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ROVIDITESEK JEGYZEKE (angol- magyar)

BSA bovine serum albumin- borju szérum albumin

Cl confidence interval- konfidencia intervallum

CHO chinese hamster ovary cell line — kinai horcsog ovarium sejtvonal

DAPI 4’ 6-diamidino-2'-phenylindole- 4’,6-diamidino-2'-fenilindol

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium- Dulbecco-féle modositott Eagle médium

ECD extracellular domain- extracellularis domén

EDTA ethylene-diamine-tetraacetic acid- etilén-diamin-tetraecetsav

EGF epidermal growth factor — epidermalis novekedési faktor

EGFR epidermal growth factor receptor — epidermalis ndvekedési faktor receptor

FCS fetal calf serum- embrionalis borji szérum

FRET Forster resonance energy transfer- Forster tipusll rezonancia energiatranszfer

FSC forward scatter — el6re torténd szorodas

GAMIG goat anti-mouse immunoglobulin- kecskében termeltetett egér-ellenes
immunoglobulin

GFP green fluorescent protein- zold fluoreszcens fehérje

HBSS Hank’s balanced salt solution- Hank-féle pufferelt sdoldat

KD kinase domain- kinaz domén

Lat-B Latrunculin-B

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis- poliakrilamid gélelektroforézis

PBS phosphate-buffered saline- foszfat-pufferelt sooldat

PVDF polyvinylidene fluoride- polivinilidén fluorid

RTK receptor tyrosine kinase- receptor tirozin-kinaz

SDS sodium dodecyl sulfate- szodium dodecil szulfat

SSC side scatter — oldalra torténd szorodas

TAMRA tetramethylrhodamine- tetrametilrhodamin

TBS tris-buffered saline- tris-pufferelt sdoldat

TMD transmembrane domain- transzmembran domén

TRITC tetramethylrhodamine B isothiocyanate- tetrametilrhodamin B izotiocianat



1. BEVEZETES

A sejtmembran hosszl ideje egy jelentds teriilete a sejtbioldgiai és biofizikai
kutatasoknak. FO alkotorészei, a membranfehérjék szamos hormon, gyogyszer,
citosztatikum elsédleges tamadaspontjai. Ezek a vegyiiletek kiilonb6z6 dinamikaval,
kooperativitassal kapcsolodhatnak a sejtmembranhoz. FErtekezésemben két eltérd
szerkezetli ¢és hatdsu fehérje sejtmembranhoz vald kotodésének sajatsagait és
kooperativitasat vizsgaltam kiilonb6z6é modellrendszerekben.

Az epidermalis novekedési faktor (EGF) receptorok a sejtfelszini membran-
receptorok egy meghatarozé csoportjat alkotjak; szerkezetik és a sejt biologiai
folyamataiban betoltott szerepiik jol ismert, boséges irodalommal rendelkezik. Az EGF
receptorok a rakos folyamatok kialakulasaban és a célzott molekularis daganatterapiak
kapcsan is gyakorta emlitésre keriilnek. Ismert, hogy egyes daganatsejtek nagyobb
szamban fejezik ki felsziniikon a receptorcsalad egyes fehérjéit, mint fiziologias tarsaik.
Szamos kismolekula (inhibitor) keriilt kifejlesztésre, melyek szelektiven probaljak a
receptor funkcidjat egy meghatarozott doménjéhez kotddve szabalyozni, ezek hatasa a
fehérje egészének miikodésére viszont mindmaig nem egészen ismert. Az EGF receptor
ligandkotésének molekularis részletei szintén nem teljesen tisztazottak. Mindez arra
0sztonzott benniinket, hogy vizsgéaljuk az EGFR extra- €s intracellularis doménjének
funkcidjat, azok egymasra gyakorolt hatasat, tovabba kideritsiik, melyek azok a
koriilmények, amik befolyasoljak a receptor miikodését. Kisérleti eredményeink egy
altalunk kidolgozott modellel is értelmezésre keriiltek, feltirva az EGF receptor
molekuléris kolcsonhatasainak dinamikajat.

A sejtmembran  tamadaspontja  lehet  kiilonb6z6 ~ daganatellenes
gyogyszermolekuldknak is, melyek térhoditdsa szintén a célzott terdpidk eldtérbe
kertilésének tulajdonithatd. Ezek eldallitasanak egyik modja a természetben megtalalhato
vegyliletek karakterizaldsa, majd azok laboratéoriumi koriilmények kozott torténd
modositasa. Az elisidepsin is egy ilyen molekula, amely az eddig leirt daganatellenes
szerektdl eltérd hatdsmechanizmussal rendelkezik, ugyanis nekrotikus sejthalalt okoz.
Célunk volt az elisidepsin viselkedésének minél részletesebb felderitése: egyrészt a sejtek
dozis- és oxigénszinttdl fiiggd érzékenységének, masrészt a gyogyszer Kkotddési
dinamikdjanak tanulmanyozasa.

A dolgozat alapjaul szolgdlo két kisérletsorozat kozds nevezdje a sejtmembran.

Az ismertetett eredmények Osszhangban allnak azon elképzelésekkel, hogy a



plazmamembran a gyogyszer/novekedési faktor receptorhoz valo kotodése altal kivaltott
folyamatokat jelentésen modositja azaltal, hogy kétdimenzids feliiletként a diffuziot
korlatozza ¢és igy az aktivalt receptorok dimerjeinek vagy oligomerjeinek 1étrejottét

tamogatja.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sejtmembran altaldnos jellemzése és felépitése

A sejtmembran az ¢ldvildg valamennyi sejtje szamara nélkiilozhetetlen struktara.
Elhatarolja a sejt belsejét a kiilvilagtol, képes egyenldtlen ioneloszlast 1étrehozni a sejtek
¢s kornyezetiik kozott, ami a sejtek specialis elektromos tulajdonsagait eredményezi.
Biztositja a tapanyagfelvételt €s az anyagcseretermékek leadasat, tovabba a membranon
keresztiil érzékelik a sejtek a kiilvilagbol érkezo jeleket, melyek a kiilonb6z6 folyamataik
megvaltoztatasara késztetik Oket. Az idegen anyagok (virusok, baktériumok) szintén a
sejtmembranon keresztiil juthatnak be a sejtbe.

A bioldgiai membranok f6 szerkezeti elemei a lipidek, fehérjék és szénhidratok.
Az emlGssejtek plazmamembranja atlagosan 40-60% lipidet, 35-50% fehérjét és 2-3%
szénhidratot tartalmaz. A kettds réteget alkotd lipidmolekuldk tobb tipusat is
felfedezhetjiik a sejtmembranban (foszfolipidek, szfingolipidek, ill. utobbiak glikozilalt
formai és szteroidok), kdzos tulajdonsaguk, hogy amfipatikusak, azaz erdsen hidrofil és
hidrofob részeket egyarant tartalmaznak [1].

A membanfehérjék a plazmamembréan kiillonbozd specifikus funkciok ellatasara
szolgalo komponensei. A membranban kialakitott kolcsonhatasok fiiggvényében a
fehérjék két tipusra oszthatok: integralis (transzmembran) fehérjék és periférialis
membranfehérjék [2]. Az integralis fehérjéknek egy vagy tobb, lipid kettds rétegbe
agyazott része, ugynevezett intramembran szegmense van, melyek leggyakrabban a-hélix
struktarak [3]. Ezen kiviil rendelkeznek egy extracellularis és intracellularis doménnel is.
Ebbe a csoportba tartoznak példaul a peptidhormon-receptorok, koztiik az EGF receptor
i1s. Ezzel szemben a periféridlis membranfehérjék a membran kiilsé vagy belsd
lipidrétegéhez vannak rogzitve kiilonféle modokon, példaul hidroféb vagy
elektrosztatikus kolcsonhatasok révén [4]. Ide sorolhatok bizonyos enzimek (pl. protein-

kinaz C), vagy a sejt bels6 vazrendszerének egyes komponensei (pl. az aktin fehérjék).
2.1.1. Membrdan-mikrodomének, lipidtutajok

Tobbkomponensli mesterséges lipidmembranokban gyakran kialakulnak stabil
fazisok vagy domének. Ezeket rendezettségiik és fluiditasuk alapjan szoktak osztalyozni.
A legfontosabb harom ilyen doméntipus a gélfazis, a folyadékkristalyos fazis (,,liquid
disordered”) és a kett6 kozotti atmenetet képviseld rendezett folyadék (,,liquid ordered”)

fazis [5]. Az €16 eml6s sejtekben, bar membranjuk szintén sokféle lipidbdl épiil fel,
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ezekhez hasonld stabil doméneket nem sikeriilt kimutatni. Kivételt képeznek az Un.
ceramidban gazdag domének, melyek a szfingomielinaz aktivalédasa miatt keletkezd
jelentds mennyiségii ceramid jelenlétében kialakuld, viszonylag stabil domének [6].
Ezzel szemben kiilonb6z6 modszerekkel kimutathato, hogy a fent emlitettekkel szemben
idoben kevésbé stabil és sokkal kisebb méretli un. mikrodomének léteznek az emlds
plazmamembranban.

A mikrodomének a membran olyan részteriiletei, melyek fizikai-kémiai
tulajdonsagai eltéréek a membran tobbi részétol. Vizsgalatukra két alapvetd megkozelités
létezik. A klasszikus biokémiai definicidjuk detergens-érzéketlenségiikon alapszik. Nem
ionos detergensekkel torténd kezelés soran tobb sejttipus esetén megfigyelték, hogy
visszamarad egy oldhatatlan frakci6, amit megvizsgalva azt talaltdk, hogy magas a gliko-
és szfingolipid, illetve koleszterintartalma [7]. A masik megkozelités ezen mikrodomének
mikroszkdpos vizsgalata. A mikroszkopos vizsgalatok eleinte visszaigazoltdk a
mikrodomének [étezését, hiszen pl. a mikrodomének egyik komponensé¢hez ko&tddo
kolera toxin B alegységével néhdny sz4z nanométeres ilyen struktirdkat figyeltek meg
[8]. Ezen megkozelités f6 problémaja az volt, hogy a kolera toxin B alegysége
pentavalensen kotddik a mikrodomének GM1 gangliozid komponenséhez, és ezaltal
keresztbe koti 6ket. A késobbi, FRET mikroszkopiat [9] és szuperfeloldast mikroszkopiat
felhasznalo vizsgalatok [10] sokkal kisebb méretli és id6ben sokkal kevésbé stabil
struktarakat talaltak [11].

A lipidtutajok vagy mas néven lipid raftok a membran-mikrodomének egyik, talan
legfontosabb alcsoportjat alkotjak, melyek a membran tobbi részénél nagyobb
mikroviszkozitdssal rendelkeznek. A mikrodomének stabilitdsdval és méretével
kapcsolatban a fentebb emlitett aggalyok alapjan 2006-ban a Keystone Szimpo6ziumon a
raftokat ugy definialtak, hogy azok ,,olyan kisméreti (10-200 nm), heterogén, dinamikus,
szterolokban és szfingolipidekben gazdag domének, melyek kompartmentalizaljak a
sejtfolyamatokat. A kisebb raftok idénként stabilizdlodhatnak fehérje-fehérje vagy
fehérje-lipid kolcsonhatasokkal, hogy a sejtfolyamatok szdmara nagyobb feliiletet
biztosithassanak™ [12].

A lipid raftok tehat koleszterinb6l és (gliko)-szfingolipidekbdl épiilnek fel és
képesek a membranfelszinen elhelyezkedd receptorok, valamint a citofacidlis réteghez
kotddo jelatvivo és atalakito fehérjék egymas kozelébe hozasara, toborzasara; mig mas
fehérjéket elkiilonithetnek egymadstol, azaz egyfajta jelatviteli platformot képviselnek

[13].



A glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI-) horgonyzott fehérjék jo példai a membran
kiils6 rétegéhez kapcsolodo fehérjék toborzasara, mig az Src protein tirozin-kindzok vagy
a G-fehérjék telitett zsirsavlancokkal kapcsolodhatnak a membran citofacialis részéhez a
lipid raftokban. A lipid raftok felépitését és klaszterizaltsagi allapotat az 1. abra
szemlélteti.

Az EGFR-rdl is kimutattak, hogy foszforildlodott formaban a lipid raftokban
lokalizalodik, valamint az EGF receptorcsalad egy masik tagja, az ErbB2 is [14].

rrrrrrrr

apoptozist is, szerepiiket a tumor terapiakkal Gsszefiiggésben is vizsgaljak [15], [16].

nyugalmi éllapot

1. abra: A lipid raftok felépitése, klaszterizaltsdgi allapotai [17]

Az abra fels6 részén a nyugalmi allapotu lipid raftok felépitése lathatd. Ezek
raft lipidekbol és proteinekbdl 4llo dinamikus struktarak. A lipid kettOsréteg
sejtfelszini részén a szfingolipid- és koleszterintartalmti raft domének, mig a
citofacialis részen a folyadék altal rendezett lipid domének vannak szinekkel
kiemelve. A membranban kék és zold ovalis alakzatokkal a nem-raft fehérjék vannak
jelolve. Egyes raft fehérjék az extracellularis részen lipidekhez horgonyzédnak (GPI
horgonyzott fehérjék, az abran 1-essel jelolve), mig masok a citofacialis részen dupla
acilcsoportokkal kapcsolddnak (2-es). Megtalalhatok a transzmembran fehérjék is,
melyek rendelkezhetnek acil-oldallancokkal (3-as), konformacidvaltozason
mehetnek keresztiil a raftokhoz kapcsoldodva (4-es) vagy glikoszfingolipidekhez
kotodhetnek (5-6s).

A raft fehérjék oligomerizacioja kovetkeztében - amely megtdrténhet
multivalens ligandum kotésével (6-os) vagy intracellularis scaffold proteinekkel (7-
es) — a kisebb lipidtutajok egyesiilnek és stabilabba valnak.

Nagyobb méretii lipid raftok tobbnyire akkor alakulhatnak ki, ha kiilonb6z6
fehérjemodosulasok (pl. foszforilacido) mennek végbe, ezaltal a fehérje-fehérje



kdlcsonhatasok gyakorisaga megnd. Az igy létrejové mikrodomének mérete a
néhany szaz nanométert is elérheti (8-as).

2.2. Kooperativitas és linkage (kapcsoltsag)

2.2.1. A kooperativitas fogalma és a Hill- egyenlet

A kooperativitas a klasszikus értelmezés szerint azt jelenti, hogy egy 1-nél tobb
receptor dimerben) felléphet olyan jelenség, hogy a kotdhelyek hatdst gyakorolnak
egymas ligandkotésére. Ha az elsdként bekotddott ligandum eldsegiti a masodik
ligandum bekotddését, azaz annak affinitdisa magasabb lesz, akkor pozitiv
kooperativitasrol beszéliink [18]. Ezzel szemben, ha az els6 ligandum beko6tédése utan a
masodik ligandum alacsonyabb affinitdssal, nehezebben kotddik, akkor a kdtOhelyek
kozott negativ kooperativitas all fenn.

