdk a HER3-at, a kék hdromszog pedig azokat a sejtvonalakat

Jjeloli, amelyekben a kezelés hatdsdra nem foszforildlodott a HER3.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy létezik egy pozitiv korreldcié az alacsony AKT
foszfo-S473 szint és az AXL gétlds hatdsara bekovetkez0 HER3 aktivacid kozott. Ezt a
feltételezést tdmasztja ald az a tény, hogy az alacsony AKT foszfo-S473 szinttel rendelkez6
10 sejtvonal koziil hét, mig a magas AKT foszfo-S473 szinttel rendelkezd sejtvonalak
koziil két sejtvonal aktivalta az AXL gatldsa utdn a HER3 receptort. Kdvetkeztetésképpen
elmondhatjuk, hogy az AXL overeexpresszi6 €s az alacsony AKT foszfo-S473 szint

prediktédlja a HER3 feedback mechanizmust.
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5.2.3. Az AXL tirozin Kindz receptor gatlasa aktivalja a HER3

L&Y

transzKkripciojat

A kovetkezd 1épésben szerettilk volna tisztdzni, hogy a HER3 foszforildcidja fiigg-e a
HER3 traszkripcidjatol. Ahhoz, hogy ellendrizziik a HER3 transzkripci6 szintjét, az MDA-
MB-231 sejteket 10 pM koncentracioju BMS777607-el kezeltik. A kezelt sejteket
kiilonbozd 1ddpontokban lizdltuk, majd kvantitativ PCR-el megmértik a HER3 mRNS
szintjiiket. A kontrollhoz képest az elsd szignifikdns, 3,9-szeres HER3 mRNS indukcié mar
16 oras kezelés utan megfigyelhetd volt (15 A dbra). A maximalis, 5,9-szeres HER3 mRNS

novekedést 48 ordig kezelt sejtek lizdtumaban mértiink (15 A 4bra).
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15. dbra. Az AXL tirozin kindz gdtldsa aktivdalja a HER3 trasnszkripcidjdat és a HER3
Joszforildcioja a NRGI csokkenésével korreldl.

Az MDA-MB-231 sejtek 1-48 ordig 10 uM BMS777607-el voltak kezelve. Az igy kapott
lizdtumokbol kvantitativ real time PCR-el hatdroztuk meg a HER3 (A) és a NRGI (elso
primer pdr-B dbra, mdsodik primer pdr-C dbra) mRNS szintjét. Az 1-48 ordig 10 uM
BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtek feliiliiszo médiumdabol az NRGI fehérje
mennyiségét NRG1 ELISA-val hatdroztuk meg (D)

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy emlddaganatos sejtek gyakran ErbB receptorokat aktivalo
neuregulin ligandokat termelnek [131], ezért a BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtek
lizatumaban PCR-el és ELISA-val ellendriztiik az NRG1 mennyiségét mRNS és fehérje
szinten. Az NCBI adatbdzisa alapjan jelenleg 17 kiilonb6z6 human NRG1 izoforma ismert.
Mivel a NRGI a sejtekben kiilonboz6 izoformédkban van jelen, ezért két kiillonboz6 primer
part haszndltunk a kvantitativ PCR-hez. Az els§ primer par a #2 és a #14 izoforma

kivételével, mig a mdasodik primer par a #2, #15 és #17 izoforma kivételével az Osszes
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ismert humdn NRG1 mRNS-hez képes volt kotddni. Ezzel a két primer parral tehat a #2
1izoformat kivéve lefedtiik az 0sszes szdmon tartott NRG1 izoformat.

Az MDA-MB-231 sejtekben az NRG1 mRNS expresszidja dektektdlhaté volt, de az
indukcié mértéke 1,2-szeres és 1,5-sz0ros értékek kozott mozgott (15 B, C). Mivel ezek az
értékek nagyon alacsonyak voltak, kizartuk annak a lehet6ségét, hogy az NRG1 mRNS
indukci6ja lenne felelés a HER3 aktivéciéjaért. Erdekes médon a BMS777607 inhibitorral
kezelt MDA-MB-231 sejtek feliilisz0 médiumdban a kontroll sejtekhez viszonyitva
szignifikdnsan csokkent az NRG1 fehérje mennyisége (15 D).

1h 3h 6h 16 h 24 h 48 h
BMS777607 - + - + - + = + - 4E - o
250 kDa- # 5 ® HERS
Y1289
» -
- e - e » — HER3
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idé [h] ido6 [h]
16. dbra. A HER3 foszforildcioja fiiggetlen a HER3 fehérje expressziojdtol.
1 ordtol 48 ordig 10 uM BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtvonalban a foszfo-HERS3,

foszfo-AKT és totdl HER3 idobeni vdltozdsait Western blottal ellenoriztiik.
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Ahhoz, hogy ellendrizziik, van-e kapcsolat a NRGI1 ligand csokkenése és a HER3
aktivacidja kozott, az MDA-MB-231-es sejteket kiilonb6zd idopontokban kezeltiik 10 pM
BMS777607-el, majd Western blottal megvizsgaltuk a HER3 Y1289 foszforildltsagat (16
abra). A fentiekben leirt eredményekhez hasonléan a BMS777607-¢l kezelt MDA-MB-231
sejtekben mar 6 ora inkubdci6 utdn aktivalodik a HER3 receptor és ez aktivacid szorosan
Osszefiigg a feliillusz6 médium NRG1 ligand koncentracidjanak csokkenésével (15 D dbra).
Ezzel szemben a HER3 expresszidja a kontroll sejtekhez viszonyitva csak 16 oras kezelés
utdn emelkedett meg szignifikdnsan. EbbOl az eredménybdl arra kovetkeztetiink, hogy a
HER3 foszforilacigja fiiggetlen a HER3 fehérje expresszidjatdl. A legerdsebb foszfo-HER3
jelet a 24 6raig kezelt sejtek lizitumédban detektédltuk (16 dbra). Habér irodalmi adatok arra
utalnak, hogy a HER3 aktivicigja stimuldlja az AKT aktivacigjat is, a mi kisérleteinkben a
HER3 aktivacidja nem okozott semmilyen valtozast az AKT S473 foszforilacigjaban, még
48 ora BMS777607 kezelés utin sem. Ugyanakkor az AKT inhibici¢ja indukalta a HER3
fehérjének az expresszidjat, ami egyezést mutat a kordbban publikdlt mechanizmussal [132,

133].

5.2.4. Az MPCD84111 gatolja a HER3 feedback mechanizmusat

Mivel a BMS777607 altal indukalt HER3 aktivaciot szdmos kisérlettel bizonyitottuk,
kivéancsiak voltuk arra, hogy jellemzd-e ez a jelenség a tobbi AXL inhibitorra is

Eldszor a kordbban mér vizsgdlt MPCD84111, a jol ismert AXL inhibitor R428 [97] és a
BMS777607 AXL foszforilacidjara gyakorolt hatasait AXL ELISA segitségével NIH/3T3-
AXL sejtvonalban validaltuk. Ahogy a 17 A ébra is mutatja, mindhdrom inhibitor

nanomoldris koncentraciéban gatolta a AXL foszforilacidjat.
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17. dbra. Hasonlo hatékonysdgiu AXL inhibitorok hasonlo mértékben novelik HER3
szintjét, de kiilonbozoképp a foszforildltsdgat.

Az AXL inhibitorok AXL foszforildcio gdtldsdt NIH/3T3-AXL sejtvonalon ELISA-val
hatdroztuk meg (A). A 10 uM BMS777607-el, R428-al és MPCD84111-el kezelt sejtek
foszfo-HER3 és teljes HER3 szintjét Western blottal vizsgdltuk meg (B). A diagramok a

Western blot sdvok erdsségét dbrdzoljdk.

A kovetkezd 1épésben megvizsgéltuk, hogy ezen AXL inhibitorok milyen hatdssal vannak a
HER3 foszforilacidjdra. A vartnak megfelelden a BMS777607-el tortént kezelés hatdsara a
HER3 foszforildlodott (17 B dbra). Hasonl6 indukci6t véltott ki az R428 inhibitor is, mig az
MPCD84111 csak kis mértékben géatolta a HER3 foszforilacidjat (17 B dbra). Ugyanakkor
a HER3 transzkripci6jat mind a hdarom inhibitor el6idézte, mivel a HER3 fehérje
mennyisége minden mintdban megnodvekedett (17 B dbra).
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18. abra Az MPCD84111 gadtolja a HER3 foszforildcidjdt

Az 1 uM BMS777607-el vagy 1 uM MPCD84111-el kiilonbozo idopontban kezelt MDA -
MB-231 sejtek HER3 foszforildciojdt illetve a HER3 fehérjének az expressziojdt Western
blottal ellendriztiik.

Hogy alatdmasszuk ezt az eredményt, az MDA-MB-231 sejteket kiilonb6zd 1iddpontokban
kezeltik 1 pM BMS777607 vagy MPCD84111 inhibitorral, majd Western blottal
ellendriztiik a HER3 fehérje foszforildcigjat €s mennyiségi valtozasait. A fentiekben leirt
eredményekkel 6sszhangban a 48 6rdig MPCD84111-el kezelt MDA-MB-231 sejtekben a
HER3 nem aktivalodott, viszont a BMS777607-el kezelt sejtekhez hasonléan a HER3
fehérje mennyisége megnott (18 dbra). Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az AKT inhibiciéja
hatdssal van a FoxO csaldd tagjainak expresszidjara [134], ezért valdszinilileg a
BMS777607 és MPCD84111 inhibitorok AKT gétlasa kovetkeztében transzlokdlodé FoxO

fehérjék felelosek a HER3 fehérje megnovekedett transzkripcidjaért.

5.2.5. Az MPCD84111 inhibitor gatolja a HER3 lehetséges

dimerizacios partnerét, a HER2 receptort

Szerettiik volna megérteni, hogy az MPCD84111 a BMS777607 inhibitorral ellentétben
miért képes a HER3 indukcidjét gatolni.
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Ismert, hogy a HER3 receptor csak mds epidermdlis novekedési faktor receptorokkal,
elsésorban az ErbB2-vel (HER2) vagy az ErbBl-el (EGFR) heterodimert alkotva képes
aktivalodni [135].

Mivel a korabbi enzimaktivitds mérésben nem vizsgdltuk az MPCD84111 hatdsdt a HER2
receptor aktivitdsdra, ezért egy fluoreszcencia alapu polarizacids assay-vel egészitettiik ki
az MPCD84111 kinazgatlas profiljat. Az eredmények alatdmasztottdk a kordbbi részben
ismertetett MPCD84111 célpont arzendljat, tovabba ramutattak az inhibitor HER2 receptor
gitldsi képességére is (Fiiggelék 2-es dbra). Schroeder €s munkatdrrai 2009-es [126]
publikécidjabdl tudtuk, hogy a BMS777607 nem gatolja a HER2 receptort, ebbdl az
adatbol kiindulva, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az MPCDS84111 inhibitor
valészinlileg a HER?2 receptor gdtldsa révén akaddlyozza meg a HER3 receptor
aktivalodasat.

A fentiekben ismertetett eredményeket, a HER2 receptort expresszdl6 MCF7 sejtvonalon
végzett kisérletek is aldtdmasztottdk, ugyanis ellentétben a BMS777607 inhibitorral, az
MPCD84111 inhibitor gatolta a HER?2 foszforilacidjat (19 A 4bra).

52.6. A HER3 még a tripla negativ emlodaganatos

sejtvonalakban is a HER2-vel dimerizalodik

Mivel a HER3 receptor csak heterodimer szerkezetben tud aktivalédni, ezért célul tliztiik ki,
hogy megkeressiik a dimerizacids partnerét.

Korabbi irodalmi adatokbdl tudtuk, hogy a HER3 elsédlegesen a HER?2 receptorral
dimerizalédik, ezért annak ellenére, hogy az MDA-MB-231 tripla negativ emlddaganat
sejtvonal csak csekély mértékben expresszdlja a HER2 receptort, azt feltételeztiik, hogy
ebben a sejtvonalban is a HER2-vel dimerizdlodik a HER3.

Hogy hipotézisiinket bebizonyitsuk, az MDA-MB-231 sejteket BMS777607 inhibitorral
eldinkubdltuk, majd Batimastat-al (BB-94, matrix metalloproteindz gitl6), Erbitux-al (anti-
EGFR monoklondlis ellenanyag), Herceptinnel (az FDA dltal jévdhagyott HER2 blokkol6
monoklondlis antitest), vagy Lapatinibbel (kismolekulds EGFR/HER?2 tirozin kindz gatlo)
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kezeltiik (19 B dbra). Az Erbitux kezelést kivéve mindegyik kombindcios kezelés gatolta a

HER3 aktivacidjat (19 B abra).
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19. dbra. Tripla negativ emliédaganatos sejtvonalban a foszfo-HER2 gdtldsa
megakaddlyozza a HER3 foszforildciojdt.

Az MPCD84111 HER?2 gatlasdt HER2-t expresszdlo MCF7 sejtvonalban validadltuk. A
sejteket kiilonbozo koncentrdcioju MPCD84111-el vagy BMS777607-el 1 ordig inkubdltuk.
A HER? foszforildciojdat Western blottal ellenoriztiik (A). Az MDA-MB-231 sejteket 10 uM
BMS777607-el vagy DMSO-val 24 ordig eléinkubdltuk, majd 5 uM Batimastattal (BB-94),
10 ug/ml Erbituxal, 10 ug/ml Hereceptinnel vagy 5 uM Lapatinibbel tovdbbi 2 ordig
kezeltiik. A HER3, AKT és ERK Y foszforildciojdt és a HER3 fehérje expresszios szintjét

Western blottal mutattuk ki (B).

A Herceptinnel és a Lapaninibbel kezelt sejtek lizatumaibdl kapott eredmények arra utaltak,
hogy MDA-MB-231 sejtekben a HER2 fontos szerepet jatszik az HER3 aktivacidjdban (19

B 4bra).
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Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az EGFR csalad tagjainak a ligandjai csak azutin keriilnek
ki a sejtfelszinre miutdn a metalloproteindzzok proteolitikusan hasitottak ket [136]. A BB-
94 inhibitor gatolja az ADAM csaldd metalloproteinézait, ezaltal megakaddlyozva az
EGFR ligandok proteolitikus hasitasit [137, 138]. Ahogy a 19 B dbra is mutatja, a BB-94
inhibitor gatolta a foszfo-HER3-at, ami aldtdmasztja korabbi feltételezésiinket, hogy a
HER3 extracellularis mechanizmus révén aktivalodik.

A Lapatinib EGFR/HER?2 kettds gatloként kozismert, ezért szerettiik volna megvizsgdlni,
hogy az EGFR vagy a HER2 receptor gitldsa révén gitolja-e a foszfo-HER3-at. Eppen
ezért specifikus EGFR, HER2, HER3 illetve EGFR/HER2 kombindciés siRNS
kezelésekkel csendesitettiik a célfehérjéket, majd 48 dra inkubéciét kovetden a sejteket

tovéabbi 24 6raig DMSO-val vagy 10 uM BMS777607-¢l kezeltiik.
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20. dbra. Az EGFR és HER? fehérjék kombindcios géncsendesitése teljesen legdtolja a
HERS3 foszforildciojdt.

MDA-MB-231-es sejteket EGFR, HER2, HER3, EGFR/HER2 és kontroll siRNS-ekkel
kezeltiik, majd 48 ora elteltével tovabbi 24 ordat 10 uM BMS777607-el inkubdltuk. Az siRNS
kezelés validdlasdt és a HER3 foszforildciojdt Western blottal (A), mig a fehérje sdvok
erdsségét denzitometrids analizissel ellenoriztiik. A 10 uM BMS777607-el vagy 10 uM
BMS777607-e kezelt és 50 ng/ml NRGI-el indukdlt MDA-MB-231 sejtek foszfo-HER2
tartalmdt HER?2 specifikus Millipore (# 06-562 -C dbra) vagy Max Planck Intézetben
elodllitott HER?2 specifikus (I13DIBI -D dbra) antitestekkel valo immunoprecipitdcioval
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hatdroztuk meg. A C és D dbrdkon a HER2 antitestekkel immunoprecipitdlt mintdk foszfo-

tirozin és totdl HER? szintje ldathato.