A Scatchard abrazolaskor a receptorhoz kotddott és a szabad ligandum
abrazoljuk [19]. Ahogy a 2. abra a-panelén lathatd, amennyiben egy nem kooperativ
kotohely ligandkotését vizsgaljuk, a Scatchard dbrazolassal egy egyenest kapunk, amely
meredeksége a kotddési affinitas (Kq) reciprokdnak minusz egyszerese. A legtobb esetben
azonban a Scatchard diagramok nem alkalmasak a kotddési affinitds meghatarozasara,
amelynek tobb oka is lehet, pl: két darab, nem kooperativ kotéhely vizsgalata (2. abra, b-
panel) vagy pozitivan/negativan kooperativ kotéhelyek jelenléte (2. abra c¢ és d-panel).
Amennyiben a ligandkoté helyek kozott valamilyen kooperativitas all fenn, a Scatchard
gorbe alakja jellemzi a kooperativitas jellegét, ugyanis feliilr6l konkav gorbe esetén (2.
abra d-panel) negativ, mig alulrol konkav goérbe esetén (2. abra c-panel) pozitiv

kooperativitas tételezhet6 fel [20], [21].
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2. abra: A Scatchard dbrazolds

crer

crcr

kooperativ kotéhely, mely 1 nM-0s Kg-vel rendelkezik. b: Két nem kooperativ
kotéhely, melyek 1 nM-os és 10 nM-0s Kg-vel rendelkeznek (fekete folytonos
vonallal jeldlve). Kék és piros szaggatott vonallal kiilon-kiilon abrazoltam az 1 nM-
os és a 10 nM-os Kg-ii kétéhelyeket, a piros pontozott vonal pedig az utobbi eltolasa
ugy, hogy illeszkedjen a fekete gorbére. Lathatd viszont, hogy a két egyedi kdtOhely
Kg értékét nem lehet ilyen moédon pontosan meghatarozni, mert a szines egyenesek
meredeksége nem josolhatd meg a fekete gorbébdl. c: n=2-es Hill-koefficienssel
rendelkez6, pozitivan kooperativ kotéhely (Kq=1 nM); d: n=0,5-6s Hill-
koefficienssel rendelkez6, negativan kooperativ kotéhely (Kg=1 nM). A Hill-
koefficiens értelmezésérdl az alfejezet késobbi részében lesz szo.

A 2. abran szerepld gorbék csak illusztracioként szolgalnak annak tisztazasara,
hogy a Scatchard gorbe alakja miként alakul, ha pozitivan vagy negativan kooperativ
kotohelyeket tételeziink fel a Hill-egyenlettel torténd illesztésbdl kovetkezoleg, illetve
abban az esetben, ha nem mutathaté ki kooperativitds. Azonban mint emlitettiik, a
Scatchard gorbérdl nem lehet a Hill-egyiitthatot, és a legtobb esetben a Kg-t sem
kozvetleniil meghatarozni, ahhoz a modellel torténd illesztésre van sziikség. A Scatchard
abrazolas csak a kooperativitas kvalitativ jellemzésére alkalmas, ahogy azt az EGF
receptorral kapcsolatban is a leggyakrabban alkalmazzak [22], [23], ezért valasztottuk mi

is ezt az abrazolasi modot vizsgalataink soran.
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A Hill-modell

A Hill-modellt gyakran alkalmazzak az ¢él6 sejtekben lejatszodd biokémiai
folyamatok leirasara, dozis-hatas gorbék készitésére. Ha ligandkoncentraciotol fiiggd
kotddési  reakciokat vizsgalunk a modell hasznalataval, akkor a kisérletesen
meghatdrozott paraméter (fluoreszcenciaintenzitas, €10 sejtek aranya, stb) keriil illesztésre
a rendszerhez adott ligandkoncentracid fiiggvényében.

Tételezziink fel egy ,,n”” db kotohellyel rendelkezd fehérjét. A tokéletesen pozitiv
kooperativitds arra utalna, hogy az ,n” db kotdhely mindegyike csak akkor tud
ligandumot kdétni, ha a tobbi is éppen ligandumot kot, azaz vagy egyidejileg kotnek, vagy
sehogy. Mindossze ez a két fehérjedllapot figyelhetd meg, amelyek kozott
termodinamikai egyensuly van. Ez a Hill-modell. Ennek egyszerii sémajat az alabbi

egyenlet mutatja:
P +nL 2 PL,, Q)

ahol P a ligandumot nem kotott receptor, L a ligandum, PL, pedig az n darab ligandumot

kotott receptor.

Az erre az esetre vonatkozo asszociacios allando:

_ IPLy] )

¢ P
ahol Ka az asszociacios allando, a szogletes zardjelek pedig a molaris koncentraciokat

jelolik.
A fenti egyenlet atrendezésével az alabbi Osszefliggést kapjuk:
Ko [L]™ [P] = [PLy] ©)

A telitési egyenletet erre az esetre az alabbiak szerint irhatjuk fel:

g _Plal _ _Kal'P] _ KalL _ " [
[PLu* [P] ~ KalLT'IPI+[P] — KoL+ [nel — [L"4Kd (4)

ahol 0 a ligand altal kotott receptorfehérje koncentracidaranyat jeloli.

A fenti egyenletet Hill-egyenletnek nevezziik, amely figyelembe veszi azt, hogy
,N”” db kotohely van, amelyek egymassal kooperalnak. ,,n” jeloli a Hill-egyiitthat6t, amely

tokéletesen kooperativ rendszereknél megegyezik a fehérje kotdhelyeinek szamaval. Kqg
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a disszocidcioés konstans, az asszocidciés konstans reciproka, ami a ligandkotodés
affinitasat, erdsségét jellemzi [24].

A Hill-egyiitthato értékét kisérletesen meghatarozva, pozitiv kooperativitas esetén
rendszerint 1 és a kotéhelyek szamanak szamértéke kozotti értéket kapunk. Azonban ezt
az értéket a klasszikus értelemben vett molekuléris kooperativités, ahol a két ligandum
bekotodését kiilon-kiilon Kg-kkel irjuk le, illetve a linkage (kapcsoltsag, Isd. 2.2.2.
fejezet) egyarant befolyasolja. Emiatt a Hill-egyenlettel kapott koefficiensekre a

tovabbiakban latszolagos kooperativitasként fogok utalni.
2.2.2. A linkage (kapcsoltsag)

A kooperativitds tehat azt mutatja meg, hogy a két vagy tobb kotdhelyes
makromolekuldk (vagy fehérje dimerek/oligomerek) egyik alegységének ligandkotése
hogyan befolyasolja a tobbi alegység ligandkotését.

Ezzel szemben az oligomerizacios linkage azt jelenti, hogy a receptor ligandumot
kotott és nem kotott valtozatai kiillonbozoképpen dimerizalddnak [25]. Ez a jelenség a
ligandum hatasara végbemend konformaciovaltozasokra utal, melyet az EGFR esetén
régota leirtak az irodalomban [26]. Célszerii azonban elkiiloniteni ezt a fogalmat a
kooperativitastol, mivel pozitiv linkage esetén is fennallhat negativ kooperativitas,
amennyiben a receptor-dimerhez az els6 ligandum magasabb affinitassal kotodik, mint a

masodik.

2.3. Az EGF receptorcsalad

2.3.1. Az EGF receptorok altaldanos jellemzése és osztalyozasa

Az EGF/ErbB receptorcsalad a receptor tirozin-kindzok (RTK) prototipusanak
tekinthetd. Fontos szerepet jatszanak az intracellularis jelatviteli folyamatokban, a
sejtdifferencidcioban, az apoptozisban, valamint a fiziologids ¢és patologias
sejtosztodasban.

A receptorcsalad négy tagja az EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3
¢s ErbB4/HER4 [27]. Legszélesebb korben az EGFR-t vizsgaltak eddig és jelen
disszertacioban is errdl lesz részletesen szo.

Az EGF receptorok ligandumai kiilonbozé peptid novekedési faktorok (EGF,
betacellulin, stb), melyek membranhoz kotdtt prekurzor fehérjékként szintetizalodnak
[28]. A sejtfelszini proteazok altali hasitasukat kovetdéen kotddnek az EGFR

extracellularis doménjéhez, el6idézve annak aktivaciojat. Az EGFR leggyakrabban
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tanulmanyozott liganduma az 53 aminosavbol allo EGF. Az EGF receptorok
ligandumainak részletes bemutatasaval a 2.3.3. fejezet foglalkozik.

Funkcionalisan az ErbB2, valamint az ErbB3 receptor kiilonbozik a csalad tobbi
tagjatol. Az eldébbi nem képes ligandkotésre, mivel szubsztratkotd zsebe tal kicsi.
Aktivacidja éppen ezért csak mas ErbB fehérjékkel 1étrehozott heteroasszociatumok vagy
jelentds overexpresszio révén valosulhat meg. Utdbbi esetben ErbB2 homodimerek is
kialakulhatnak, melyek képzése az elektrosztatikus taszitas miatt egyébként nem jellemz6
[29]. Ezzel szemben az ErbB3 nem rendelkezik tirozin-kinaz aktivitassal egy, a kindz
doménben talalhatdé aminosav-szubsztiticio miatt, am gyakran képez heterodimereket a

tobbi ErbB fehérjével [30].
2.3.2. Az EGFR szerkezeti felépitése

Az EGF receptorok mindegyike rendelkezik egy extracellularis doménnel, ezt
koveti az a-helikalis szerkezetii transzmembran régi6, amelyhez kotddik a juxtamembran
domén. Intracellularisan helyezkedik el a tirozin-kindz domén és a C-termindlison a
foszfo-tirozint kot6 effektor molekulak kotohelyei. Az EGFR szerkezeti felépitése a 3.
abra A-panelén keriil bemutatésra.

Az EGFR extracellularis doménje 622 aminosavbol all, amely 4 szubdoménre
oszthatd. Az EGF megkotésében az I-es és Ill-as szubdomén vesz részt, melyek az
el [31]. A ligandum kotédését kiséré konformaciovaltozas soran az I-es és III-as
szubdomének C-alakzatba rendezddnek, hogy a ligandum beékelddjon kozéjik. A
ligandkotddést kisérd konformaciovaltozas egy masik megnyilvanulasa az, hogy a 1l-es
szubdoménbdl kivalik egy 20 aminosavszarmazékbol allo hurok. Ezt a struktarat
dimerizacios karnak nevezziik, mivel képes kapcsolodni egy szomszédos receptorban
szintén megtalalhatdé hurokhoz, hidrofob kolcsonhatasok révén [32], [33]. Zart
konformécio esetén azonban ez a hurok a IV-es alegységgel alakit ki intramolekularis
[1-IV domének kozotti kapcsolat hianya miatt nyitottnak nevezziik [34].

Az EGFR transzmembran doménje (TM) kb. 23 aminosav hosszusagu a-hélix.
Egyes kutatadsok szerint két TM is képes egymdashoz kapcsolodni egy EGF stimulalt
EGFR dimerben, az N-terminalis GxxxG motivumot tartalmazo régioikon keresztiil [35],
[36].
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Az extracellularis juxtamembran régié (eJM) egy mindossze hét aminosavbol allo
polipeptid nyulvany, mely az extracellularis domén C-terminalisat valasztja el a TM
hidrofob régiojatol. E két domén térbeli kapcsolata bizonyitottan jelentds, mivel
kisérletesen kimutattak, hogy ha az eJM doménhez egy flexibilis linker régiot
szintetizalnak, az a receptor ligandumtol fiiggetlen aktivalédasahoz vezet [36], [37].

Az intracellularis juxtamembran régiorél (iIJM) kimutattak, hogy fontos szerepet
tolt be az EGF-indukalta autofoszforilacidban [38]. Felfedezték egy aktivacios domén
jelenlétét az iJM région beliil, amely a kinaz domének un. aszimmetrikus dimerjeiben
Osszekoti az aktivator tirozin-kinaz domén C (karboxi)-lebenyét és a fogadd kinaz N-
terminalisat [39]. Feltehetéen azonban az iJM régid egyéb részei is fontos szerepet
toltenek be az EGFR megfelelé miikodésében [38].

Az EGFR intracellularis doménje ~540 aminosavbol all, amely tartalmazza a
tirozin-kinaz domént (TKD), mely két részre oszthato: az N (amino)- és C (karboxi)-
lebenyre. Ehhez kapcsoltan megtalalhatd a ~230 aminosavbol allo C-terminalis farki rész.
A kinaz domén aktiv és inaktiv konformécio felvételére képes, ennek szabalyzidsaban
fontos szerepe van a két lebeny kozott elhelyezkedd aktivacios huroknak, mely tartalmaz
egy konzervalt Asp-Phe-Gly (DFG) motivumot. Inaktiv konformacio esetén az aszpartat
oldallanc kifordul a katalitikus centrumbol €s egy rovid hélixet alkot, igy nem tud ATP
bekotddni. Ezen kiviil az inaktiv kinazban az N-lebenyen talalhato aC-hélix a katalitikus
centrumhoz képest kifele orientalodik.

Ha a kinaz domén aktiv konformacioba keriil, az aktivacios hurok és az aC hélix

is a katalitikus centrum iranyaba fordul, eldsegitve a szubsztrat bekotédését [40].
2.3.3. Az EGF receptorok ligandumai és szignalizacios folyamatai

Az EGF receptorok homo- illetve heteroasszociaciés haldzatai a jelatvitel
valtozatossagat eredményezik. Emberben eddig tobb mint 30 fehérjét azonositottak az
EGF receptorok ligandumaiként, amelyek transzmembran prekurzorokként
szintetizalddnak, majd extracellularis doménjiik lehasitodik, igy valnak szolubilis
molekulakka [28]. A 4. abra szemlélteti a fontosabb ligandumokat, melyeket targetjeik
szerint az alabbi csoportokra oszthatunk:

e Kizarolag az EGFR-hez k6t6d6 ligandumok:
EGF; transforming growth factor-a (TGF-a); amphiregulin (ARG/AREG)
o Az EGFR-hez és ErbB4-hez egyarant kot6do ligandumok:
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epiregulin (EREG); epigen (EPG); betacellulin (bCEL); heparin binding EGF-like

growth factor (HB-EGF)

e ErbB3-hoz és ErbB4-hez kotddni képes ligandumok: neuregulinok

NRG1/Neu/heregulin; NRG2; NRG3; NRG4

A Kkereszt-foszforilalodott tirozin oldallincok a receptor dimerben a
citoplazmatikus enzimek €s adapter fehérjék kotohelyéiil szolgalnak. Amint az ily médon
aktivalodott effektor és adapter fehérjék levalnak, a citoplazmaban szdmos jelatviteli
kaszkadot képesek stimulalni. Végiil a szignal altalaban a receptor-ligandum komplex
endocitdzisaval végzodik.

Az EGFR kozvetitésével végbemend fontosabb jelatviteli utvonalak kozott
emlithet6 a MAPK (mitogen-activated protein kinase), a PI3K (phosphoinositol-3-
kinase) és az Akt (anti-apoptotic kinase) utvonal. Ezek olyan fiziologias valaszokat
valtanak ki a sejtb6l, mint a proliferacio, sejtndovekedés, differenciacid, migrécio,
gyulladasra adott valaszreakcio vagy az apoptozis [41], [42]. Az ErbB fehérjékhez k6t6do

ligandumokat, a fontosabb jelatviteli 1épéseket €s a sejtszintli valaszreakcidkat a 4. dbra

szemlélteti.
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3. abra: Az EGF receptorok szerkezeti felépitése és ligandumai [34)

A: Az EGFR extracellularis, transzmembran ¢és tirozin-kinaz doménjének
felosztasa szubdoménekre. Fentrdl lefelé haladva az extracellularis régio 4
szubdoménje lathato (a ligandum megkdotésében résztvevo I-es és Ill-as szubdomén
pirossal van jelolve, a dimerizacioban szerepet jatszo Il-es és IV-es szubdomének
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zolddel). Ezt koveti a transzmembran hélix az extra-, valamint intracelluléris
juxtamembran régioval (eJM, iJM), majd a sziirkével jeldlt tirozin-kinaz domén
(TKD). Utobbi konformaciovaltozasait az amino- és karboxi lebeny kozott
végbemend kolcsonhatasok befolyasoljak. A C-terminalis farki rész tartalmazza a
tirozin autofoszforilaciés oldallancokat.

B: Az EGF receptorcsalad tobbi tagjanak és azok leggyakoribb
ligandumainak abrazolésa: a ligandumot k&tni nem képes ErbB2, a kindz aktivitassal
nem rendelkez6 ErbB3, valamint az ErbB4. Az EGFR az un. EGF-szer(i fehérjékkel,
valamint a bispecifikus, ErbB4-hez is kotodni képes ligandumokkal aktivalodik
(EGF, TGF-a, amphiregulin [ARG], epigen [EGN], epiregulin [EPR], betacellulin
[BTC], heparint k6t6 EGF-szerti névekedési faktor [HB-EGF]). A neuregulin 1 és 2
(NRG1, NRG2) az ErbB3 ¢és ErbB4-hez egyarant kapcsolodik, mig a neuregulin 3
és 4 (NRG3, NRG4) csak az ErbB4-hez.
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4. dabra: Az EGF receptorcsalad jelatviteli halozata (Cell Signaling Technology,
ErbB/HER signaling; www.cellsignal.com)

Az EGF receptorok homo- és heteroasszociatumai, illetve az azok altal kotott
ndvekedési faktorok lathatéak az abra felsd részén. Kozvetitésiikkel jelatviteli
folyamatok egy egész sora jatszodik le a citoplazmaban, koztiik a mar emlitett PI3K-
Akt ttvonal is (abra k6zépsé része). Egy masik kiemelt utvonal soran a MAPK
aktivalodik, ami a sejtmagba keriilve (dbra alsé része) egyes transzkripciods
faktorokat aktival (Elk, Fos).
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2.3.4. Az EGFR homodimerizacidja

A klasszikus elmélet szerint az EGFR-re a ligandum altali dimerizécios és
aktivacidos mechanizmus a jellemz6. Ennek értelmében az EGF a receptor extracellularis
doménjének I-es és Ill-as alegységéhez kotodik egyszerre, majd a végbemend
konforméciovaltozasok eredményeként szabadda valik az a dimerizacios kar, amely
kapcsolodni képes egy szomszédos, szintén aktivalodott EGFR-hez, ahogy azt az 5. dbra
B- panelén szemléltettiik. [26].

Az Gjabb eredmények, koztiikk munkacsoportunk vizsgélatai is arra vilagitottak ra,
hogy ligandum hijan nem csak monomer konformécioban van jelen az EGFR, hanem
vannak a membranban elére dsszeszerel6dott, ligandumtol fiiggetlen dimerek is [43] [44].
Ezen kisméreti homoklaszterek mérete ligandummal torténd stimulacio esetén né [45].

Bar az EGFR aktivaciojaval 0Osszefiiggd dimerizacidjaban elsdsorban az
extracellularis domén fentebb leirt konformaciovaltozasa vesz részt, a transzmembran
domén ¢és a kinaz domén is hozzajarul a folyamathoz. Az 5. abra B-panele szemlélteti a
kinaz domén szerkezeti felépitését és a 1étrejovo kinaz dimer tipusokat. Az aszimmetrikus
kindz domén dimerben van egy fogad6 kinaz, amely inaktiv allapotban van, ehhez
kapcsolodik az aktiv konformécioban 1évd kinaz, mely aktivalja a mésik alegységet.
Ehhez a mechanizmushoz nagyban hasonlit a ciklin dependens kinazok (cdk)
aktivalodasa a -sejtciklus soran valtozo mindségben és mennyiségben termelddo- ciklinek
altal.

Szimmetrikus kindz domén dimerek szintén kialakulhatnak, ebben az esetben
mindkét kapcsolodo kinaz inaktiv konformacioban van. Irodalmi adatok alapjan azonban

ez a tipus kevéssé vesz részt a jelatviteli folyamatokban [40], [46].
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5. abra: Az EGFR dimerizacidjanak hatterében dallo konformdcioviltozasok [47]

Az abra A- panelén az EGFR extracellularis doménjének (ECD) sematikus,
illetve 3D szerkezeti abrazolasa lathatd, mig ugyanez a kétféle abrazolas mutatja be
a tirozin-kinaz domént a B és C-paneleken. A lila félkor a sejtmembrant jeloli. Az
extracellularis domén I-es és III-as alegységéhez egyidejlileg k6t6do ligandum (a
sematikus abran lila, piros €s sarga szinnel jelolve a két alegység és a ligandum)
hatasara szabadda valik a ll-es alegységen talalhatd dimerizacids kar (az abra B-
panelén narancssargaval jelolve). A dimerizacios kar kapcsolodik a szomszédos
ECD-ben szintén megtalalhaté dimerizacios karhoz és 1étrejon a receptor dimer.

A tirozin-kinaz domén sematikus abrajan az N-lebeny sziirkével, a C-lebeny
kekkel van jelolve. A két lebeny kozott elhelyezkedd aktivacios hurkot sotétkék
vonal, mig a C-terminalis farki részt szaggatott vonal jelzi. Néhany, az
intramolekularis kdlcsdonhatasok soran kitlintetett szerepet jatszo aminosav, valamint
az aC- hélix szintén fel van tiintetve. Az L.834-es és L.837-es aminosavak inaktiv
konformécié esetén rejtve maradnak és az aC- hélix iranyaba orientalodnak. Az
ECD-k dimerizaciodja a tirozin-kinaz doméneket is egymas mellé hozza és az egyik
domén C-lebenye a masik N-lebenyéhez kapcsolodik (jobb sz€lsé abrarész) és egy
aszimmetrikus dimert kapunk, ahol az egyik kinaz aktiv, a masik inaktiv allapotban
van. Az aktivalodott kinazban megvaltozik az aC- hélix orientacidja, a felszinre
keriil az L834-es és L837-es aminosav, valamint az E378-as és a K721-es
aminosavak sohidat képeznek. Az aktiv kinaz transz-foszforilalja a dimerizécios
partner C-terminalisanak tirozin szarmazékait.
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2.3.5. Az EGFR ligandkétésének kooperativitasa, Scatchard diagram

Az EGFR vonatkozasaban a kvantitativ kotodéses vizsgalatok sordn gyakran
feliilr61 konkav Scatchard gorbék sziilettek, melyet alacsony és magas affinitast
kotohelyek 1étezésével magyaraztak évtizedekig [48], [49], [50]. Ezt kovetben a negativ
kooperativitas valt a legszélesebb korben elfogadott elképzeléssé, magyarazatot adva az
EGF kotodésnél megjelend heterogenitasra [51].

A negativ kooperativitdsra néhany, az extracellularis domént érintd
szerkezetvizsgalati tanulmany is bizonyitékot szolgaltat. EQy munkacsoport a Drosophila
EGFR extracellularis doménjének kristalyositasa soran megallapitotta, hogy a
szolubilizalt receptor negativ kooperativitassal képes ligandumkotésre. A jelenség
magyarazata a Drosophila EGFR extracellularis doménjére jellemzé aszimmetrikus
dimerek jelenléte, amelyekben az egyik ligandk6té domén -konforméciojabol adédoan-
korlatozottan férhet6 hozza a ligandum szamara [52].

Az emberi EGFR-t vizsgalva negativ kooperativitast csak abban az esetben tudtak
detektalni, ha a ligandum nemcsak az extracellularis doménhez, hanem a teljes, intakt
receptorhoz kotédott. A Drosophila EGFR esetében leirt aszimmetrikus dimereket pedig
csak alacsonyabb affinitassal k6tdd6 ligandumok alkalmazasa mellett lehetett Kimutatni
a human receptor esetében [53].

Az irodalomban azonban szamos, a pozitiv EGF kotédési kooperativitast
valoszintsit6 tanulmanyt is talalhatunk [54], [55], [56], [57].

Az €16 sejtek EGF kotését feltehetden szamos tényez6 befolyasolhatja, tgymint a
ligandkotésben kozvetleniil nem résztvevd alegységek konformacidi, esetleg mas
struktardk (pl. citoszkeleton) jelenléte €s kdlcsonhatasai az EGF receptorral. A kinaz
néhany, nemrégiben megjelent tanulmany is vizsgalja [58], [59], ahogy a jelen
disszertacio is.

2.3.6. Az EGF receptorok és a tumorok

Az EGF receptorok koziil az EGFR és az ErbB2 az, amelyeket a leggyakrabban
Osszefliggésbe hoznak a rakos folyamatokkal. Az eddig feltart genetikai valtozasok kozott
emlitendd a génamplifikacio, mely a fehérje fokozott kifejez6déséhez vezet, a kinaz
domén aktivaciojat érintdé mutaciok, delécio az EGFR extracellularis doménjében,

tovabba az EGFR ¢és ligandumdanak egyiitt torténd expresszioja. A mutaciok hatasara a
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szerkezetben végbemend valtozasok a receptor fokozott aktivalodasahoz, ezdltal a
jelatviteli utvonalak rendellenes lefolyasahoz vezetnek [60].

Az EGFR szamos tiidérak tipusban fontos szerepet jatszik. A kinaz doménben
tortént mutaciok a tiidérakos esetek 10-40%-anal fordulnak el6 [61], [62].

Az EGFR génamplifikacidja az adenokarcindmak 15%-ban és a laphamsejtes
karcinomak 30%-ban fordul el6. A nem Kissejtes tiidérakok (NSCLC) 60%-anal, az
emlddaganatok 15-30%-anal mutathat6 ki az EGFR overexpresszidja [61], [63].

Az ErbB2 overexpresszidja vagy gén-felsokszorozodasa az emlddaganatok 20-
30%-anal fordul eld, de gyakoriak a pontmutaciok is, elsdsorban a tirozin-kindz
doménben [64].

Az EGF receptorcsaladot, és annak jelatviteli folyamatait tobb évtizede intenziven
vizsgaljak, ami lehetévé tette szamos célzott-terdpias modszer kidolgozasat, tgymint
EGFR ellenes monoklonalis antitestek, tirozin-kindz inhibitorok és olyan molekuldk,
melyek az EGFR chaperonokhoz kotdédnek, majd a receptor lebontasat segitik eld.

Ezekrdl részletesebben a 2.3.7. fejezetben lesz szo6.
2.3.7. Az EGFR-hez kotédd antitestek, tirozin-kindz inhibitorok

e EGFR ellenes monoklonalis antitestek

Az EGFR ellenes monoklondlis antitestek az extracellularis domén egy

crer

crer

¢és tumor-ellenes citotoxicitdsi immunvalaszt idéznek elo.

A legsikeresebben alkalmazott EGFR ellenes antitest a cetuximab (Erbitux®),
amely egy kiméra egér/human immunglobulin-G. Az ECD III. szubdoménjéhez kotddik,
majdnem a teljes ligandkotd feliiletet elfoglalva. A klinikumban elsdsorban a
vastagbélrakos és fej-nyaki daganatos esetek kezelésére hasznaljak [65].

e Tirozin-kinaz inhibitorok

Az EGFR-ellenes terapias szerek masik csoportjaba a tirozin-kinaz inhibitorok
tartoznak. Ezek olyan kisméretii, Sejtmembran-permeabilis molekulak, amelyek az EGFR
inhibitor a kindz domén adenozin-trifoszfat (ATP) kotohelyével alakit ki kovalens vagy
egyeb kolcsonhatast, ennek fliggvényében beszélhetiink irreverzibilis vagy reverzibilis
inhibitorokrol [66]. Az elébbire példa a canertinib, a pelitinib és a neratinib, mig

reverzibilis inhibitorként tartjadk szamon a gefitinibet, az erlotinibet és a lapatinibet.
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Ezenkiviil az inhibitorokat csoportosithatjuk aszerint is, hogy a kindz mely

s

I-es tipust inhibitorok

Ebbe a csoportba tartozik a legtobb ATP analog inhibitor, melyek a kinaz aktiv
képesek elfoglalni a purin bazis kotdhelyét. l-es tipusu inhibitorra példa a gefitinib
(Iressa®) vagy az erlotinib (Tarceva®), amelyeket mar tobb éve alkalmazzak a
klinikumban [68].

I1-es tipust inhibitorok

crer

Ebben az esetben a DFG motivum kifele all, igy egy tovabbi hidrofob kotéhely valik
szabadda, kozvetleniil az ATP kotéhely mellett [67]. Ebbe a csoportba sorolhatd a
lapatinib (Tykerb®) vagy a neratinib (PB272) [68], [69], [70].

Mivel a klinikai kezelések soran gyakran alakul ki rezisztencia az alkalmazott
inhibitorral szemben, tovabba az EGFR-nak is szdmos mutédcidja fordul el6 a
tumorokban, a harmadik generdcios inhibitorokat kifejezetten gy tervezik, hogy a
mutalodott receptorhoz legyenek képesek kapcsolddni kovalens kotéssel [66]. Itt
emlithet6 példaul az osimertinib (AZD9291), melynek célpontja a receptor T790M
mutans valtozata, amely az inhibitorokkal szembeni rezisztencia gyakori oka. Ezt az
inhibitort az FDA 2015-ben hagyta jova [66].

2.4. Az elisidepsin

2.4.1. Az elisidepsin felfedezése és szerkezete

A Kahalalide-F egy tengeri eredetii, tumorellenes hatasokkal rendelkez6
molekula, melyet egy puhatestiibol (Elysia rufescens) izolaltak, majd egy kdzeli analogjat
szintetikusan kezdték gyartani, amely az elisidepsin (Irvalec®, PM02734) nevet kapta.
Az elisidepsin egy gylrlis depszipeptid, mely in vitro koriilmények kozott szamos
daganat kezelésében bizonyult hatasosnak. A National Cancer Institute (NCI) ,,Compare”
analizise alapjan tumoros sejtvonalakon kifejtett hatdsspektruma kiilonbozik minden
egyéb, eddig karakterizalt vegyiiletétol, ezért a varakozasok szerint az elisidepsin, az
addig sok kemoterapikummal szemben rezisztens tumorok kezelésére is megoldast

jelenthet. Fazis II  klinikai vizsgalatat mar azel6tt megkezdték, hogy
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hatasmechanizmusanak részleteit feltartak volna. Az elisidepsin szerkezete a 6. dbran

lathato.

o
CH; chm

H CH,

6. abra: Az elisidepsin kémiai szerkezete
2.4.2. Az elisidepsin feltételezett hatasmechanizmusa

Az elisidepsin hatasmechanizmusa sok szempontbdl kiilonbozik az eddig ismert
kemoterapids szerekétdl. Irodalmi adatok szerint a lizoszoma membranok felszakadasat
[71], sejtmag-fragmentaciot [72] és nektrotikus sejthalalt okoz [72], [73]. A nekrotikus
sejthalal kedvezd lehet abbdl a szempontbol, hogy kevesebb lehetdség kinalkozik a
gyogyszer iranti rezisztencia kialakuldsara, azonban figyelembe kell venni az esetleges
terapias felhasznalés soran, hogy a nekrozis gyulladdshoz is vezethet.

Arra vonatkozdéan is sziilettek eredmények, hogy az elisidepsin a
plazmamembranban a lipid kettdsréteg atrendezédéséhez ¢és fokozott membran-
permeabilitashoz vezet [74]. Mutans Saccharomyces cerevisiae vonalak vizsgalata soran
a daganatokban gyakran overexpresszalt zsirsav-2-hidroxilaz enzim keriilt az érdeklodés
homlokterébe az elisidepsinnel szembeni érzékenység szempontjabol. Az eredmények
alapjan a zsirsav-2-hidroxildz termékei, a 2-hidroxi zsirsavak fokozott szintézise a
gyogyszerrel szembeni megnovekedett érzékenységhez vezet, mig a zsirsav-2-hidroxilaz
kifejez6désének gatlasa érzéketlenebbé tette a sejteket az elisidepsinre nézve [75]. Ez az
eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a lipidtutajoknak szerepe lehet a gyogyszer
hatasmechanizmusdban, mivel azok létrehozasaban ¢és stabilizalasaban fontos szerepet

toltenek be a 2-hidroxi zsirsavak [76].
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Olyan feltételezések is sziilettek, melyek szerint az ErbB fehérjék expresszioja és
az elisidepsin- érzékenység kozott korrelacio figyelheté meg, azonban munkacsoportunk
korabbi kisérletei ezt meggy6zden cafoltak. Kimutattak, hogy az ErbB1, ErbB2 ¢és ErbB3
fehérjéket jelentosen kiilonbozé mértékben kifejezd sejtek is hasonld érzékenységet
mutatnak az elisidepsin irant [77].