Meglep6é modon a HER3 foszforildcidjat leghatékonyabban a HER3 siRNS csendesitésen
kiviil az EGFR/HER2 kombindcids siRNS csendesités gétolta (20 A, B dbra). Hasonléan a
Herceptin kezeléshez, a HER2 siRNS csendesitést kovetden is koriilbeliil 22%-os volt a
HER3 foszforilaltsdga (20 A, B dbra).

Hogy tisztazzuk a HER2 foszforil4cidjat a tripla negativ MDA-MB-231 sejtvonalban, az
MDA-MB-231 sejteket 24 6rdig 10 pM-os BMS777607 inhibitorral kezeltiikk, majd 50
ng/ml NGRI1 liganddal tovabb erdsitettik a HER3 foszforildcidjat. Az igy kezelt sejtek
lizatumabol 2 mg fehérjét tartalmazé mintait a Max Planck Intézetben eldéllitott HER2
(clone 13D1B1) vagy a Millipore (Millipore #06-562) anti-HER2 ellenanyaggal
immunoprecipitaltunk.

Az, hogy a nagy mennyiségii fehérjét tartalmaz6 mintdbdl is csak csekély mértékben tudtuk
kimutatni a HER2 foszforildcidjat, azt bizonyitja, hogy a HER3 aktivaci6éjdhoz
elengedhetetlen a HER?2 receptor jelenléte (20 C, D édbra)

5.2.7. NRG1 helyreadllitja a sejtek viabilitasat és az AKT

foszforilaciojat

Annak ellenére, hogy a BMS777607 altal indukalt HER3 foszforilacidja és expresszidja
nem allitotta helyre a BMS777607 éltal legatolt AKT S473 foszforilacidjat, a kordbbiakban
bemutatott eredmények alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az MDA-MB-231 sejtekben az
AXL gatlas kovetkezményeként aktivalodott a HER3. Feltételeztiik, hogy a HER3 a sejtek
AXL inhibitorok hatdsat. Hogy ezt a feltételezésiinket bebizonyitsuk, az MDA-MB-231
sejteket szérummentes koriilmények kozott 72 o6rdig BMS777607-el kezeltik, majd 15
percig 50 ng/ml NRGIl-el stimuldltuk. Az ebbdl a kisérletb6l kapott eredmény

aldtdmasztotta hipotézisiinket, miszerint a HER3 foszforildcidja fontos szerepet tolt be a
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sejtek viabilitdsdban, ugyanis a NRGl-el kezelt sejtek kompenzéltdk a 0,1 uM és 1 uM
BMS777607 éltal legatolt sejtviabilitdst (21 A &bra). Ezen eredmény alapjdn arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy kombinalt AXL és HER2/HER3 kezelés sziikséges ahhoz,
hogy az AXL kindz gitlas kovetkeztében indukalt HER3 expressziot és foszforildciot

megakadalyozzuk.
A B
MDA-MB-231 MDA-MB-231 OVCARS
Skdok %k ns. _ns. —_— —EE
100 i
= =
..;S =

21. dabra. A NRGI visszdllitia a BMS777607-el kezelt sejtek viabilitasdt, mig az
MPCD84111 gdtolja az MDA-MB-231 és OVCARS szferoidok viabilitdsdt.

Az MDA-MB-231 sejteket kiilonbozo koncentrdcioju BMS777607-el vagy BMS777607 és 50
g/ml NRGI kombindciojaval kezeltiik (A). Az MDA-MB-231 és OVCARS 3D
sejtszferoidokat 1 uM BMS777607-el vagy 1 uM MPCDS84111-el kezeltiik. A sejtek
viabilitdsdt 72 ords inkubdciot kovetéen CellTiter Glo assay-vel mértiik meg (B).
Szignifikdansnak a *=p<0,005, **=p<0,01 és ***=p<0,001 kiilonbségeket tekintettiik

(Mann Whitney teszt, n.s. = nem szignifikdns).

Mivel az egyrétegli sejtkultira nem modellezi megfelelden az daganat in vivo bioldgiai

koriilményeit, ezért a sejtviabilitds tovabbi tanulmdnyozdsdhoz 3D szferoid kultdrat

hasznaltunk.
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Ahhoz, hogy tovabbi bizonyitékokkal aldtdmasszuk a hipotézisiinket, az MDA-MB-231
sejtvonal mellé még egy AXL overexpresszidval rendelkez6 petefészek eredetli sejtvonalat
is vélasztottunk, az OVCARS-at. El6sz6r megvizsgaltuk az MPCD84111 és a BMS777607
hatdsat a sejtek viabilitdsara. A vartnak megtelel6en, a kontroll szferoidokhoz viszonyitva
az MPCD84111-el kezelt MDA-MB-231 sejtek szferoidjainak viabilitds ardnya 37%, mig
az OVCARS sejteké 42% volt (21 B abra). Ezzel szemben a kontroll szferoidokhoz
viszonyitva a BMS777607-el kezelt MDA-MB-231 sejtek szferoidjainak viabilitds ardnya
97%, mig az OVCARS sejteké 92% volt (21 B dbra). Ahhoz, hogy teljesen legétoljuk a
sejtek HER3 foszforildcigjat, a sejteket 24 ordig 1 uM BMS777607-el vagy 5 uM
Lapatinibbel kombindlva kezeltiik. Az 1 uM BMS777607 kovetkeztében az MDA-MB-231
sejtekben a DMSO kontroll sejtekhez képest szignifikdnsan megnovekedett a HER3 fehérje
expresszidja és foszforilacidja, mig az AKT foszfo-S473 mennyisége 24%-al lecsokkent
(22 A, C ébra). Az AKT foszfo-S473 szintjét a NRG1-el valé stimulécié visszadllitotta a
DMSO kontroll sejtekben mért szintre (22 A, C dbra). Az 1 uM BMS777607-¢el és 5 uM
Lapatinibbel valé kombindacids kezelések az 1 uM BMS777607-el kezelt sejtekhez képest a
HER3 és AKT foszforilacigjat 0,9%-al illetve 6,1%-al csokkentették csak le (22 A, C dbra).
Az MDA-MB-231-es sejtekben az 1 uM BMS777607-el és DMSO-val kezelt kontroll
sejtekhez képest a NRGI1 liganddal val6 stimuldcié erételjesen indukdlta a HER3
foszforilacigjat (22 A, C abra). Az MDA-MB-231 sejtekben az alacsony expresszios szint
miatt a HER2 foszforilacidja nem volt detektdlhat6 (22 A, C édbra).
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22. dbra. BMS777607 és Lapatinib egymdst erdsitve gdtolja az MDA-MB-231 és
OVCARS sejtek viabilitasat

Az MDA-MB-231 (A) és az OVCARS (B) sejteket 24 ordig 1 uM BMS777607 vagy 1 uM
BMS777607 és 5 uM Lapatinib kombindciojdval kezeltiik, majd 15 percig 50 ng/ml NRG1-
el stimuldltuk. A fehérjék foszforildciojdat specifikus antitestekkel, mig a fehérjesdvok

erosségét denzitometrids analizissel ellenoriztiik (C).
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Az OVCARS sejtekben az 1 uM BMS777607-el valé kezelés hasonl6 médon indukélta a
HER3 fehérje expresszidjat €s foszforilaciojat mint az MDA-MB-231 sejtvonalban (22 B,
C 4bra). Viszont ebben a sejtvonalban a kontroll sejtekhez képest a BMS777607 altal
indukdlt HER3 foszforil4ci6 1,4-szeresen restaurdlta a foszfo-AKT szignalt (22 B, C dbra).
Az 50 ng/ml NRG1-el val6 stimuldcié 10-szeres illetve 17,8-szoros HER3 foszfo-Y 1289
jeler6sodést okozott a DMSO kontroll illetve az 1 uM BMS777607-el kezelt OVCARS
sejtekben (22 B, C dbra). A BMS777607 és a Lapatinib kombinicids kezelések
megakaddlyoztdk a HER3 és az AKT foszforildcigjat, és ezt a gatlast a NRGl-el valo
stimuldcids kezelések sem oldottdk fel (22 B, C dbra). A HER?2 foszforildcidja azonos volt
a HER3 foszforilaciés mintdzatdval, megerdsitve a HER2 fontossigit a HER3
aktivacigjaban (22 B, C édbra).