Osszességében tehat az elisidepsin egy biztatonak tiind gyogyszermolekula jeldlt,
optimizmusra okot add antitumor hatdsanak és terapias indexének készonhetden fazis 11

vizsgalatoknak is alavetették [78].
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3. CELKITUZES

Az Irodalmi attekintés fejezet alapjan azt feltételezziik, hogy a sejtmembran, mint

egy kétdimenzids hordozofeliilet, a benne talalhatd, gyogyszerek és ndvekedési faktorok

tamadaspontjaul szolgald fehérjék és lipidek magasabb rendii szervezddési formait

(klasztereit) hozza 1étre. Minden molekula hatdsat, amennyiben az specifikus receptorhoz

kotddik, alapvetden a receptorhoz valo kotddése hatarozza meg. A sejtmembran azonban

ezen receptorok oligomerizacidjan keresztiil az aktivalt receptor altal kivaltott hatasokat

jelentésen moddositja, finomhangolja.

Dolgozatomban két kiilonb6zd molekuldaval (egy ndvekedési faktor és egy

gyogyszerjelolt) kapcsolatban vizsgaltam, hogy hatdsukat hogyan befolyasolja a

sejtmembran fent emlitett szervez6képessége.

Vizsgalni kivantuk az EGFR ligandkotésének jellemzdit: kinetikajat, affinitasat,
kooperativitasat és koncentraciofiiggését

Arra is kerestiik a valaszt, hogy az EGF kotédés kooperativitasat és affinitasat milyen
koriilmények befolyasoljak (az EGF hosszutavil jelenléte a rendszerben, a
citoszkeleton polimerizaltsagi allapotai, a receptor glikozilacioja)

Azt is tanulmanyoztuk, hogy a kindz domén bizonyos konformaciéi hogyan
befolyasoljak a ligandkotés kooperativitasat €s affinitasat

Az el6z6 pontban kapott eredmények molekularis szinti értelmezéséhez egy olyan
modellt kivantunk létrehozni, amely nemcsak feltarja az EGF kotddés hatterében allo
kolesonhatasok részleteit, hanem képes megjosolni az egyes receptor tipusok
eléfordulési valdszintiségét a ligandummal torténd stimulacio fiiggvényében

Az elisidepsinnel kapcsolatban célunk a gyogyszer hatdsmechanizmusanak részletes
felderitése, a daganatokban gyakran el6forduld oxigénhianyos allapot szerepének
vizsgalata

Vizsgalni kivantuk a gyodgyszer sejtmembranhoz valdo kotddésének jellemzdit:

kooperativitasat és klaszterizacigjat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Gyakran hasznalt oldatok listdja

HBSS
e 137 mM NaCl
e 54 mMKCI
e 42mM NaHCOs3
e 13 mM CaCl;
e 1 mM MgSOq
e 0,5 mM gliik6z
e 0,44 mM KH2PO4
e 0,25 mM NaHPO4

Desztillalt vizben oldva, a pH-t sziikség esetén 7,4-re kell allitani

PBS

e 150 mM NaCl

e 8,6 MM Na:HPO4

e 3,22mM KCI

e 1,69 MM KH2POq4

Desztillalt vizben oldva, a pH-t sziikség esetén 7,4-re kell allitani
TBS

e 150 mM NaCl

e 20 mM Tris

Desztillalt vizben oldva, a pH-t sziikség esetén 7,4-re kell allitani

Tripszin-EDTA
e 0,5¢tripszin
e 0,29gEDTA

1000 mL PBS-ben oldva és sterilre szlirve

4.2. Sejtvonalak és tenyésztésiik

Az EGF kotodésének vizsgalata soran két sejtvonalat hasznaltunk: A431, mely
egy human epidermoid karcindma sejtvonal, valamint F1-4, ami CHO (kinai horcsog
ovarium) sejtek GFP-vel konjugalt EGFR-t stabilan kifejez6 valtozata. Az utobbit
gottingeni kollaboracids partnereink allitottak el [79]. A sejtvonalak EGFR expresszio
szintjének meghatarozasa DAKO Qifikit kalibraciés gyongyok segitségével tortént,
ennek eredményét és modszertanat az 1. tablazat és a 4.3. fejezet tartalmazza.

Az elisidepsin hatasmechanizmusanak vizsgalata soran az alabbi sejtvonalakat

hasznaltuk: A431, CHO, HaCaT (human keratinocita), HeLa (huméan méhnyak
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karcinoma), MCF7 (human emlétumor), MDA-MB-453 (human emlétumor), SKBR-3
(human emlStumor). A HaCaT kivételével (melyet a Debreceni Egyetem Elettani
Intézetétdl kaptunk) a sejtvonalakat az American Type Culture Collection-t6l szereztiik
be (ATCC, Manassas, VA).

A sejteket specifikacidjuknak megfelelden tenyésztettiik: 10% embriondlis borju
szérumot (FCS) ¢és 50 pg/ml gentamicint tartalmaz6é DMEM médiumban, 37°C-0s
hémérsékleten, 5% szén-dioxid jelenlétében. Mivel az emlitett sejvonalak letapadoak,
ezért azokat tripszin-EDTA oldattal valasztottuk fel a tenyészté edény aljarol. Western
blot vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az F1-4 sejtek esetén a tripszinezés nem befolyasolja
a sejtfelszini EGFR mennyiségét (7. abra).

A kisérletek soran a mosasi, sejtkoncentracié bedllitasi 1épésekkor 290 RCF
sebességgel 5 percig centrifugaltuk a sejteket.

Azon kisérleteket megel6zden, ahol EGF stimulalast is végeztiink, a sejteken 12
oran at szérummegvonast alkalmaztunk, azaz 0,1% FCS-t és 50 pg/ml gentamicint
tartalmazé6 DMEM médiumban tortént a tenyésztés.

Az elisidepsin hatdsmechanizmuséanak vizsgalata soran sziikséges volt a sejteket
csokkentett oxigén jelenlétében tenyészteni. Ehhez a 8 lyukt Ibidi kamrdban vagy a
sejtteny€sztd flaskdban novesztett sejteket Billups-Rothenberg modularis hypoxias
kamraba (San Diego, CA) tettilk, majd hypoxids gazkeverékkel (Linde, Miinchen,
Németorszag) gazositottuk, melynek Osszetétele: 1% O2, 5% CO, és 94% No. A gzt
25 L/ perc aramlasi sebességgel 4 percig aramoltattuk keresztiil a kamran, majd lezartuk

¢és 37°C-os termosztatba helyeztiik, ahol 4 napig inkubaltuk.

1 2
12

130—

EGFR 100—

70 —

55 i —

aktin |-
7. abra: A tripszinezés hatdasa az F1-4 sejteken kifejezodé EGFR mennyiségére

Az F1-4 sejteket lizaltuk (1-es minta), vagy a lizaldst megel6zden tripszin-
EDTA oldattal torténd kezelésnek vetettiik ald (2-es minta). A fehérjéket 7%-0s
poliakrilamid gélen valasztottuk el molekulatomeg alapjan, majd PVDF
membranra blottoltuk. Elsddleges antitestként EGFR-ellenes (F4-es klon, Sigma
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Aldrich), vagy kontrollként aktin-ellenes (AC40-es klon, Sigma Aldrich)
antitesteket hasznaltunk. A masodlagos antitesttel torténd inkubacio utan egy
peroxidaz elohivé kit segitségével tettiik lathatova a fehérjesavokat. A blot
melletti szamok a molekulatomegeket adjak meg kDa mértékegységben. A
western blot részletesebb protokollja a 4.14.1-es alfejezetben olvashato.

4.3. EGFR expresszios szint meghatarozasa

Az EGF kotodésének vizsgalata soran hasznalt sejtvonalak altal expresszalt EGFR
kvantitativ meghatarozasahoz indirekt immunfluoreszcens jelolést végeztink. A
feltripszinezett A431 és F1-4 sejteket 0,5 mg/ml BSA tartalmu PBS pufferben felvettiik
10 millio/ml sejtstiriségben. Elsédleges antitestként az EGFR-ellenes Mab-528-at
hasznaltuk, amit a HB-8509 hibridoma (ATCC) feliiltsz6jabol tisztitottunk. Masodlagos
antitestként AlexaFluor-647-GAMIG-t (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
alkalmaztunk. A kalibraciohoz DAKO Qifikit-et (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
hasznaltunk, ami tobb, ismert mennyiségli elsddleges antitesttel ellatott gyongy-
populacidbdl all. Ezeket ugyanugy megjeldltiik az AlexaFluor-647-GAMIG masodlagos
antitesttel, mint a  sejteket. Az  egyes  gyongy-populaciokra  kapott
fluoreszcenciaintenzitasok alapjan kalibracios egyenest vettiink fel, mely segitségével
meghatarozhatova valik a sejtekhez kotddott antitest mennyisége, igy a receptorszam. A
fluoreszcenciaintenzitas mérés FACS Aria III aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San

Jose, CA) tortént. Az igy kapott eredményeket az 1. tablazat tartalmazza.

Sejtvonal receptor/sejt
F1-4 560 000
A431 690 000

1. tablazat: F1-4 és A431 sejtvonalak EGFR expresszidja
A sejtfelszini receptorszam kvantitativ meghatarozasa DAKO Qifikit kalibracios
gyongyok segitségével tortént, a gyartd utasitasait kovetve. A jeloletlen sejtek
fluoreszcenciaintenzitasaival korrigaltuk a jel6lt mintak esetén mért intenzitasokat.

4.4. Jelolés fluoreszcens EGFE-fel és intenzitasmérés aramlasi citometridval

Az EGF kotédési vizsgalatokhoz az EGFR ligandumaként tetrametil-rhodaminnal
(TAMRA) konjugalt EGF-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk, amelybdl 10 pM-
os toménységl torzsoldatot készitettiink. A térzsoldatbdl higitasi sorozat késziilt 0,5
mg/ml BSA-PBS pufferben. A jel616 oldatok TAMRA-EGF koncentracioit a 2. tablazat

tartalmazza.
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A jel6l6 oldatokat jégen tartottuk, amelyekhez 20 ul térfogata, 100 000 db sejtet
tartalmaz6 szuszpenzi6 keriilt egyenként. A TAMRA-EGF-fel torténd inkubécio 1 6ran
at tartott, végig jégen tarolva a mintakat.

A fluoreszcenciaintenzitas méréshez FACS Aria III aramlasi citométert
hasznaltunk. A TAMRA gerjesztéséhez az 561 nm hulldmhossza 1ézert hasznaltuk, az
emissziot egy 595/50-es savszird segitségével, vagyis az 570-620 nm
hullamhossztartomanyban detektaltuk. A F1-4 sejteken kifejez6dé GFP-t 488 nm-en
gerjesztettiik, emissziojat egy 530/30-as savsziir6 hasznalataval detektaltuk, vagyis az
515-545 nm hulldmhossztartomanyban. A miiszer mintatartojat 4°C-on termosztaltuk. A

citométerrel mintanként 20 000 db sejtet szamoltunk le.

. EGF a kovetkezo .
sorlr'1slzn:it;ana koncentracio csObdl kivett BSA—PB(iIt)erfogata
(pM) térfogat (ul)

1 0 0 1100
2 32 0 1100
3 64 1100 1100
4 128 1100 1100
5 256 1100 1100
6 512 1100 1100
7 1024 1100 1100
8 2048 1100 1100
9 4 096 1100 1100
10 8192 1100 1100
11 16 384 1100 1100
12 32768 1100 1100
13 65 536 1100 1100
14 28,84 ul TAMRA-

131072 EGF torzsoldat 2171,16

2. tablazat: a TAMRA-EGYF jelolo oldatok dsszetétele

A térfogatok az adott kisérlettél fliggben valtozhatnak, a fenti tablazat két mintasoros
vizsgalatra elegend6é mennyiségeket tartalmaz. A legtdoményebb minta (14-es) késziil el
elséként és mindegyik oldat a nala kétszer tdményebb mintabol keriil kihigitasra BSA-
PBS pufferben. Az egyes mintakhoz 20 pul térfogata, 100 000 db sejtet tartalmazo 4°C-
os szuszpenzid keriilt, a mintdk végtérfogata 500 pl volt. Szamitasaink alapjan a
vegtérfogathoz képest kis térfogatban hozzdadott sejtszuszpenzié révén a ligand
deplécid hatasa kivédheto.

4.5. Aramlasi citométeres fajlok kiértékelése

Az aramlasi citométeres .fcs fajlokat FCS Express szoftverrel (Denovo Software,
Thornhill, Ontario, Canada) értékeltiik ki. Az FSC-SSC (elére irdnyu szords-oldalszoras)
kétparaméteres abran (,,dot plot”) az intakt sejteket kivalasztva (8. abra, A-panel)

képeztiik azok GFP hisztogramjat (8. abra, B-panel), amelyre harom kaput illesztettiink,
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szétvalasztva ezaltal a sejteket alacsony, kozepes és magas EGFR-GFP expresszalo
alpopuléciokra. Ezutdn minden minta esetében a négy alpopulacioban (alacsony, kdzepes,

magas ¢s teljes sejtpopulacio) kiilon-kiilon szamitottuk ki a TAMRA intenzitast.
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8. dbra: Az aramlasi citometrids fajlok kiértékelése

A: A szérasképen az intakt sejtek kijel6lése (az abran pirossal szerepel), az ezen kiviil
megjelend eseményeket a szorasképen sejttormeléknek tekintettiik. B: Az FCS Express
szoftver segitségével képeztik minden egyes minta GFP intenzitds-hisztogramjat,
melyen a sejtek relativ gyakorisaga van abrazolva a GFP intenzitas fliggvényében. A
hisztogramokra harom kaput illesztettiink: alacsony (kék), kdzepes (sarga) és magas
(rozsaszin) EGFR expresszald populacidkra osztva a sejteket. C: A négy alpopulacio
TAMRA intenzitas-hisztogramja (fekete: minden sejt).

4.6. Tllesztés a Hill-modellel

A sejtekhez kotodott EGF mennyiségét (amely megfelel a citométeres mérések

ismeretében megillesztettiik a Hill-egyenlet logaritmikus formajaval:

| — max min

min 1+10n(|og Ky - logc)

(5)
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ahol I: a minta fluoreszcenciaintenzitasa, Imin €s Imax: & legalacsonyabb és a legmagasabb
fluoreszcenciaintenzitas, c: a fluoreszcens EGF koncentracidja, n: Hill-egyiitthato és Kq
a disszociacios allando.

Az illesztés Matlab szoftver segitségével tortént (Mathworks, Natick, MA),
miutan a mért fluoreszcenciaintenzitasokat korrigaltuk a hattérrel, vagyis a jeloletlen
minta intenzitasaval.

A fenti egyenletben a Hill-egyiitthat6 ad tajékoztatast a latszolagos kooperativitas
jellegérol: amennyiben 1 felett alakul, pozitiv latszolagos kooperativitas tételezhetd fel,
mig negativ, ha 1-nél alacsonyabb. A disszociacios konstans a kotddés affinitasat

jellemzi: minél kisebb értéket vesz fel, annal erésebb a ligandkotés.

4.7. Scatchard diagramok készitése

Annak céljabol, hogy a kooperativitast vizualisan is meghatarozhassuk, Scatchard
diagramokat készitettiink. Ehhez sziikségiink van a sejtekhez kotédott és a szabad EGF
koncentracié értékeire. Az dramldsi citométeres analizis sordn a kotott EGF
mennyisége pedig a mintakhoz adott, ismert TAMRA-EGF koncentracio. Az abrazolast
a 2. dbra szemlélteti. Amennyiben a gorbe alulrdl konkav, a kooperativitas pozitiv, mig

feliilrél konkav esetben negativ kooperativitas tételezhetd fel.

4.8. A fluoreszcens EGF hosszutavu jelenlétének vizsgalata aramlasi citometriaval
¢és konfokalis mikroszkopiaval

Vizsgalni kivantuk, hogy a TAMRA-EGF milyen hatast gyakorol a mintakra, ha
az altalunk altaldban alkalmazott 1 6ras inkubacios id6t kibdvitjiik, ahogy azt tobb, a
témaval foglalkoz6 kozleményben lattuk [51], [80]. A TAMRA-EGF-bdl higitasi sort
készitettiink (lasd 2. tablazat) 0,5 mg/ml BSA-PBS pufferben, amelyet jégen tartottunk.
Feltripszinezett, majd a megfeleld sejtstirliséglire bedllitott A431 sejteket adtunk az
elkészitett jelol6 oldatokhoz, majd 24 6ras inkubacio kovetkezett fénytdl védve, jégen. A
kontroll sejteket szintén jégen, de csak 1 6ran 4t inkubaltuk a ligandummal.

Az éramléasi citométeres mérésekhez FACS Aria III aramlési citométert
hasznaltunk, a miiszer termosztatjat 4°C-ra allitva. A TAMRA gerjesztése az 561 nm
hullamhossza 1ézerrel tortént, az emissziot egy 595/50-es savszlird segitségével, vagyis
az 570-620 nm hullamhossztartomanyban detektaltuk. Mintanként 20 000 db sejtet

szamoltunk le a citométerrel.
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Annak eldontésére, hogy a fluoreszcens EGF milyen mértékben jut be a sejtekbe
a 24 oras inkubacio soran, konfokalis mikroszkdpos megfigyelést is végeztiink. Az 1 és
24 oran at TAMRA-EGF-fel jelolt A431 sejteket PBS-sel torténé mosast kovetden
targylemezre cseppentettiik, majd Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.
A lementett képek kiértékelése ezt kovetden Matlab szoftverrel tortént: a sejteket a
manualis  vizfeltoltéses algoritmussal jeloltik ki, majd az igy létrehozott
membranmaszkban és azon belil, az intracellularis térben szamitottuk ki a
fluoreszcenciaintenzitasokat. Elébbi a  sejtmembran, utébbi a citoplazma

fluoreszcenciaintenzitasanak felel meg.

4.9. Sejtek stimulalasa EGF-fel

A 12 6réan at szérummegvondasban tenyésztett F1-4 sejteket kétszer mostuk 37°C-
os HBSS pufferrel, majd az EGF-et (R&D Systems, Minneapolis, MN) 130 nM
koncentracioban, HBSS pufferben higitva adtuk a mintdkhoz. Az inkubéci6 15 percig
tartott, az adott kisérlet protokolljatol fliggden jégen vagy 37°C-os hémérsékleten.

4.10. A kiniz domén funkciondlis gatlasa kinaz inhibitorokkal

I-es tipust tirozin-kinaz inhibitorként az erlotinibet, mig II-es tipusu inhibitorként
a lapatinibet valasztottuk kisérleteinkhez, mindkett6t a Selleckchem-t61 vasaroltuk
(Houston, TX). Az inhibitorokbol 10 mM-os torzsoldat késziilt DMSO-ban, majd HBSS
pufferben 5 uM-ra higitva keriiltek a sejtekhez. Az inkubaci6d 37°C-os hdmérsékleten 1

oran at tartott.

4.10.1. Foszforilalt-tirozin szarmazékok immunfluoreszcens jelélése és
vizsgalata konfokdalis mikroszkoppal

A 8 lyuku kamraban novesztett, erlotinibbel vagy lapatinibbel kezelt F1-4 sejteket
EGF-fel stimulaltuk (4.9. fejezet), majd 3,7% (m/m) formaldehid-PBS oldattal fixaltuk
és 0,1% (v/v) Triton-X-PBS pufferrel permeabilizaltuk. A foszforilalt tirozinokat PY99
antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) jeloltik, melyet AlexaFluor-647
GAMIG masodlagos antitesttel tettiink detektalhatova. Az utolso, 0,5 mg/ml BSA-PBS-
sel torténd mosas utdn a mintakat Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk.
488 nm-es gerjesztést hasznaltunk a GFP detektalasahoz és 633 nm-es 1ézert az indirekt
jelolt foszfo-tirozinok vizsgalatara, az el6bbi emisszidjat a 493-598, utdbbiét a 645-745

nm hulldmhossztartomanyban detektaltuk.
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4.11. Az EGFR dimerizacidjanak vizsgalata homo-FRET méréssel

F1-4 sejteket 8 lyuku, fedélemez alji Ibidi kamraba tettiink 50 000 db sejt/lyuk
koncentracioban. A kisérletet megelézéen a sejteken 12 6ran at szérummegvonast
alkalmaztunk (1asd 4.2. fejezet), majd 37°C-os HBSS pufferrel kétszer mostuk a mintakat.
Ezutan azokat erlotinibbel és lapatinibbel kezeltiik (lasd 4.10. fejezet), majd 130 nM
EGF-fel stimulaltuk jégen vagy 37°C-on 15 percig. A sejteket Zeiss LSM880 konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk anélkiil, hogy mostuk vagy higitottuk volna a mintakat. Nagy
figyelmet forditottunk arra, hogy a képek felvétele alatt se valtozzon meg jelentdsen a
kisérleti rendszer hémérséklete, igy két minta vizsgalata kozott az adott kamrat mindig
37°C-os termosztatba vagy jégre tettiilk. A GFP-t 405 nm hullamhosszl 1ézerrel, egymast
kovetd besugarzasi 1épésekkel fotoelhalvanyitottuk (,,bleach-eltiik”) a szignal teljes
eltlinéséig. Az emisszidt két csatornaban detektaltuk: az egyikben a gerjesztd fénnyel

parhuzamos (/;), mig a masikban az arra merdleges (I, ) polarizacidji fényt regisztraltuk.

4.11.1. Kiértékelés

Matlab szoftverben, a vizfeltoltéses algoritmust hasznalva kijeloltiik a sejteket,
majd a membran pixelek intenzitasait egy sejt nélkiili teriilet intenzitasaval korrigaltuk.
Az anizotropiat (r) az alabbi képlettel szamitottuk ki:

_ L-GI,
T L4261’

(6)
ahol I;: a gerjesztd fénnyel parhuzamosan polarizalt emittalt fény, I, : a gerjesztd
fényre merdlegesen polarizalt emittalt fény és G egy korrekcios faktor, amely a detektor
¢s az optikai komponensek (szlir6k, lencsék, stb.) eltérd érzékenységét jellemzi a két
kiilonb6zo polarizacioji fénykomponensre. A G faktor meghatarozasa minden kisérlet
készitettink HBSS pufferben, amir6l a tobbi minta esetén haszndlt mikroszkopos
beallitdsokkal vettiink fel képeket. A polarizalt gerjesztés ellenére az I és a I
intenzitaskomponenseknek a GFP gyors rotdciés mozgasa miatt egyenldknek kell
lenniiik. A gyakorlatban, a detektor és egyéb optikai komponensek horizontélisan és
vertikalisan polarizalt komponensekre vonatkozo eltérd transzmisszioja miatt azonban
ezen két intenzitdskomponens mért értéke mégsem lesz egyenld. A két intenzitds
hanyadosa adja meg a G faktort, tehat a mikroszkop relativ érzékenységét a kétféle

polarizacioju fényre.
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4.12. Az EGF kotédés kinetikai vizsgalata aramlasi citometriaval

A tripszinezett F1-4 sejteket PBS-sel mostuk, majd a sejtkoncentraciot 1,5
millié/ml-re bedllitva szortercsdvekbe pipettaztuk. A TAMRA-EGF-et 1, 10 és 100 nM
koncentracioban adtuk a jégen tartott sejtekhez, majd FACS Aria I1I d&ramlasi citométeren
mértik a TAMRA intenzitdsanak valtozasat, mintanként 20 percen at. A citométer
mintatartdjanak homérsékletét 4°C-ra allitottuk. Az igy kapott .fcs fajlok a mérési idot is
tartalmazzak, igy lehetdévé valt a sejtekhez kotédott fluoreszcens EGF mennyiségének

iddbeli vizsgalata.

4.13. Az F-aktin depolimerizacidija latrunculin-B-vel

A latrunculin-B-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), mely depolimerizalja a
citoszkeleton egyik alkotorészét, az F-aktint [81], 2 uM koncentracioban adtuk az F1-4
sejtekhez HBSS oldatban. A kezelés 37°C-os hémérsékleten 10 percig tartott. A sejteket
ezutan eldkészitettiik a kovetkezo kisérleti 1épéshez, amely az EGF kotédés vizsgalata
(lasd 4.4. fejezet) vagy az F-aktin fluoreszcens jeldlése és konfokalis mikroszkopos
megfigyelése (lasd 4.13.1. fejezet). ElGbbi esetben a sejteket tripszineztiik és PBS-sel
esetben a 8 lyukt kamraban novesztett F1-4 sejtek mosasat kovetden kertiilt a mintakra a
latunculin-B.

A kisérletek soran kontrollként jasplakinolidot (Sigma-Aldrich) hasznaltunk,
mely a latrunculin-B-vel ellentétes hatassal rendelkezik, mivel az aktin polimerizaciojat
eldsegiti [82]. A toxinnal 1 uM-os koncentracioban, 37°C-on 30 percig kezeltik a

sejteket.
4.13.1. F-aktin jelolése és vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

A 8 lyuku Ibidi kamraban novesztett és latrunculin-B-vel kezelt sejteket PBS-sel
mostuk, majd aceton hozzaadasaval szobahdmérsékleten permeabilizaltuk. Az aktin
vizsgalatahoz a gyilkos galoca (Amanita phalloides) toxinjaként ismert falloidint
hasznaltuk, amely rendelkezéslinkre allt TRITC (tetrametilrthodamin B izotiocianat)
festékkel konjugalt formaban (Sigma-Aldrich). A TRITC-falloidinnel 4 pg/ml
koncentracioban jeloltiik a sejteket 20 percig szobahOmérsékleten. A sejtmag jeldlésére
DAPI-t (Sigma-Aldrich) hasznaltunk 10 pg/ml koncentracioban. A megjeldlt sejteket
Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, a DAPI-t 405 nm-en, a TRITC-t
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543 nm-en gerjesztettiikk, elobbi emissziojat a 410-482, utobbiét az 557-655 nm

hulldmhossztartoményban detektaltuk.

4.14. Az EGFR glikozilacidéjanak gatlasa tunicamycinnel

A tunicamycint (Sigma-Aldrich), a fehérje N-glikozilaciojat gatlo agenst 1 pg/ml
koncentracioban adtuk az F1-4 sejtekhez DMEM médiumban, ami a 4.2-es fejezetben
leirtak szerint késziilt. A toxin jelenlétében 24 dran at tovabb tenyésztettiik a sejteket
37°C-os homérsékleten. Ezutan vizsgaltuk a kezelt sejtek EGF kotését (1asd 4.4. fejezet)

vagy az EGFR molekulastlyat a kdvetkezd pontban leirtak szerint.
4.14.1. Az EGFR kimutatasa western blot-tal

A 9 cm? feliiletii petricsészében tenyésztett, tunicamycinnel kezelt sejteket proteaz
inhibitor tartalmu lizispufferrel lizaltuk, majd a denaturalé puffer hozzaadasat kovetden
10 percig 98°C-on tartottuk.

A sejtlizatumok azonos térfogatait 7%-0s SDS-poliakrilamid gélre vittiik fel, majd
elektroforetikusan  szétvalasztottuk a fehérjéket molekulatomeg szerint. Az
elektroforézist kovetéen a fehérjéket Immobilon-P PVDF membranra (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) blottoltuk. Ezutan a membrant 5 % (w/v) tejport és 0,1% (v/v)
Tween-20-at tartalmaz6 TBS oldattal blokkoltuk szobahdmérsékleten 1 oran at.

Az elsbédleges antitestet (anti-ErbB1 klon: F4; Sigma-Aldrich) 1% (w/v) tejpor
tartalmu Tween-TBS-ben adtuk a membranhoz 1:1500 higitasban és éjszakan at, 4°C-on
rajta tartottuk. Az ezt kovetd Tween-TBS-sel torténd mosasok utan keriilt a masodlagos
antitest a membranra (GAMIG-peroxidaz; Sigma-Aldrich) 1:5000 higitassal, 1% (w/v)
tejpor tartalmu Tween-TBS-ben.

A két 6ras inkubaciot kovetéen a membrant mostuk, majd a fehérje savokat
peroxidaz el6hivo kit-tel (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate; Thermo
Fisher Scientific) tettiik lathatova.

4.15. Az elisidepsinre vonatkozo félhatdsos gatld koncentraciok
meghatarozasa, valamint sejtekhez kot6désének vizsgalata konfokalis
mikroszkopiaval

Az elisidepsinre (PharmaMar, Madrid, Spanyolorszag) vonatkozo félhatasos gatlo
koncentraciokat normoxidban és 4 napon at hypoxiaban tenyésztett sejtkultirdkon

hatdrozta meg munkacsoportunk, a kutatasba vald becsatlakozdsomat megel6zden.
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A 96 lyuku plate-eken tenyésztett sejteket 30 percen at kezelték az elisidepsinnel, ami
utan tovabbi 3 napig, a megfelelé gazkdrnyezetben inkubaltak Oket. Az életképesség
meghatarozashoz WST-1 reagenst (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag)
hasznaltak, a gyart6 altal meghatarozott protokollt kévetve. A mintak abszorbanciajat 450
¢s 620 nm-en mérték ELISA reader segitségével, majd a mérési pontokat a Hill-
egyenlettel illesztették.

Az igy kapott ICso értékek ismeretében (lasd 7. tdblazat) a mikroszkdopos
kotédéses vizsgalatokhoz az A431 és SKBR-3 sejtvonalakat valasztottuk, mivel
varakozasunk szerint a hypoxia az A431 sejtvonalnal csokkenti a gyogyszerrel szembeni
érzékenységet, mig az SKBR-3 sejtek szenzitivitasara kevéssé lesz hatassal. A 8 lyukt
Ibidi kamrédban ndvesztett sejteket hypoxids gazkeverékkel elgazositottuk (lasd 4.2.
fejezet), majd 4 napig ebben a kdrnyezetben tenyésztettiik 37°C-on. Kontrollként A431
¢s SKBR-3 sejteket 8 lyuku Ibidi kamraban, normoxias gazkornyezetben, 37°C-on
tenyésztettiink.

A PBS pufferrel torténd mosast kdvetden a mintakat jégre tettiik, majd kezeltiik a
gyogyszermolekula két valtozatanak elegyével: OregonGreen488-nel jelolt és jeloletlen
elisidepsin 1:4 aranyban, 2 uM végkoncentracioban. A kétperces kezelés utan a mintakat
mostuk, majd Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, a fluorofort a 488
nm-es lézerrel gerjesztettiik és emissziojat a 493-598 nm hulldamhossztartomanyban

detektaltuk.