A fentiekben targyalt eredmények azt mutatjdk, hogy az OVCARS illetve az MDA-MB-
231 sejtvonalakban a BMS777607 dltal indukdlt foszfo-HER3 restaurdlja, illetve
stabilizélja az AKT foszforildltsdgat, mig a kombindcids kezelések hatékonyan gatoljak a

foszfo-HER3-at és az foszfo-AKT-ot mindkét sejtvonalban

5.2.8. Az AXL receptor tirozin kinaz foszforilaciojanak a gatlasa

érzékennyé teszi a sejteket a Lapatinib kezelésre

A kovetkezd 1épésben tovabbi kombinacids kisérleteket végeztiink az MDA-MB-231 és az
OVCARS sejtszferoidokon. Ezekhez a vizsgdlatokhoz az MDA-MB-231 szferoidokat
szérummentes koriilmények kozott 1 uM BMS777607-el és 5 uM Lapatinibbel kezeltiik.
Az inhibitor kombindciokkal kezelt sejtek viabilitdsa a kontrollhoz és csak az egyik
inhibitorral kezelt sejtekhez képest, 50%-al csokkent (23 A édbra). Az OVCARS szferoidok
viabilitdsat a kombindcids €s az 5 pM Lapatinib-es kezelések szignifikdnsan csokkentették

(23 A 4bra).
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23. abra. BMS777607 és Lapatinib az MDA-MB-231 sejtszferoidok viabilitdsdt egymdst
erositve mig az OVCARS sejtszferoidok viabilitdsdt additiven gdtoljak

Az MDA-MB-231 (A) és OVCARS (B) 3D sejtszferoidokat 1 uM BMS777607-el, 5 uM
Lapatinibbel vagy 1 uM BMS777607 és 5 uM Lapatinib kombindcidjdvall kezeltiik. A sejtek
viabilitdsdt 72 ords inkubdciot kovetoen CellTiter Glo assay-vel mértiik le. Szignifikdansnak

a *=p<0,005, **=p<0,01 és ***=p<0,001 kiilonbségeket tekintettiik (Kruskal-Wallis teszt,

n.s. = nem szignifikdns).

Mivel az OVCARS sejtekben a HER2 expresszidja sokkal magasabb, mint az MDA-MB-
231 sejtekben, ezért az OVCARS szferoidok sokkal érzékenyebben reagédlnak a Lapatinib
kezelésre, mint az MDA-MB-231 szferoidok (23 B és 24 B dbra). Sz€rumos koriilmények

kozott a kombindcids kezelések hatdsa hasonld, de kevésbé befolydsolja az MDA-MB-231
szferoidok viabilitat (25 A abra).
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A MDA-MB-231
DMSO Kkontroll BMS777607 Lapatinib BMS777607 + Lapatinib
B OVCARS
DMSO Kkontroll BMS777607 Lapatinib BMS777607 + Lapatinib

100um

24. dbra. Az MDA-MB-231 szferoidok
Az MDA-MB-231 sejtszferoidok 72 ordig 1 uM BMS777607-el vagy 5 uM Lapatinib-el

E
k

vagy a két inhibitor kombindcidjdval voltak kezelve. A skdla oszlop 100 um nagysdgot jelez.

Ezt az eredményt megerdsitendd, HER3 és AXL siRNS-ekkel kombindcidban illetve
kiilon-kiilon géncsendésitést végeztiink. Ahogy a 25 B dbra mutatja, a kombinicids
inhibitor kezelésekhez hasonléan az AXL és a HER3 egyidejii géncsendesitése

szignifikdnsan (22%-al) csokkentette az MDA-MB-231 sejtek viabilitdsat.
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25. abra. A BMS777607 és Lapatinib kezelés egymadst erositve gdtolja az MDA-MB-231-
es szferoidok viabilitdsdt.

Az MDA-MB-231-es sejtszferoidokat 1 uM BMS777607-el, 5 uM Lapatinibbel, vagy a két
inhibitor kombindcidjdval kezeltiik (A). Az MDA-MB-231 sejteket 48 ordig AXL és HER3
specifikus siRNS-ekkel kezeltiik, majd tovabbi 72 ordig sejtszferoidokat novesztettiink
beldliik (B). A sejtek viabilitasdat 72 ords inkubdciot kovetoen CellTiter Glo assay-vel
mértiik meg. Szignifikdnsnak a *=p<0,005, **=p<0,0] és ***=p<0,001 kiilonbségeket
tekintettiik (Kruskal-Wallis teszt, n.s. = nem szignifikdns). Az dtlag és a szords dbrdzolva

van.

Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy a 3D Matrigel assay-ben az MDA-MB-231 és az
OVCARS szferoidok viabilitdsat szignifikdnsan befolydsolja a BMS777607 és Lapatinib
kombindcids kezelés. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az AXL overexpresszidval
rendelkezd daganatsejtek viabilitdsat hatékonyan csak akkor tudjuk csokkenteni, ha

egyidejiileg gatoljuk az AXL és a HER2/HER3 heterodimer komplexet is.
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6. Megbeszélés

A daganatokban el6forduld génhibdk vagy epigenetikai zavarok révén keletkezett mutans
és/vagy overexpresszalt fehérjék célzott daganatterdpidja a daganatgydgyitds egyik nagy
mérfoldkovének szamit. Sikerességét joOl érzékelteti az évr0l évre torzskonyvezett
gyogyszermolekuldk €s az egyre novekvd vizsgdlt hatdanyagok szdma. Az utébbi évek
kutatési eredményei alapjan szdmos Uj, lehetséges célpontot azonositottak, ezek egyike az
AXL receptor tirozin kindz, mivel fontos szerepet tolt be a daganatsejtek tilélésében,
migracidjdban, de a daganatterdpids szerekkel szembeni mdasodlagos rezisztencidban is
[123].

Doktori munkdm sordn elsOsorban a tripla negativ emlddaganat viselkedése mogott
megbuvé. jeltovabbitdst szerettiik volna jobban megérteni és feltérképezni. Eppen ezért a
célkitlizésben megfogalmazott célokat foképpen a tripla negativ emlddaganatos
sejtvonalakon vizsgaltuk meg. Habdr méar szdmos tanulmany kimutatta, hogy az AXL
fehérje expresszidjanak gatldsa csokkenti a tripla negativ emlddaganatos sejtvonalak
migracidjat [98, 123, 139], az AXL foszforilacidjdnak, azaz aktivitdsdnak a szerepét a tripla
negativ sejtvonalak migracigjaban egyik tanulmany sem tisztizta.

Eppen ezért a doktori munkdm elsé fizisdban elsésorban az AXL foszforiliciéjanak a
funkcidjat vizsgaltuk meg a tripla negativ emlddaganatos sejtvonalak migracidjdban. A
kisérleteinkhez egy c-Met és AXL szelektiv (BMS777607) és két tobb célponton hat6
(SKI606 és MPCD84111) inhibitort hasznéltunk. Emellett megvizsgiltuk a Lyn és a
p130Cas fehérjék hatdsat is a tripla negativ emlddaganatos sejtvonalak migracidjara €s
viabilitdsdra. A kapott eredmények ramutattak arra, hogy a célzott AXL tirozinkindz gatlas
nem elegendd ahhoz, hogy szignifikdnsan csOkkentsiikk a tripla negativ emlddaganatos
sejtvonalak migracigjat. Hasonld kovetkeztetésre jutottak Tan €s munkatdrsai (2014) is,
miutdn nem-kissejtes tiidddaganatos sejtvonalakon megvizsgdltdk az SKI606 migricid
gatld hatdsat [140]. Az SKI606 migracié gatlé hatdsa ugyanis fiiggetlen volt az AXL
tirozinkinazt6l [140]. Ezzel szemben Zhang és munkatdrsai 2008-as publikdcidjaban az

SKI606 migracié gatlé potencidljat az inhibitor AXL foszforilacidjara gyakorolt hatdsaval
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hoztdk Osszefiiggésbe, ami ellenmonddsos, mivel az inhibitor migracié gatlo ICsy értékei
sokkal magasabbak voltak az inhibitor AXL foszforildcié gatldo 1Csy értékeinél [123].
Hasonl6 ellentmondds figyelhetd meg Holland és munkatdrsai 2010-es tanulmdnydban is
[97], ahol az R428 AXL inhibitor invdzid gitld ICsy értéke (3000 nM) mintegy 200-szor
volt magasabb az inhibitor AXL foszforilaci6é gatld ICsy értékénél (14 nM).