4.16. Az elisidepsin sejtekhez torténo kotddésének vizsgalata aramlasi
citometriaval

Az elisidepsin hatasat a vizsgalt sejtszam novelése -és igy a statisztika
megbizhatdsaganak javitisa- érdekében dramlasi citométerrel is vizsgaltuk. A 25 cm?
feliiletli sejttenyésztd flaskdban novesztett MCF7, MDA-MB-453, SKBR-3, A431, Hela,
HaCaT és CHO sejteket hypoxias gazeleggyel gazositottuk (lasd 4.2. fejezet), majd 4
napig ebben a kornyezetben tenyésztettiik 37°C-on. A kontroll (normoxias kornyezetben,
37°C-on tenyésztett) és a hypoxias sejteket tripszineztiikk, majd PBS-sel mostuk. A
gyogyszer két valtozatat egyiittesen alkalmaztuk: OregonGreen488 festékkel konjugalt és
jeldletlen elisidepsin 1:4 aranyu elegye, 0,5 uM végkoncentracioban. A kezelés jégen
tortént, majd FACS Aria Ill aramlasi citométeren mértiik a mintak OregonGreen488

fluoreszcenciaintenzitasat, amelyet 488 nm-en gerjesztettiink és emisszidjat egy 530/30-
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as savszird segitségével, vagyis az 515-545 nm hullamhossztartomanyban detektaltuk.

Az eredményiil kapott .fcs fajlokat FCS Express szoftver segitségével értékeltik ki.

4.17. Az elisidepsin koncentracidfiiggd kotddésének és sejtmembran-
permeabilizacidjanak vizsgalata konfokalis mikroszkdpiaval

8 lyuku Ibidi kamraban novesztett A431 sejteket elisidepsinnel (OregonGreen488
festékkel konjugalt és jeloletlen elisidepsin 1:4 aranyu elegyével) kezeltiink 6 kiilonb6zo
koncentracioban: 0,36 -1- 2,5- 5-10 és 44 uM. Minden mintdhoz propidium-jodid is kertilt
10 png/ml-es koncentracioban a halott sejtek detektalasa céljabol. A huszperces kezelést
kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, majd Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. Az OregonGreen488 festéket 488 nm-en gerjesztettiik, emisszidjat a 493-598
nm hullamhossztartomanyban detektaltuk, mig a propidium-jodidot 543 nm-en
gerjesztettiik és emisszidjat az 557- 655 nm hullamhossztartomanyban vizsgaltuk.

A képek elemzése Diplmage szoftver segitségével tortént (Delft University of
Technology, Delft, Hollandia), Matlab programban futtatva. A membranhoz kot6dott
fluoreszcens elisidepsin intenzitdsanak meghatarozasahoz a vizfeltoltéses algoritmussal
jeloltiik ki a sejteket, majd az igy kapott membranmaszkban szdmitottuk ki az intenzitast,
melyet egy sejtmentes teriilet kijelolésével, vagyis a hattérrel korrigaltunk. Az igy kapott
intenzitasokat és a propidium-jodid pozitiv sejtek aranyat a hozzaadott elisidepsin

crer

Matlab programban, ahogy az a 4.6. fejezetben bemutatasra kertilt.

4.18. Statisztikai elemzés

Az abrakon a mérési pontok atlaga +SD (helyenként SEM) keriilt dbrazolasra. A
statisztikai elemzésekhez Student-féle t-tesztet vagy kétszempontos variancia analizist
(ANOVA, two-way analysis of variance) hasznaltunk, utobbit Tukey-féle HSD teszttel

kiegészitve. Azokat a valtozasokat tekintettiik szignifikansnak, ahol p <0,01 volt.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az EGF sejtekhez kot6désének kinetikdja és hosszutavu jelenlétének hatisa a
latszdlagos kooperativitdsra

A kvantitativ EGF kotodési kisérleteink soran a TAMRA-EGF-fel 1 o6ran
keresztiil inkubaltuk a sejteket jégen, mivel feltételezésiink szerint ez id6 alatt beall a
kotédés egyensulya, ugyanakkor még nem jut be a fluoreszcens ligandum az
intracellularis térbe. Azonban az irodalomban ettdl eltérd kisérleti kondiciok mellett is
végeztek hasonld, ligandkdotési kooperativitast célzo vizsgalatokat [51], [80].

Az EGF kotddés kinetikai vizsgalata soran F1-4 sejteket jeloltink a TAMRA-
EGF-fel, harom eltérd koncentracioban, majd &ramlasi citométeren vizsgaltuk a
fluoreszcenciaintenzitas iddbeli valtozasat. Eredményeink alapjan az mondhato el, hogy
az EGF kotédés egyensulya 4°C-on kevesebb, mint 1 ora alatt beall, fiiggetleniil az

alkalmazott ligandum koncentraciojatol (9. dbra).

—— Jeldletlen sejtek — 10 nM EGF
—— 1nMEGF —— 100 nM EGF
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Q. abra: F1-4 sejtek TAMRA-EGF kotésének kinetikai vizsgadlata

A mintak sejtkoncentracigjat 1,5 millié/ml-re éallitottuk, majd a TAMRA-EGF
hozzaadasat kovetden azonnal FACS Aria III aramlasi citométeren mértiik a mintak
intenzitasat legalabb 20 percen at. A miszer mintatartojanak homérsékletét 4°C-ra
allitottuk és a kisérleti adatok exportalasanal a mérési idot is lementettik. A
fluoreszcenciaintenzitasokat 5 masodperces iddablakokban atlagoltuk. Lathato, hogy 1,
10 és 100 nM hozzaadott EGF koncentracid esetén egyarant beall a kotédés egyensulya,
az altalunk alkalmazott 1 6ras inkubacional 1ényegesen hamarabb.

Az EGF hosszutavu jelenlétének vizsgalatahoz A431 sejteket inkubaltunk a
TAMRA-EGF-fel 24 oran keresztiil, 4°C-0s hémérsékleten. Ezzel azt kivantuk vizsgalni,
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hogy ennyi id6 alatt észlelhet6-e a ligandum bekeriilése az intracellularis térbe és a
latszolagos kooperativitasra ez hatast gyakorol-e.

Aramlasi citométeres vizsgilataink ravilagitottak arra, hogy a 24 oran at
fluoreszcens EGF-fel inkubalt sejtek ligandkotésének latszolagos kooperativitasa
lecsokkent (10. &bra, 3. tablazat).

1,2
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10. dbra: 1 és 24 oran at TAMRA-EGF-fel jelolt A431 sejtek kvantitativ EGF
kotodeési vizsgalata

A TAMRA-EGF-b6l késziilt higitasi sorozattal 1 oran at inkubalt sejtek
fluoreszcenciaintenzitasait aramlasi citometriaval mértilk, a mintdk mosasa vagy
higitasa nélkiil. A fluoreszcenciaintenzitasokat a legmagasabb értékre normaltuk
mindkét mintasor esetén. Eredményeinket a Hill-egyenlettel illesztettiik. A kisérletet
haromszor, egymastol fiiggetleniil hajtottuk végre, melyek atlaga, illetve az azokhoz
tartozo kozépérték kozepes hibaja (SEM) keriilt abrazolasra.

Az illesztés alapjan megallapithato, hogy az egy napon at ligandummal inkubalt
sejtek EGF kotésének kooperativitasa és affinitasa egyarant lecsokkent.

Kezelés n Ka (NM)
Kontroll 1,32 +£0,02 4,75 £0,54
24 h TAMRA-EGF 1,02 £0,05 5,2+1,11

3. tablazat: 1 és 24 oran at TAMRA-EGF-fel jelolt A431 sejtek EGF
kotodésének latszolagos kooperativitasa és affinitisa
A mérési pontok Hill-egyenlettel torténd megillesztésének eredményei, n a
Hill-koefficienst, Kq a disszociacios konstanst jeldli. A tablazatban harom mérés soran
kapott paraméterek atlaga, valamint a hozzajuk tartozé SD értékek szerepelnek.

Konfokalis mikroszkdopos felvételeink arra mutattak ra, hogy az egy napon at
megjelolt sejtekbe bejut a fluoreszcens ligandum, internalizacié vagy diffuzid utjan.
Ennek kovetkeztében a membranhoz kétddott EGF mennyisége nem meghatarozhato,
hiszen a membran és az intracellularis fluoreszcencia elkiilonitésére az aramlasi

citometria soran nincs lehetdség. Ezért az igy kapott latszolagos kooperativitas és affinitas
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is megbizhatatlan. A kontroll mintasornal azonban (ahol 1 6raig tartd inkubacios id6t
alkalmaztunk jégen) nem lathatunk intracellularis fluoreszcens szignalt, megerdsitve az
EGF kotodéses kisérleti beallitasunk megbizhatosagat.

Szerettiikk volna kvantitativan is kiértékelni a konfokalis mikroszkdpia soran
latottakat, igy Matlab szoftverben a vizfeltdltéses algoritmus segitségével azonositottuk
a sejtek membranjat, majd tovabbi algoritmusok hasznalataval kiszamitottuk a képeken
lathato sejtek intracellularis és membran fluoreszcenciaintenzitasait (11. bra). Abrazolva
az elobb emlitett két paraméter hanyadosat az allapithatdé meg, hogy a 24 o6ran at

TAMRA-EGF-fel inkubalt sejtek intracellularis fluoreszcencidjanak ardnya magasabb,

mint a kontroll sejteké.
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11. dbra: 1 és 24 oran at TAMRA-EGF-fel jelolt A431 sejtek konfokdlis mikroszkopos
analizise

Mikroszkopos vizsgalatainkhoz a kotodéses kisérletekkor alkalmazott
legmagasabb koncentraciojit TAMRA-EGF-fel (130 nM) inkubalt mintadkat vettiik
figyelembe. Az A-panelen a felvételek ortogonalis nézetei lathatoak. B-panel:
Kiszamitottuk az egyes felvételeken a sejtek intracellularis és membran
fluoreszcenciaintenzitasait, majd a ketté hanyadosat abrazoltuk, feltiintetve a
kozépérték kozepes hibait is (SEM). Mind az 1, mind a 24 6ran at kezelt sejtekrol
legalabb 5-5 konfokalis felvétel keriilt kiértékelésre, a kisérletet pedig kétszer,
egymastol fliggetlenill hajtottuk végre. Az intenzitas hanyadosok kiilonbsége
szignifikans (Student-féle t-teszt, * p< 0,01).

5.2. Az EGFR glikozilaci6jdnak hatdsa az EGF kotddés latszdlagos
kooperativitasara

Kisérleteink soran az EGFR megfeleld glikozilaltsaganak szerepét is vizsgaltuk
az EGF kotodés latszolagos kooperativitasara és affinitasara. A tunicamycin egy olyan
agens, amely a fehérjék N-glikozilaciojat gatolja meg [83], [84]. A tunicamycinnel kezelt
F1-4 sejtek EGF kotodését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a kotédés latszolagos

kooperativitasa ¢és affinitdsa egyarant lecsokkent a kezeletlen mintasorhoz képest (lasd
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12. 4bra és 4. tablazat). Megjegyezziik, hogy mivel a tunicamycin egy altalanos
glikozilacio-gatld anyag, nem pedig specifikusan csak az EGFR érését akaddlyozza, az
altalunk kimutatott hatashoz egyéb jelenlévd fehérjék elégtelen glikozilacidja is
hozzajarulhat.

Az EGFR tunicamycin altali sikeres deglikozilacigjat western blottal is sikeriilt
alatamasztani, ugyanis a kontroll sejteknél latott receptor molekulatomeg a kezelés

kovetkeztében lecsokkent (13. abra).
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12. abra: Az EGFR deglikozilacidjanak és az aktin depolimerizdciéjanak hatdsa az
F1-4 sejtek EGF kotésére

A 24 6ran at tunicamycinnel (1 pg/ml), vagy 10 percig latrunculin-B-vel (2 uM)
kezelt sejteket adott koncentracioji TAMRA-EGF-fel inkubaltuk, majd
fluoreszcenciaintenzitasaikat aramlasi citométeren mértiik, a mintak mosasa vagy
higitasa nélkiil. Minden mintasor esetén az intenzitasokat a legmagasabb értékre
normaltuk, majd eredményeinket a Hill-modellel illesztettiik. A kisérlet legalabb
haromszori elvégzése soran kapott mérési pontok atlaga, valamint a vonatkoz6 SEM
értékek keriiltek abrazolasra. Az abra bal felsé sarkaban egy reprezentativ Scatchard
diagram lathato.

Megallapithatd, hogy mind a tunicamycin, mind a latrunculin-B kezelés
lecsokkentette az EGF ko6tddés latszolagos kooperativitasat és affinitasat.

5.3. A citoszkeleton polimerizacidjidnak hatdsa az EGF kotodés latszolagos
kooperativitasara

Felmeriilt az EGFR membrankornyezetének, azon beliil is az aktinhoz torténd
kihorgonyzddasanak befolyasold szerepe a receptor funkciojara. A latrunculin-B az F-
aktin polimerizaciojat gatolni képes anyag [81], melynek az EGF kotodés latszolagos
kooperativitasara gyakorolt hatasat F1-4 sejteken kivantuk vizsgalni. A toxinnal el6kezelt

sejtek EGF kotésének latszolagos kooperativitasa és affinitasa egyarant lecsokkent a
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kezeletlen sejtekhez képest (lasd 12. é4bra és 4. téblazat). Pozitiv kontrollként
jasplakinoliddal kezeltiink sejteket, mely a latrunculin-B-vel ellentétes hatassal
rendelkezik, azaz az F-aktin polimerizaciojat elésegiti [82]. A jasplakinoliddal kezelt F1-
4 sejtek EGF kotési gorbéje €s Scatchard abrazolasa a 14. abran lathato.

A két agens mikrofilamentumokra kifejtett hatdsat konfokalis mikroszkopos
vizsgalatokkal is ald kivantuk tdmasztani, ezért 8 lyuku Ibidi kamraban novesztett sejteket
latrunculin-B-vel és jasplakinoliddal kezeltiink, majd a sejtmembran permeabilizaciojat
kovetéen az F-aktint TRITC-falloidinnel jel6ltiik. Eredményeink szerint a latrunculin-B
hatékonyan depolimerizalja az F-aktint, ugyanakkor a jasplakinolidnak nem volt

¢észlelhetd hatasa a mikrofilamentumok mennyiségére (15. abra).

tunicamycin tunicamycin

24 h 48 h control
E EEEEE
22292279
- N 1O «~ N U

—— 250 kDa

— 150 kDa

— 100 kDa

13. abra: A tunicamycin deglikozildalja az EGFR-t, ami kovetkeztében a
molekulatomeg lecsokken
F1-4 sejteket kezeltiink tunicamycinnel a feltiintetett koncentracidban, 24 vagy
48 oraig. A fehérjéket 7%-os poliakrilamid gélen valasztottuk szét molekulatomeg
szerint. A receptort anti-ErbB1 F4 els6dleges, majd GAMIG-peroxidaz masodlagos
antitesttel jeloltiik meg. A fehérjesavokat peroxidaz el6hivo kit-tel tettiik lathatova.
Megallapithatd, hogy minden vizsgalt kisérleti kondicié alkalmazasaval sikerdilt

elérniink a deglikozilaciot, mivel a molekulatomeg ~180 kDa-ra csdkkent, mig a
kontroll mintaban az EGFR ~210 kDa.
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14. dabra: A jasplakinolid hatdsa az F1-4 sejtek EGF kotésére
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Az 1 pM koncentracioban, 30 percen at tartd jasplakinolid kezelés nem
valtoztatta meg a sejtek egyensulyi EGF kotésének latszolagos kooperativitasat és
affinitasat.

A Kkisérletet legalabb haromszor, egymastol fiiggetleniil hajtottuk végre és a
mérési pontok 4tlaga, illetve az azokhoz tartozé SD értékek keriiltek abrazolasra. Az
abra bal fels6 sarkdban egy reprezentativ Scatchard diagram lathato.