Vouriluoto és munkatdrsai 2009-es publikdcidjukban kimutattdk, hogy az inaktiv
kindzdoménnel rendelkezd AXL tirozinkindz fehérje nem befolydsolja az MDA-MB-231
sejtvonal migracigjat [139]. E tanulmiany és sajat eredményeink alapjdn arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az AXL tirozinkindz receptornak lehet egy foszforildcié
fiiggetlen funkcidja is. Eppen ezért nem zarhaté ki annak a valészintisége, hogy az AXL
fehérje adhéziés vagy allvanyfehérjeként fontos szerepet tolt be a daganatsejtek
migracidjdban, ahogyan arra az AXL siRNS kezelések migraci6 gatl6 hatdsaibol
kovetkeztetni lehet [98, 123].

Az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok célmolekula profilja arra utalt, hogy a két
vegyiilet dltal kozosen gatolt SRC kindz csaldd tagjainak a gatldsa az oka annak, hogy a
fent emlitett két inhibitor sokkal jobban gatolja a sejtmigraciot, mint a leghatékonyabb
AXL tirozin kindz gatl6, a BMS777607.

Mivel az SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok &ltal kozosen legatolt SRC csaldd tagjai
koziil a Lyn mind harom sejtvonalban overexpresszalt, ezért egy mdasik migracids
fehérjével (p130Cas) egyiitt megvizsgéltuk, hogy milyen szerepe van a tripla negativ
sejtvonalak migracidjaban €s viabilitdsdban [128]. A Lyn kindz fOképpen a daganatsejtek
migracidjat és proliferaciojit iranyitja, éppen ezért azokban a szolid és hemopoetikus
tumorokban, amelyekben overexpresszilt, az egyik legfontosabb célpontnak szamit [128,
141-146]. A p130Cas is fontos szerepet tolt be a tripla negativ eml6daganatos sejtvonalak
invazidjdban és migracidjaban [147]. A p130Cas allvanyfehérjeként a FAK, Lyn, Pyk2 és
mds jeltovabbitasban szerepet jatszo kindzokhoz kotddik, ezdltal indukdlva a sejtek
migracidjat [148].

Kisérleteinkkel bebizonyitottuk a Lyn €s a p130Cas szignifikdns hatdsit a tripla negativ
sejtvonalak migracidjara. Tovabba sikeriilt kimutatni, hogy az SKI606 és az MPCD84111
hasonléképpen gdtolja mind a hdrom tanulmanyozott tripla negativ sejtvonal fébb
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migracids fehérjéinek az aktivitasat(Pyk2 (Y580), FAK (Y576/577), p130Cas (Y410) és
Lyn (Y507)), mig a BMS777607 nem befolydsolja ezen fehérjék foszforilacigjat. Ismert,
hogy a c-Src fontos szerepet jatszik a daganatos sejtvonalak migracidjaban [149, 150].
Abbdl a megfigyelésbdl, hogy az MPCD84111 a c-Src gatlasa nélkiil gatolta az édltalunk
tanulmdnyozott sejtvonalak migréicidjat, arra kovetkeztetiink, hogy a c-Src nem esszencialis
e sejtvonalak migracidjdban. Mivel az inhibitorok sejtéletképesség gatlo 1Cs értékei sokkal
magasabbak voltak a migracié gatldo ICsy értékeknél, kizarhatjuk, hogy a vizsgalt
sejtvonalakban az inhibitorok migricié gatlasa Osszefiiggésben lenne viabilitdsgatlo
képességiikkel. A fentiekben targyaltak alapjan elmondhatjuk, hogy az SKI606 és
MPCD84111 migraci6 gatlasa fiiggetlen AXL aktivitdsatol, amielsdésorban annak
koszonhetd, hogy gitoljdk a Lyn és a pl30Cas aktivitisit. Erdemes ugyanakkor
megjegyezni, hogy a Lyn és a p130Cas gatldsa révén a sejtmigracio teljesen nem géatolhat6
le. A fentiekben targyaltak alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a tripla negativ
emlddaganatos sejtvonalak terdpidja két modon vélhat sikeresebbé:vagytobb célponti
inhibitorokalkalmazasaval, amelyek egyéb kindzok mellett a Lyn és a pl30Cas
foszforilacigjat is blokkoljak (példdul MPCD84111), vagy ha az AXL inhibitort migracids
kindz inhibitorokkal kombindciéban alkalmazzuk.

A célzott  daganatterdpia  sikerességének  legfobb  arnyoldala a  célzott
gyogyszermolekuldkkal szemben fellépd rezisztencia. Eppen ezért kiemelten fontos a
rezisztencia okainak felderitése. Doktori munkdm mdsodik felében az AXL tirozinkindz
gétldssal szembeni kompenziciés mechanizmusok kialakuldsit tanulmanyoztam, kiilonos
tekintettel a tobbi tirozinkindz aktivitdsdnak a véltozdsaira.

Kisérleteink alapjat egy olyan tripla negativ emlddaganatos sejtvonal, az MDA-MB-231-es
képezte, amely kivdléan modellezte ennek a daganattipusnak a heterogenitdsat €s
agresszivitdsat. Az eredményeink vdaratlan mechanizmusra vilagitottak rd, hiszen az
talaltuk, hogy még a tripla negativ eml6daganatos sejtvonalban is, az AXL gatlds a HER3
receptor aktivdléddsa révén kompenzilédik. Ez az eredmény aldtdmasztja az eddig
ismerteket, hogy a tripla negativ eml6daganat jeltovabbitdsa rendkiviil komplex, nemcsak

egy, hanem tobb jelit is meghatdrozza ennek a daganattipusnak az agresszivitasat. Tovdbba
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ennek az eredmények az alapjan nem zdarhato ki, hogy a HER3 meghatarozé szerepet fog
jatszani a szelektiven AXL-t célz6 tripla negativ daganatok terdpids vélaszédban.

Ezt a kovetkeztetést tdmasztja ald harom AXL receptor tirozin kindz inhibitorral végzett
kisérletiink, ugyanis azt vettiikk észre, hogy a BMS777607 és az R428 eldidézi, mig az
MPCD84111 nem indukdlja a HER3 foszforilacidjét, viszont mindhdrom inhibitor gdtolja
az AKT aktivitasat. Ismert, hogy az AKT foszforilacidjdnak gatlasa kovetkeztében a FoxO
csalad tagjai transzlokdlédnak a sejtmagba, ahol tobbek kozott elinditjdk a HER3, InsR,
IGFR fehérjéket kédol6 gének transzkripciéjat [132, 133]. Eppen ezért tgy gondoljuk,
hogy az AXL inhibitorok az AKT gatldsa révén felszabadulé FoxO fehérjék éltal inditjak el
a HER3 transzkripcidjat, ami végiill a HER3 fehérje mennyiségi novekedéséhez vezet. A
BMS777607 és MPCD84111 AXL inhibitorokkal végzett kisérletekkel kimutattuk, hogy
csak az MPCD84111 képes megakadalyozni a HER3 foszforildcidjat, viszont hasonldan a
BMS777607 inhibitorhoz, az MPCD84111 kezelés is el6idézi a HER3 expresszidjat.

Hogy megértsiik, hogy az MPCD84111-es miért giatolja a HER3 indukcidjat kinaz
szelektivitds ,,profiling assay’-vel és a magas HER2 expresszioval rendelkez6 MCF7
sejtvonalon demonstraltuk, hogy az MPCD84111 inhibitor gitolja a HER3 elsddleges
dimerizéacids partnerét, a HER2 aktivitasat.