Falloidin + DAPI Transzmisszios kép

R

Latrunculin B Kontroll

Jasplakinolid

15. dbra: A latrunculin-B és a jasplakinolid hatdsa az aktin filamentumok
szervezddésére

A 8 lyuku Ibidi kamraban novesztett F1-4 sejteket 2 uM latrunculin-B-vel 10
percig, vagy 1 uM jasplakinoliddal 30 percig kezeltiik. Ezutan a sejtek membranjat
acetonnal tettiik atjarhatova, amelyet a TRITC-falloidin és a DAPI hozzaadasa kdvetett:
elébbit 4 pg/ml, utdbbit 10 pg/ml-es toménységben alkalmaztuk. A falloidin az F-
aktinhoz, mig a DAPI a sejtmaghoz kotédik. Az abran a fluoreszcencids felvételek
atfedései, valamint a transzmisszids képek lathatoak. A méretjelzés mind a harom
kezelési koriilményre vonatkozik.

Kezelés n K, (nM)
Kontroll 1,24 (1,21 - 1,26) 4(39-41)
1 uM jasplakinolid 1,13 (1,03-1,23) 4,3 (3,8-4,7)
2 uM latrunculin-B 1,03 (1-1,05) 8,2(7,9-85)
1 pg/ml tunicamycin 0,77 (0,75 -0,78) 15 (14,6 —15,4)

4. tablazat. Az EGF kotodeés latszolagos kooperativitasanak és affinitasanak
vizsgdlata a receptor deglikozildacio és a citoszkeletadlis struktiira megvdltozdsa esetén

Az 5.2 ¢és 5.3 fejezetekben ismertetett kezelések soran kapott disszociacios

konstansok (Kg), valamint a Hill-egytitthatok (n) atlagai szerepelnek a tablazatban. A
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kisérleteket legalabb haromszor, egymastol fiiggetlentil hajtottuk végre. A zardjelekben
a 95%-os konfidencia intervallumokat tlintettiik fel.

crer

kotédésre

Vizsgalataink egy jelents része annak kideritésére irdnyult, hogy az EGFR
extracellularis tirozin-kinaz doménjének kiilonb6z6 konformécidi milyen hatast

gyakorolhatnak a ligandkdotésre. A rendelkezéslinkre allo tirozin-kinaz inhibitorok

stabilizalaséra: az erlotinib az aktiv, ATP-t k6té konformaciot stabilizalja, mig a lapatinib
éppen az inaktiv formahoz kotédik.

Elsé 1épésként vizualisan kivantuk megitélni ezen inhibitorok hatasat, azaz, hogy
az EGF-fel torténd stimulacio milyen mértékben valtja ki az EGFR foszforilaciojat az

inhibitorok jelenlétében. Az errdl sziiletett eredményeinket a 16. abra szemlélteti.
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16. abra: A kinaz inhibitorok hatdasa az EGF-indukalta tirozin- foszforilaciora

Felil: A 8 lyuku Ibidi kamraban névesztett F1-4 sejteken egy éjszakan at
szérummegvondst alkalmaztunk, majd erlotinibbel vagy lapatinibbel kezeltiik 5 pM-0s
koncentracioban 60 percig. Ezutan a sejteket EGF-fel stimulaltuk 15 percen at, majd a
fixalasi és permeabilizalasi 1épéseket kovetden egy foszfo-tirozin ellenes antitesttel
(PY99), majd az ahhoz kot6édo anti-egér 1gG-vel (AlexaFluor647 GAMIG) jeloltiik a
sejteket. A GFP fluoreszcencia az F1-4 sejtek EGFR-GFP expresszidjanak feleltethetd
meg. A reprezentativ felvételeken a méretjelzés mind a négy kondiciora vonatkozik.

Alul: A felvételeken a sejtmembranokat a vizfeltoltéses algoritmus manualis
valtozataval jeloltik ki Matlab szoftverben, majd kiszdmitottuk az igy létrehozott
membranmaszkokban a fluoreszcenciaintenzitisokat. Az oszlopdiagram szemlélteti a
harom, egymastol fiiggetlen kisérlet alkalmaval kapott atlagos membranintenzitasokat,
illetve a kozépérték kozepes hibait. Minden mintardl legalabb 3 felvétel keriilt
kiértékelésre kisérletenként. Az EGF-fel stimulalt kontroll minta atlagintenzitasa
szignifikansan kiilonbozik az 0sszes tobbi mintaétol (kétszempontos ANOVA, majd
Tukey-féle HSD analizis, p<0,01).

Megallapitottuk, hogy az EGF stimulaciénak nincs hatisa az EGFR
foszforilacigjara abban az esetben, ha barmelyik tipusu inhibitorral kezeltiik a sejteket.

A tovabbi vizsgélataink soran az inhibitorok EGF kotddésre gyakorolt hatasat

crer

crer

sejteket a fluoreszcens-EGF-et meghatarozott koncentracidban tartalmazo jel6ld
oldatokkal inkubaltuk, az adott inhibitor jelenlétében, majd a
fluoreszcenciaintenzitasokat aramlasi citométerrel mértiik. A szoftveres elemzés soran a
8. abran bemutatott médon harom részre osztottuk a sejteket: alacsony, kozepes és magas
EGFR expresszalod alpopuldciokra, melyekben kiilon-kiilon értékeltik ki az EGF

sejtekhez torténd kotddését. Eredményeinket a 17. abra és az 5. tablazat szemlélteti.
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17. abra: Kinaz inhibitorokkal kezelt F1-4 sejtek egyensiulyi EGF kitése és illesztése a
Hill-modellel

F1-4 sejteket 5 uM erlotinibbel vagy lapatinibbel kezeltiink el6 1 éran at 37°C-
on. A TAMRA-EGF-bol késziilt higitasi sorozattal 1 oran at inkubalt sejtek
fluoreszcenciaintenzitasait aramlasi citometriaval mértiik az inhibitor jelenlétében, a
mintak mosasa vagy higitasa nélkiil. Eredményeinket a Hill-egyenlettel illesztettiik,
minden alpopulaciét kiilon-kiilon. A kisérletet haromszor, egymastdl fiiggetleniil
hajtottuk végre, és a mérési pontok atlaga, illetve az azokhoz tartozé SEM értékek
keriiltek abrazolasra.

alacsony kozepes magas teljes
expresszalok expresszalok expresszalok sejtpopulacio
n=1,140+0,004 n=1,33+0,01 n=1,41+0,01 n=1,26+0,01
kontroll  K¢=4,40+0,01 nM  K¢=3,80+0,01 nM  K¢=3,80+0,01 nM K4=3,90+0,01 nM
N=390 000 N=630 000 N=1 070 000 N=560 000
n=0,92+0,02 n=0,99+0,01 n=1,03+0,01 n=0,95+0,01
erlotinib  Ky=2,00+0,02nM  Ky=1,80+0,01 nM  Kg=1,70+0,02 nM  K¢=1,90+0,01 nM
N=390 000 N=630 000 N=1 000 000 N=500 000
n=1,04+0,01 n=1,21+0,01 n=1,36+0,01 n=1,20+0,01
lapatinib  K4=6,30+0,01 nM  Ky=5,10+0,01 nM  K4=4,90+0,02 nM  K¢=4,90+0,02 nM
N=390 000 N=630 000 N=1 010 000 N=520 000

5. tablazat: Kinaz inhibitorral kezelt F1-4 sejtek EGFR expressziotol fiiggd
EGF kdtése a Hill-modell alapjdan

A kontroll és inhibitorral kezelt sejtek latszolagos disszociacios konstansai (Kg),
valamint a Hill-egyiitthatok (n), illetve az ezekhez tartozo SD értékek szerepelnek a
tablazatban. A teljes sejtpopulacid EGFR expressziojanak meghatarozasa Qifikit
kalibracioval tortént. Az alacsony, kdzepes és magas intenzitasti alpopulaciok EGFR
expressziojanak meghatarozasahoz azt tételeztiik fel, hogy a Hill-modellel torténd
illesztés soran kapott legmagasabb fluoreszcens EGF intenzitds aranyos a receptor
expresszioszintjével. N jeloli a sejtenkénti receptorszamot.

Megallapithatdo, hogy a kinaz domén konformécidjdnak ¢és az EGFR
expressziojanak jelentds szerepe van a latszolagos kooperativitds ¢és affinitas
alakulasaban. Mind a harom, fent bemutatott kondicié esetén az expresszioszint
emelkedésével a latszolagos kooperativitas egyre pozitivabba valik. Az is lathato, hogy
amennyiben erlotinibbel a kinazt az aktiv konformacioban stabilizaljuk, a latszélagos

kooperativitas kissé csokken a kontroll sejtek ligandkotéséhez képest, azonban a kdtodési
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affinitds magasabbnak adodik. Ezzel szemben ha a kinaz inaktiv konforméaciot vesz fel,
melyet a lapatinib kezeléssel sikeriilt elérniink, akkor a latszolagos kooperativitds a
kontrollhoz képest nem valtozik jelentOsen, azonban az affinitds igen: a magasabb Kg

értékek csokkent kotddési erdsségre utalnak.

5.5. Az EGFR ligandkotésének 1j, molekularis modellje

A kinaz inhibitorokkal torténd kezelések kovetkeztében arra az eredményre
jutottunk, hogy a kindz lehetséges konformacidi jelentésen befolyasoljak a receptor
ligandkotésének jellemzdit. Ismert az is, hogy a kindz domének is képesek asszociaciok
létrehozasara [46]. Annak céljabol, hogy az intra- valamint az extracellularis domén
konformacioi kozotti kapcesolatot feltarhassuk, és molekularis szinten jellemezhessiik,

1étrehoztunk egy ij modellt, mely az alabbi koriilmények fennallasat tételezi fel:

e Azextracellularis domén nyitott €s zart konforméacioi egymassal egyensulyban allnak.
Habar a ligand nélkiili ECD-nek egyéb konformacioi is lehetségesek [85], azokat a
modell nem veszi figyelembe, a fiiggetlen valtozok minimalizalasa érdekében.

[87].

e A kindz domén két lehetséges konformacidja az aktiv és az inaktiv tipus.
Megjegyezziik, hogy bar az irodalomban ezektdl kiilonbozé konformacidkkal is
talalkozhatunk [88], a modellben, a 1étrejové molekulatipusok minimalizalasa
érdekében az eldbbi kettdre kellett szoritkoznunk.
szimmetrikus és  aszimmetrikus  dimereket is képezhet, ahogy arra
elektronmikroszkopos eredmények is utalnak [89]. Szimmetrikus KD dimerekben a
kinaz inaktiv konformaciéban van, mig aktiv kindzok figyelhetdk meg az
aszimmetrikus dimerekben. Arnyalja a képet, hogy irodalmi adatok alapjan ezekt6l
katalitikusan aktiv kinaz aszimmetrikus dimert hoz 1étre [90].

e A szimmetrikus €és aszimmetrikus KD dimerekbdl felépiild receptor dimerek eltérd
affinitassal kotik az EGF-et.

e A monomer receptorban a kinaz aktiv és inaktiv konformaciot egyarant felvehet.

crer

kozolt modellek kozott megtalalhaté olyan, ahol figyelembe vették a zart ECD
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esetleges ligandkotését [51], mig olyan is, amely ezt nem tette meg [91]. Mivel
eredményeink arra utalnak, hogy a szimmetrikus kindz dimerekkel rendelkezd
receptor dimerek alacsony affinitassal képesek megkotni az elsé ligandumot, egy ezen
feliili alacsony affinitasu kotOhely bevezetése megbizhatatlanna tette volna a modellt.

Ezért szamitdsaink soran feltettik, hogy az EGF csak az ECD nyitott

crer

18. dbra: Az extracellularis és a kindz domén konformdciovaltozdsait figyelembe vevo
molekularis modell.

Az ECD nyitott (E) és zart (C) konforméci(’)ban fordul elo, ezekhez egyarént
monomer johet létre (CI-CA: az ECD zart konforméacioban van, a KD inaktiv vagy
aktiv; EI-EA: az ECD nyitott konformacioban van, a KD inaktiv vagy aktiv). A nyitott
ECD-vel rendelkezé receptorok képesek az EGF megkotésére (piros korok), a
ligandkotott receptorokat L betilivel jeloljiik a neviik végén. A nyitott ECD-vel
rendelkezd receptorok dimerizaciora is képesek, ezeket D betiivel jeloljiik a neviik
elején.

Az abran kékkel lathatéak azon monomerek és dimerek, melyekben a kinaz
aktiv konformacioban van, mig feketével azok, amelyek inaktiv kindz doménnel
rendelkeznek. Harom kiilonboz6 receptor dimer fordul eld, melyekben a kindz domének
szimmetrikus (S) vagyis inaktiv dimert képeznek DES DESL, DES2L 0, 1 és 2
aszimmetrikus (A) KD dlmerek esetén is (DEA, DEAL, DEA2L).

A folytonos vonallal jelolt nyilak mutatjadk azokat az atrendezddéseket,
melyeket az egyensuly beallasa szempontjabol a modell kozvetleniil figyelembe vesz,
mellettiik fel van tiintetve a vonatkozo egyenlet és konstans. Bar a szaggatott nyilakkal
jelolt atrendez6dések (a ligandkotott monomerek dimerizacidja) kozvetleniil nem
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szerepelnek a modellben, a rendszert jellemz6 linkage meghatarozasa szempontjabol
sziikségesek, és a Hess-tétel értelmében ezen tutvonalak nem befolydsoljak az
egyensulyi allapotot.

A 18. 4bran bemutatott modell 12 molekulatipust foglal magaba, melyek
egyensulyi allapotat 11 egyenlet €s 9 konstans irja le. Az aldbbi 6t egyenlet a monomerek

konforméaciovaltozasat és ligandkotését irja le:

[C1]=K,[CA] (7)
[C1]=K,[EI] (8)
[El]=K,[EA] ©)
[EI][EGF]=K,[EIL] (10)
[EA][EGF]=K,[EAL] (11)

ahol K1 és Ko a kinaz és az extracellularis domén konformaciovaltozasait leird
konstansa.
Az aldbbi egyenletek az inaktiv KD-vel rendelkez6 monomerek dimerizaciojat

irjak le, amely kovetkeztében szimmetrikus kinaz dimerek jonnek létre:

[EI][EI]=K,[DES] (12)
[DES][EGF]=K,[DESL] (13)
[DESL][EGF]=K,[DES2L] (14)

ahol K4 a ligandot nem kotott, szimmetrikus KD dimerrel rendelkezé dimer
disszociaciés konstansa, Ks és Ke pedig az elsOként és masodikként kotédo EGF
molekula disszociacios konstansai.

Az aktiv kindzzal rendelkez6 monomerek dimerizacidjat, valamint a létrejott

aszimmetrikus KD dimerrel rendelkezd dimer ligandkotését az alabbi egyenletek irjak le:

[EA][EA] = K, [DEA] (15)
[DEA][EGF]= K, [DEAL] (16)
[DEAL][EGF ] = K, [ DEA2L] (17)
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ahol K7 a ligandot nem kotott, aszimmetrikus KD dimerrel rendelkezé dimer
disszociaciés konstansa, Kg és Ko pedig az elséként és masodikként kotédé EGF
molekula disszocidcios konstansai.

Az egyes sejtekhez kotédé EGF mennyiségét ([EGFpound]) és a sejtenkénti

receptorszamot ([Riot]) az alabbi két dsszefiiggés adja meg:

[EGFy ] =[EIL]+[EAL]+[DESL]+[DEAL]+2([DES2L]+[DEA2L]) ~ (18)

[Rm]z[CI]+[CA]+[EI]+[EA]+[EIL]+[EAL]+2([DES]+[DESL]+[DESZL]+[DEA]+[DEAL]+[DEA2L]<;
1

Az EGF-re vonatkozé disszociacids allandok mértékegysége nM, a receptor
disszociaciés allandoi receptorszam/sejt mértékegységben értendok. Az elézdekben
targyalt 7-19 egyenletek egy mésodfoku egyenletrendszerként irhatok fel, aminek az
ismeretlenei a 12 szerepeltetett molekulatipus és a sejtekhez kotddott EGF koncentrécio.
Az egyenletrendszer Mathematica szoftverrel keriilt megoldasra (Wolfram Research,
Champaign, IL). A mind a 13 ismeretlenre pozitiv eredményt adé megoldast tekintettiik
elfogadottnak.