Ismert, hogy a HER3 receptornak nincsen tirozin kindz aktivitdsa és csak heterodimer
formédban tud aktivdlodni, elsddlegesen a HER?2 receptorhoz kapcsolédva [151, 152].
Ennek az informdcidnak és annak az eredménynek a tudatiban, hogy az MPCD84111
célozza a HER2-t, els6sorban a HER2-re 0sszpontositottunk, hogy megvizsgaljuk, milyen
szerepet tolt be a HER3 aktivdcigjaban. Habidr az MDA-MB-231 tripla negativ
eml6daganatos sejtvonalban az 6sztrogén, progeszteron és HER2 receptorok expresszids
szintje nagyon alacsony [153], az eredményeink azt mutatjak, hogy a HER3 ebben a tripla
negativ sejtvonalban is elsddlegesen a HER2-vel dimerizalodik.

Az MPCD84111 inhibitor tehét igéretes kiinduldsi pontja lehet egy AXL/HER?2 kett0s gétlo
kifejlesztésének, ami a kialakulé rezisztencia mechanizmusit is mdar eleve blokkolja.
Ugyanakkor az MPCD84111 HER?2 gitl6 hatdsa még nem elég er6s. Ezért masodik

lépésben a kombindcids terdpia szempontjabol kozelitettik meg a kérdést. Hogy a
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HER2/HER3 komplex fontossagat bizonyitsuk, az AXL inhibitorokat olyan gitlészerekkel
adtuk szimultdn, amelyek elsddlegesen a HER2-6t célozzak.

Szamos kisérlettel szemléltettiik, hogy a két FDA dltal jovahagyott terdpids szer, a
Herceptin €s a Lapatinib képes géatolni a HER3 foszforil4cidjat. Fontos megjegyezni, hogy
teljes HER3 foszforildcié gatlast csak egyideji EGFR és HER2 siRNS-el torténd
géncsendesités, illetve az EGFR/HER2 kett6s kindzgétlé Lapatinibbel végzett kezelések
utdn tapasztaltunk. Habar monoterdpidban sem az EGFR specifikus siRNS, sem az Erbitux
antitest nem okozott véltozast a HER3 foszforilacijdban, nem tudjuk kizdrni annak a
lehet6ségét, hogy az EGFR is szerepet jatszik a HER3 aktivacidjdban. Ezért ahhoz, hogy
hatékonyan megakaddlyozzuk a HER3 foszforilacidjat, mindenképpen olyan inhibitorok
alkalmazdsa sziikséges, amelyek a HER2 mellett az EGFR-t is legdtoljak. Igen érdekes,
hogy az altalunk taldlt osszefiiggés forditottja mar ismert: az AXL miikodése az EGFR
inhibitorokkal szembeni rezisztencidhoz vezet [108]. Ez a jelenség is mutatja a jelatviteli
utvonalak nagyfoku komplexitdsat, ami a tumorsejtek roppant alkalmazkodd-képességének
alapja.

Tovébbi sejtviabilitds kisérletekben demonstraltuk a NRG1/HER2/HER3 kompenzécids
mechanizmus fontossdagat. A HER3 ligand NRGI teljesen kivédte a BMS777607
sejtviabilitds gatlo hatdsat, mig a kontroll sejtek viabilitdisit nem befolydsolta. Az
eredményeink azt mutatjdk, hogy az AXL/PI3K/AKT jeltovdbbitdsi utvonal gétldsa és a
HER3 megnovekedett expresszidja is elofeltétele a NRG1 ligand fiiggd HER3
aktivacionak. Valoszinli, hogy a HER3 aktivdcidja fontos a daganatok mikrokornyezetében
€s a tirozinkindz inhibitorokkal szembeni parakrin rezisztencidban. A parakrin rezisztenciat
BCR-ABL inhibitorokkal kezelt CML-es betegekben és EGFR inhibitorokkal kezelt nem-
kissejtes tiidé daganatos betegekben irtdk le [154, 155]. Ezekben a péciensekben a
stromafibroblasztok 4ltal termelt HGF a c¢-MET aktivdcidja révén indukdlta az EGFR
inhibitorokkal szembeni rezisztencidt. Ezért kulcsfontossigu olyan tobbszoros
tdmadaspontd hatéanyagok haszndlata (mint példaul az MPCD84111 vagy a Szokol et al.
publikdkcidjdban leirt 10-es inhibitor), melyek az EGFR mellett a c-Met kindzt is gatoljak
[127]. Tovabba nemrég irtdk le, hogy daganattal kapcsolatban levd makrofigok EGFR
lingaddal 14atjék el a daganatokat [156]. Ismert, hogy a daganat kornyezetében elhelyezkedd
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fibroblasztok, endothél sejtek és periférikus monocitdk NRGI1-et termelnek, ezéltal
hozzdjarulva a daganat kornyezete édltal indukalt in vivo rezisztencia mechanizmusokhoz
[157-159]. A csontvel6bdl szarmazé mezenchimdlis Ossejtek és a daganattal kapcsolatban
levé mezenchimalis sejtek éltal termelt NRG1 a daganat HER3 receptorain keresztiil képes
serkenteni a vastagbél daganatok progresszidjat [160]. Tovabbd bizonyitott, hogy a humén
vérszérum is jelentds koncentracioban tartalmaz NRG1-et [161]. Nemrég kimutattdk, hogy
a tripla negativ emlddaganatos Ossejtek dltal termelt NRG1 eldsegiti a HER2 receptort
alacsonyan expresszalo tripla negativ sejtvonalak proliferaciojat és megujulasat [162].
Eredményeink azt jelzik, hogy az MDA-MB-231 sejtek autokrin médon vélasztjdk ki a
NRG1-et és hogy a NRG1 csokkenése szorosan Osszefiigg a BMS777607 altal indukélt
HER3 foszforilacié erdsodésével. Ez a mechanizmus hozzdjirulhat a daganat kornyezet
altal indukalt parakrin rezisztencidhoz.

Kisérleteinkkel tehét bizonyitottuk, hogyazokban a daganatsejtekben, amelyben a HER2 és
a HER3 fehérjék expresszidja alacsony, az AXL/PI3K/AKT tengely gatldsa a HER3 kinédz
megnovekedett expresszidjdhoz vezet. A HER3 és dimerizacids partnerei pedig a tumor és
kornyezete altal termelt ligandok (példaul az NRG1) hatdsara
foszforildlodnak/aktivalédnak, ami viszont a stimuldlja a sejtproliferaciét. Ez a rezisztencia
mechanizmus a HER3 dimerizaciés partnereinek (EGFR és HER2) Lapatinibbel torténd
kombindacios gatldsdval kivédhetd volt. Ezt az eredményt kombindcids siRNS kezelésekkel
1s alatdmasztottuk.

A 20 kiilonboz6 eredetii, AXL overexpresszidval rendelkezé daganatos sejtvonalon végzett
AXL  siRNS  géncsendesités és  BMS777607  inhibitorral — végzett AXL
kindzgitlasrdimutattak, hogy ez a kompenzdciés mechanizmus nemcsak az AXL
overexpressziotdl hanem a sejtvonalak AKT S473 foszforildcids szintjétdl is fiigg. Ugyanis
alacsony AKT foszfo-S473 szinttel rendelkezd 10 sejtvonalbdl 7-ben BMS777607 vagy
AXL siRNS kezelés hatdsara a HER3 foszfo-Y 1289 szintje megemelkedett. A magas AKT
foszfo-S473 szinttel rendelkez6 10 sejtvonal koziil csupdn két sejtvonalban volt
megfigyelhetd hasonl6 HER3 foszforildci6. Ez a magas AKT foszfo-S473 szint f0képpen
azokra a sejtvonalakra jellemzd amelyekbdl hidnyzik a PI3K-t gatolé6 PTEN fehérje, vagy
eleve PI3K aktiviciéos muticiéval rendelkeznek mint példaul az U373, az SF126 és az
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U118 glioma sejtvonalak[163, 164]. Ezek a sejtek kevésbé érzékenyek az AXL/PI3K/AKT
jeltovabbitdsi utvonal kiesésére, éppen ezért ezekben a sejtvonalakban az AXL gatls
kovetkeztében a HER3 foszforilacié nem vdltozott. Ezek alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy
az AXL gatlas miatt indukdlodott HER3 foszforildciét nem a daganat mutécids héttere,
hanem sokkal inkdbb az AXL expresszidja és az AKT foszfo-S473 szintje hatdrozza meg.
Feltételezziik, hogy az AKT kindz fontos szerepet tolt be a receptoroktdl érkezd jelek
tovabbitasdban, éppen ezért a PTEN hidnya és a PI3K aktivaciés mutiaciok csokkentik az
AKT gétloszerekkel szembeni érzékenységét, mig az alacsony AKT foszfo-S473 szinttel
rendelkezd daganatok a membran receptoroktodl érkezo jelektdl fiiggenek jobban. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az AXL elleni célzott daganatellenes terdpidban az AKT és
a HER3 foszforilacidjdnak a szintje alkalmas biomarkerek lennének ahhoz, hogy el6re
jelezziik a daganatellenes terdpidnak az eredményességét.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az AXL overexpresszidval €s alacsony AKT
foszfo-S473 szinttel rendelkezd daganatokban a szelektiv AXL-t célz6 daganatterdpia
hatékonysdgit csokkenteni fogja a HER3 indukciéja. Eppen ezért tigy gondoljuk, hogy a
sikeres daganatterdpia eldfeltétele lesz, hogy az az AXL mellett a HER receptorokat is
gatoljuk. E célt elérhetjiikk tobbszorés tdmaddsponti inhibitorokkal, mint példdul az
MPCD84111, vagy az AXL gatlok HER2/HER3, illetve EGFR/HER3 antagonistdkkal val6
kombindlasaval.

Az A&ltalunk feltdrt mechanizmus egy ujabb kitlind példa arra, hogy a tumorsejtek
abnormadlis osztéddsdt és migracidjat hogyan hajtja egy tilmiikodd onkogén, illetve a beldle
kiindul6 jelpdlya, és hogy az onkogén kiesése (legatldsa) hogyan kompenzalodik,

ugyanazon jelpdlydban szerepld masik onkogén talmiikodtetésével.
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7. Kovetkeztetések

7.1

Kimutattuk, hogy a legagresszivebb tipusu emlddaganat, a tripla negativ
eml6daganatos sejtvonalak migricigjat hatékonyan csak azok az AXL tirozin kinaz
inhibitorok gatoltak, amelyek a Lyn kindzt és a p130Cas allvanyfehérjét is gatoltak.
Az eredményeink azt mutatjdk, hogy az AXL fehérje overexpresszidjabol nem
Az elsOk kozott bizonyitottuk be, hogy az AXL gatldsa indukdlja a HER3 receptor
tirozin kinaz foszforilacigjét és ez az indukcid nemcsak az AXL overexpresszidjatol
hanem a sejtvonalak AKT S473 foszforil4cids szintjétdl is fiigg

Igazoltuk, hogy a HER3 aktivécidja fiiggetlen a HER3 és NRGI transzkripcidjatdl,
viszont ez az aktivacié NRG1 ligand fiiggo.

Bebizonyitottuk, hogy a HER3 még a tripla negativ emldédaganatos sejtvonalakban
is a HER2-vel dimerizalodik.

Kimutattuk, hogy az a HER3 teljes inaktivaci6jadhoz, a HER2 és az EGFR egyiittes
gatlasa sziikséges.

Megfigyeltiikk, hogy az alacsony AKT S473 szinttel és AXL overexpresszidval
rendelkezd sejtvonalak viabilitds gétldsdhoz az AXL mellett a HER2 és az

EGFRkindzokategyiittesen célzo terdpia sziikséges.

Az eredmények jelentosége a daganatkutatas és

terapia szempontjabol

Ebben a doktori disszertacioban bemutatott eredmények alapkutatdsi jelentdségiik mellett a

daganatterapia szempontjabdl is szignifikdnsak. Ahhoz, hogy megakadalyozzuk a betegség

sulyosboddsat, azaz a daganatsejtek migracidjat/metasztazisat és a célzott terdpidval

szembeni rezisztencidt, meg kell ismerniink a daganatsejtek viselkedését és terdpids

vdalaszat a haszndlt célzott daganatterdpids szerekkel szemben. Ebben a dolgozatban targyalt
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eredmények mindkét jelenségrol szerzett tuddsunkat gyarapitjdk. Az AXL receptor tirozin
kindzrol irodalmi adatok alapjdn sejteni lehetett, hogy fontos szerepet tolt be a
daganatsejtek migricidjaban, de az eredményeink megerdsitették azt a tényt, hogy
kizar6lag az AXL gatlisa nem elégséges a daganatsejtek metasztizisdnak
megakaddlyozdsahoz. A sejtmigracid egy bonyolult folyamat, amely nem egy, hanem
szamos fehérje milkodésétdl fiigg, igy egy jovendd antimetasztatikus kezelésnek is tobb
célponton kell hatnia.

Eredményeink a tripla negativ eml6daganat példdjan keresztiil elOrevetitik, hogy egy
célzott AXL gatlo kezelés csak bizonyos fehérje expresszids kdrnyezetben lehet sikeres, és
hogy ellene milyen kompenzaciés mechanizmusok 1épnek fel. Ujabb példat talltunk tehat

arra, hogy a célzott daganatterapia hatdrain csak kombinécids stratégidkkal lehet tallépni.
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8. Osszefoglalas

Novekvd szamu irodalmi adat igazolja az AXL receptor tirozin kindz szerepét a daganatos
sejtek migracidjaban €s a célzott daganatterdpids kindz inhibitorokkal szembeni szerzett
rezisztencia kialakuldsdban. Mivel az AXL tirozin kindz inhibitorok migriciét gatlé
hatékonysdga és az AXL gatldas mds RTK-ok aktivacidjdra gyakorolt hatdsai nem ismertek,
ezért ennek a doktori munkdnak f6 célkitlizései kozé tartozott ennek e két teriiletnek az
alaposabb feltérképezése. Demonstraltuk, hogy az SKI606 és az MPCD84111
inhibitorokkal ellentétben a BMS777607 éltal szelektiven legitolt AXL foszforildcié nem
elegendd ahhoz, hogy a tripla negativ emlédaganatos sejtvonalak migracidjat legatoljuk. Az
SKI606 és az MPCD84111 inhibitorok célpont profiljanak a vizsgdlata sordn azt taldltuk,
hogy gatoljak a SRC csaldd bizonyos tagjait. A Lyn és egy mdsik migracios fehérje, a
pl30Cas elemzése igazolta hatdsukat a tripla negativ emlddaganatos sejtvonalak
migracidjaban. Tovabba a vizsgdlt sejtvonalakban a Western blot-os kisérletek is
alatdmasztottdk az SKI606 és az MPCD84111 Lyn fehérjék foszforilacio gatlo képességét.
Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy azok az inhibitorok, amelyek az AXL mellett a
Lyn és a pl30Cas fehérjéket is célozzdk, sokkal eredményesebbek lehetnek AXL
overexpresszidval rendelkezd daganatok daganatellenes terapidjaban. Bizonyitottuk, hogy
AXL gatlas indukélja a HER3 foszforildcidjat. Ezzel parhuzamosan kimutattuk, hogy a
HER3 aktivacidjdnak az egyik eldfeltétele az alacsony AKT S473 foszforilacids szint.
Sikeriilt bizonyitani tovabbd, hogy a HER3 aktivicidja NRGI ligand fiiggd. Ugyanakkor
igazoltuk, hogy alacsony, vagy alig detektdlhat6 HER2 expresszidval rendelkezd tripla
negativ emlddaganatos sejtekben is elsdsorban a HER2-vel val6é dimerizicidja révén
foszforildlodik a HER3. Kimutattuk, hogy az MPCD84111 AXL inhibitor a HER3/2
komplex géatldsa révén megakaddlyozza a HER3 aktivadciéjat. Tovdbba az siRNS
géncsendesités, vagy a BMS777607 és Lapatinib kezelések kombindcidja az MDA-MB-
231 és az OVCARS sejtek proliferaciéjanak a csokkenéséhez vezetett. Ezen eredményeink

alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az AXL overexpresszidval és alacsony AKT aktivitdssal
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rendelkezd daganatok terdpidjaban az AXL mellett a HER3/2 komplexet is célzd kindz

inhibitorok hasznalata megel6zné az AXL inhibitorokkal szembeni szerzett rezisztenciét.
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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 RTKSs 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 NRGI1 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 OVCARS 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. Fiiggelék

13.1. A megbizott cégek altal végzett kisérletek rovid

ismertetése

13.1.1. Cellular Profiling assay, sejtalapt profiling assay

A cellular profiling assay-t Hs578T sejtvonal lizdtumon a Kinaxo (Martinstried,
Németorszag) végezte a cég standard protokollja szerint. Az assay részletes leirdsa Contradt

et. al. 2010-es publikdcidjdban megtaldlhaté [165].
13.1.2. Millipore Kinaz Profiler assay

A tirozin kindz inhibitorok tovabbi tesztelését a Millipore cég végezte a honlapjan

(http://www.millipore.com/techpublications/tech1/pf3036) taldlhat6 eldirdsok alapjan. Az

inhibitorok gatlédsi képességét 1 pM-os koncentrdcidban, 84 tirozin kindzon vizsgéltik.
13.1.3. Kinaz szelektivitas vizsgalat

A kindz szelektivitds profiling assay-ket (14.1.3.1.-14.1.3.3) a Proteros biostruktira GmbH
(Németorszag) végezte a cég standard eldirdsai alapjan. A kindzok szdzalékos inhibicids

szazalékat az IMAP, koto- és HTRF assay-kben kapott értékek alapjan szdmoltdk ki.
13.1.3.1. IMAP assay

Az IMAP assay (Molecular Devices) alapelve, hogy a floreszcensen jelolt szubsztrat

peptidet a kindz foszforildlja. A reakciot kovetéen a hozzdadott detektdlé oldatban levd

110



DOI:10.14753/SE.2015.1762

nanorészecskéken rogzitett fémionokhoz nagy affinitdssal kotddik a foszfat csoport. Ez a
kotddés lecsokkenti a szubsztratmolekula szabadsagi fokainak szamdt, amit a detektdlt fény
FP értékét megvaltoztatja. Ezzel az assay-vel a kovetkezd kindzok aktivitasit vizsgaltuk:
Abl, AKT1, Aurora A, AXL, CDK2, CDK4, CHK1, c-Kit, c-Met, CSK, FGFR3, FLT3,
IKK-B, InsR, IRAK4, JAK3, JNKI, ERK1, PAK1, PAK4, PDGFR-B, PIM1, PKC-a, PIk3,
Ret, Rock2, c-Src, Syc, Tie2, TrkA, VEGFR2 és ZIPK.

13.1.3.2. Kotodés assay (Binding assay)

Ebben az assay-ben a vizsgalt kindzhoz egy tn. ,reporter” probat kotnek, ami optikus
szigndl kibocsdjtast eredményez. Azok az inhibitorok, amelyek kotddnek a fehérjék azon
részéhez ahol a reporter probdk taldlhatéak, elmozditjdk a probét és ez altal az optikus jel
lecsokken. A proba elmozditdsa szdzalékban van megadva. A 100%-os jel a kindz hidnyat,
mig a 0%-os jel az inhibitor hidnyat jelzi. Ebben az assayben a kovetkezd kindzok voltak

megvizsgdlva: bRAF, DDR1 és mTOR.

13.1.3.3. HTRF assay

Ez az assay egy enzimatikus és egy detektalo 1épésbdl allé6 kompetitiv immunoassay. Az
assay sordn a nativ ADP és a d2-jelolt ADP verseng az Eu’* kriptattal jelolt monoklonélis

ADP ellenes antitestért. Ezzel az assay-vel a HER2 kindz aktivitdsat vizsgéltuk.
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13.2. A megbizott cégek altal végzett Kkisérletek

eredményeinek tablazata és abrai
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A B
Fehérjék nevei SKI606 Fehérjék nevei MPCD84111
ABLI1 0.00018 ABL1 0.155
ACVRI/ALK2 >11.47 ACVRI 0.263
AURKA >10.03 AURKA 4.424
AURKB >14.92 AURKB 0.087
AXL 0.8 AXL 0.036
BMPR2 2:99 BRAF 0.263
CaMK2y 5.85 CAMK4 8.104
CaMK26 >6 CSK 1.567
CDK1 >12.1 DDRI1 0.155
CDK5 >11.07 DDR2 2.888
CDKL5 >10.46 EIF2AK4/GCN2 0.916
CKla 14.46 FAK 5.616
CK138 4.94 FER 1.265
CKlg 3.89 FYN 2.355
CLIK1 0.052 LIMK1 0.094
CSK 0.08 LOK 6.697
DDR2 4.68 LYN 021
EphA2 0.002 MAP3K11/MLK3 2.196
EphAS 0.008 MAP3K2 8.006
EphB2 0.173 MAP3K3 >10.979
EphB3 4.34 MAP3K4/MEKK4 10.077
EphB4 0.008 MAP4K2 1.062
FAK 0.92 MAP4K3 2.526
FER 0.53 MAP4K4/NIK 7.94
FRK 0.147 MAP4KS5/KHS1 0.023
FYN 0.0008 MARK2 12.371
GAK 0.0086 MARK3 7.664
GSK3a >10.12 MET 0.067
GSK3p >8.42 MINKI1 1.735
ICK >7.83 MST1/STK4 4.542
ILK =2.57 MST2/STK3 >7.4109
JAK1 >14.76 PDGFRB 1.226
LYN 0.00018 PLK4 0.237
MAP2K1 0.116 PRKAA1 0.977
MAP2K2 0.106 PRKAA2 4.748
MAP2K3 2.614 RIPK2 0.208
MAP2K6 2.81 SRC 0.422
MAP3K1 0.034 TAOKI1 3.412
MAP3K2 0.018 TAOK2 2.09
MAP3K4 259 TGFBR1 0.16
MAP4K2/GCK 0.0087 TGFBR2 4.377
MAP4K3/GLK/KH2 0.018 TNK2 6.867
MAP4K4/HGK 0.22 YESI1 0.264
MAP4K5/KHS1 0.00078 ZAK 0.59
MER 9.41
MINK1 0.106
MLK3 14.35
MSTI 3:57
MST2 12
MYTI1 0.965
p38/MAPK14 13.47
PFTK1 9.66
PKA a >12.62
PKA B >14.82
PKC a > 8.04
PKC & 5:72
PKCe¢ >13.05
QIK 0.281
QSK 0.64
RPS6KAI >13.17
SLK 0.3
SRC 0.00018
TBKI1 5.38
TNK2/ACK 0
TYK2 13.42
ULK3 5.89
VRK2 > 6.7
YESI 0.0029
ZAK 0.55

Fiiggelék 1. tdbldazat. Az MPCD84111 és az SKI606 inhibitorok target profilja. A
tablazatban az SKI606 (A) és az MPCD84111 inhibitorokkal kezeltt Hs578T sejtvonal

lizatum fehérjéinek a K, értéke van feltiintetve.
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Fiiggelék 1. dbra. AXL tirozin kindz inhibitorokkal kezelt kindzok kontrollhoz mért
szdzalékos aktivitasanak osszehasonlito ,,hdtérképe’ (heat map)
A ,hotérkéep” 1 uM MPCD84111, BMS777607 és SKI606 inhibitorokkal kezelt 84 kindz

%-o0s aktivitdsdt dbrdzolja. A skdldn ldthato szinek a kindz aktivitdst jelzik.
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Fiiggelék 2. dbra. Az MPCD8411 1-es kindz szelektivitdsi profilja
Az MPCD84111 inhibitor kindz szelektivitdsi profiljat hdrom kiilonbozé kindz assay-vel

hatdroztuk meg. A kindzok szdzalékos aktivitdsa hdrom pdrhuzamos kisérlet értékei alapjdin

lettek kiszdmolva.
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