Mivel a kontroll, az erlotinibbel és a lapatinibbel kezelt sejtpopulaciokat EGFR
expressziojuk szerint harom részre osztottuk (vagyis a harom alpopuléacidval, plusz a
teljes sejtpopulacioval dolgoztunk, lasd 4.5. fejezet), 6sszesen 12 kisérleti koriilmény
kertilt illesztésre a modellel. Az illesztett egyenletek és a kisérleti adatok kozotti hiba

négyzeteit egy globdlis algoritmus segitségével minimalizaltuk:

e Mind a 12 kdriilmény parhuzamosan keriilt illesztésre a Ko-Kg paraméterekkel, mig a
K1 - amely az aktiv és inaktiv KD-k kozti egyensulyt irja le- harom kiilonboz6 értéket
vehetett fel, a harom kezelési koriilménynek megfeleléen. Igy a 12 adatsorbol
szarmazd 156 adatpontra globalisan tortént meg a 11 fliggetlen paraméter illesztése.

e Matlab szoftverben, a globalis kereséalgoritmust (Global Search Algorithm)
hasznalva sikeriilt megtaldlni a globalis minimumokat. Az illesztett paraméterek
konfidencia intervallumainak meghatarozasahoz az optimalizacios 1épést szazszor

hajtottuk végre, melynek eredménye a Fiiggelék fejezetben lathato.

5.5.1. A kisérleti adatok megillesztése az uj modellel

Az 1j modell sikeresnek bizonyult a korabbi, kvantitativ EGF kotddési vizsgalatok
soran kapott eredményeink megillesztése terén (19. abra). Az illesztés eredményeibdl az

latszik, hogy a kindz domén inaktiv konformacioja a kedvezébb minden olyan kisérleti
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koriilmény soran, ahol nem keriil EGF a rendszerhez (6. tablazat). Ezt az egyensulyt toljak
el az inhibitorok azzal, hogy a vart hatdsuknak megfelelden a kinaz aktiv vagy inaktiv
preferencidlisan zart konformacioban van, valamint az inaktiv kinazzal bir6 monomerek
sokkal kevésbé hajlamosak a dimerizaciora, mint az aktiv kindzzal rendelkezd tarsaik.

A létrejott dimerek ligandkotési kooperativitasara ¢és affinitdsdra a KD
konformaéciodja jelentds befolyassal van. Mig aszimmetrikus KD dimerek esetén az elso
ligandum kotédése tized nM-0s Kg-vel jellemezhetd, azaz magas affinitassal kotodik,
addig a masodik ligandum kotédése sokkal alacsonyabb affinitassal megy végbe, ami
igen jelentOs negativ kooperativitasra utal. Szimmetrikus KD dimerek fennallasa esetén
pozitiv kooperativitast allapithatunk meg, mivel az elsé ligandum megkdtése nagyon
alacsony affinitassal torténik, de a masodik ligandum ko6tédése tized nM-0s Kg-vel irhato
le.

Mindezekbdl az a kovetkeztetés vonhaté le, hogy a kindz domén és a
ligandko6tddés kozott szoros kapcsolat all fenn, vagyis az eldbbi figyelembevétele

elengedhetetlen az EGF kotédéses eredmények elemzésekor.
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19. dbra: Az egyensulyi EGF kétodés adatsorainak megillesztése az uj modellel
A 17. abran bemutatott kisérleti adatok keriiltek megillesztésre az 1,
molekularis modellel. Az illesztett modell-paraméterek a 6. tablazatban lathatok.

A paraméter

Paraméter Jellemzd Y Erték (95% CI)
kiterjedése
kezeletlen 104 (67-155)
< Az inaktiv s aktiv KD egyensalyi 4llandoja erloml“(‘g)(akt” 25 (17-38)
! (>1 esetén az inaktiv konformaci6 a preferalt) o
lapatinib
(inaktiv KD) 162 (101-243)

crer

Ks egyenstlyi allandoja (>1 esetén a zart globalis 2,9 (1,6-4,4)
konformaci6 a preferalt)
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Nyitott ECD-vel rendelkez6 monomer EGF

Ks kotésének Kq-je

globalis 1,3 nM (0,8-1,8 nM)

Inaktiv KD-vel rendelkez8 monomerek

K4 dimerizacisja globalis 36 900 (15 600-68 700)

Az els6é EGF kotédésének Kg-je egy dimerhez,
Ks ami inaktiv, szimmetrikus kinaz dimerrel globalis 95 nM (69-99 nM)
rendelkezik

A masodik EGF ko6t6désének Kq-je egy
Ks dimerhez, ami inaktiv, szimmetrikus kinaz globalis 0,45 nM (0,34-0,53 nM)
dimerrel rendelkezik

Aktiv KD-vel rendelkez6 monomerek

K7 dimerizdcioja globalis 480 (86-2 400)

Az els6 EGF kotédésének Kg-je egy dimerhez,
Ks ami aktiv, aszimmetrikus kinaz dimerrel globalis 0,1 nM (0,02-0,16 nM)
rendelkezik

A masodik EGF kot6désének Kq-je egy
Ko dimerhez, ami aktiv, aszimmetrikus kindz globalis 2,96 nM (2,93-2,97 nM)
dimerrel rendelkezik

6. tablazat: A modell-paraméterek alakuldsa a 12 kisérleti kériilmény
megillesztése sordn

Mind a 12 gorbe globalisan keriilt illesztésre a K»-Kg paraméterekkel, mig a K4
harom kiilonbozd értéket vehetett fel, a harom kezelési kortilménynek megfeleléen
(kezeletlen/erlotinib/lapatinib). A konfidencia intervallumokat az illesztés 100-szor
torténé elvégzésével hataroztuk meg. A konformacids egyensulyi folyamatokat
jellemzo egyiitthatok (K1, Kz), koncentracio-hanyadosokat fejeznek ki, ezért azoknak
nincs mértékegységiik. A dimerizacidés folyamatokat leird konstansok (K4, K7)
mértékegysége receptorszam/sejt.

5.5.2. Az EGFR tipusainak eldforduldsa a modell alapjan

Az illesztett paramétereket az egyenletekbe behelyettesitve nemcsak a sejtekhez
kotédott EGF mennyiségét hatarozhatjuk meg (20. abra), hanem az egyes receptorfajtak
el6fordulasanak expresszio- és koncentraciofiiggését is (21. abra). A modellszamitasok
szerint minddssze harom molekulatipus koti az EGF-et kimutathatdo mértékben a vizsgalt
kisérleti kortilmények kozott: az inaktiv KD-0i monomer, valamint a szimmetrikus vagy
aszimmetrikus KD dimerrel rendelkezd dimerek.

A receptortspecieszek ligandkotésének mennyiségi meghatarozasa alapjan (20.
abra) az EGF szamottevd mértékben kotédik a monomer, inaktiv kindzzal bird
receptorokhoz (EIL), am nem ez a helyzet aktiv kindz esetén (EAL), mivel azon
monomerek a ligandkotés utan azonnal dimerizalodnak, igy a modell szerint nem vesznek
részt a ligandkotésben. A monomerekhez kotddé EGF mennyiségének az aranya a
receptor expresszid emelkedése esetén csokken, ami hozzdjarulhat az -altalunk is

kimutatott- pozitiv latszolagos kooperativitas novekedéséhez.
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A dimerek ko6ziil mind a szimmetrikus, mind az aszimmetrikus KD dimereket
alkotok részt vesznek az EGF kotésben, az utobbi hozzajarulasa az EGFR
expressziojanak novelésével emelkedik.

Az erlotinib- mivel az aktiv KD konformaciot stabilizalja- szinte teljesen
meggatolja az inaktiv, vagyis szimmetrikus KD dimerekkel rendelkezd receptor dimerek
ligandkotését, ahogy a monomerekét is (20. abra, kozépsé panel). Vagyis erlotinib
jelenlétében az EGF csaknem kizardlag az aszimmetrikus KD dimereket alkoto receptor
dimerekhez kotodik.

Ezek mellett, a modell alapjan az is elmondhato, hogy a lapatinib sejtekhez adasa
kovetkeztében a monomer, inaktiv KD-li receptor a meghatarozé az EGF kdotésben,
barmely expresszids szint esetén. Vart hatadsanak megfelelden az aktiv KD dimerekkel
rendelkezd receptor dimerek ligandkotését jelentdsen csokkenti (20. abra, alsé panel).
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20. dbra: Az EGF kétodése a kiilonbozo monomer és dimer receptortipusokhoz
Az egyensulyi EGF kotodés a 6. tablazatban bemutatott paraméterek alapjan
keriilt kiszamitasra a harom kezelési koriilmény (kontroll, erlotinib, lapatinib), valamint
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a kiilonb6z6 receptor expresszios szintek (alacsony-kdzepes-magas és teljes
sejtpopulacio) esetén kiilon-kiilon. Az abran a k6t6dé EGF molekulak szama lathaté a
monomer (EIL, EAL) és a dimer receptorokhoz (DESL + 2DES2L; DEAL + 2DEA2L).
Mivel a két molekula EGF-et kotott dimerek szamat megszoroztuk kettével, a gorbék a
kotott EGF mennyiségét mutatjak.

A harom kezelési kondicid tehdt megvaltoztatja a sejteken eléfordulo
receptorspecieszek ligandkotését, ahogy egymashoz viszonyitott aranyat is. Ezt
szemlélteti a 21. abra. A hozzaadott ligandum Kkoncentracidjanak fiiggvényében
elsdsorban az erlotinib kezelés esetén nd meg a dimerek szama (21. abra, k6zépso panel),
azaz tobb, a jelatvitelben résztvevd aszimmetrikus KD dimer keletkezik, mint a kontroll
(21. ébra, felsd panel) és a lapatinib kezelés hatdsara (21. 4bra, alsé panel). Utdbbi
ketténél szembetiinik, hogy az EGF jelenléte nem befolyasolja jelentds mértékben a
monomerek és dimerek aranyat, ahogy az is, hogy viszonylag sok, ligandumtol fiiggetlen,
elore Osszeszerel6dott dimert lathatunk. A szimmetrikus KD dimerekbdl felépiilo
dimerek (a 21. abran vilagoszolddel jelolve) mennyisége a ligandkoncentraciotol szinte
fliggetlen és csak magasabb EGF koncentracio (kb. 5 nM és e felett) jelenlétében kezd el

szamottevHen csOkkenni.
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21. abra: A monomer és dimer receptorok mennyiségének EGF koncentrdciotol és
receptor expressziotol valo fiiggése
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Az abran a sejtenként eldforduld receptorspecieszek mennyiségét tiintettiik fel
az EGF koncentracio fliggvényében, a kiilonbozd expresszios szintli alpopuléciokra
vonatkozdlag. A vastag fehér vonal valasztja el a monomereket és a dimereket
egymastol.

A roviditések jelentése: Cl: monomer, melyben az ECD zart és a KD inaktiv
CA: monomer, melyben az ECD zart és a KD aktiv; EIl: monomer, melyben az ECD
nyitott és a KD inaktiv; EA: monomer, melyben az ECD nyitott és a KD aktiv; EIL:
egyszeresen ligandkotott monomer, melyben az ECD nyitott és a KD inaktiv; EAL:
egyszeresen ligandkotott monomer, melyben az ECD nyitott és a KD aktiv; DES: dimer,
melyben az ECD nyitott és a KD szimmetrikus dimert alkot; DESL: egyszeresen
ligandkotott dimer, melyben az ECD nyitott és a KD szimmetrikus dimert alkot;
DES2L.: kétszeresen ligandkotott dimer, melyben az ECD nyitott és a KD szimmetrikus
dimert alkot; DEA: dimer, melyben az ECD nyitott és a KD aszimmetrikus dimert alkot;
DEAL: egyszeresen ligandkotott dimer, melyben az ECD nyitott és a KD
aszimmetrikus dimert alkot; DEAZ2L.: kétszeresen ligandk&tott dimer, melyben az ECD
nyitott és a KD aszimmetrikus dimert alkot.

A ligandum altali dimerizacios és aktivaciés mechanizmusnak - mely az EGFR
kapcsan a legszélesebb korben elfogadott elmélet a receptor funkcidjanak tekintetében-
latszolag ellentmondanak a modell joslatai, legalabbis a kontroll sejtek esetében, ahol
nagyobb dimerizacids hajlamot varnank. Ennek hidnyat annak tulajdonitjuk, hogy a sejtek
EGF kezelése jégen tortént meg kisérleteinkben, az internalizacid visszaszoritasa végett.

A jelenség tisztdzasara, vagyis a modell joslatanak alatdmasztasara és a ligandum
homérséklettdl fliggd hatasanak kimutatasara homo-FRET méréseket végeztiink, mellyel
lehetéség van az EGFR klaszterizacidjanak vizsgalatara. Ezzel az 5.5.3. alfejezet
foglalkozik.

5.5.3. 4 ligand hatdsdra végbemend klaszterizacios valtozasok igazoldsa homo-

FRET-tel

A homo-FRET moddszer 1ényege, hogy ugyanolyan tipusu fluorofor a donor és az
akceptor, melyek kozott az energiatranszfer 1étrejon. A homo-FRET kdlcsonhatas
egyetlen mérhetd paramétere a fluoreszcencia anizotropia megvaltozasa. Egy
gerjesztés utdn mennyire maradnak rendezettek az emisszios dipdlusai. Egy
molekulaklaszterben a polarizalt fény altal gerjesztett fluorofor homo-FRET altal olyan
fluoroforokat gerjeszt, melyek emisszidos dipOlusai nem parhuzamosak a donor
molekuldéval, vagyis a kibocsatott fotonok rendezettsége, anizotropidja csokken.
Esetlinkben a fluorofor a kifejez6d6 EGFR-hez konjugélt GFP volt, amit 405 nm-es
lézerrel 1épésenként fotoelhalvanyitottunk, igy folytonosan csokkend fluorofor
denzitasokat hoztunk létre. Ha cs6kken a fluoroférok denzitasa, csokken a homo-FRET

valoszinlisége, ezaltal nd a klaszter fluoreszcencia anizotropidja. A 22. abran keriil
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bemutatdsra a mintdk anizotropia értékeinek alakuldsa a megmaradd fluoreszcencia

fliggvényében.
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22. abra: Kontroll és kinaz inhibitorokkal elokezelt F1-4 sejtek EGF stimuldcio
hatdsdra végbemend klaszterizdcios valtozdsai
A kinaz inhibitorokkal eldkezelt sejteket jégen vagy 37°C-on stimulaltuk az
EGF-fel 15 percig, majd a kezelési homérséklet megtartasa mellett a mintakat Zeiss
LSM880 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Az altalunk alkalmazott sejtvonal GFP-
vel konjugalt EGFR-t fejez ki, igy annak 1épésenkénti fotoelhalvanyitasaval kiillonbozo
fluorofér denzitasokat hoztunk létre. Az emisszidt két csatornaban detektaltuk: az
fényt. A mintdkrol késziilt képsorozatokon azonositottuk a sejtek membranjait a
vizfeltoltéses  algoritmust  hasznalva, Matlab szoftver segitségével. A
membranmaszkokban kiszamitott anizotropia értékeket a megmarado fluoreszcencia
fliggvényében abrazoltuk a fenti, reprezentativ abran.
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Lathato, hogy 4°C-on az EGF stimulacio csak az erlotinibbel kezelt sejteken
okozott anizotropia csokkenést (22. dbra, kozépsod panel), vagyis valtotta ki a receptor
klaszterizaciojat. Ezzel szemben a kontroll (22. abra, felsé panel) és a lapatinibbel kezelt
mintak (22. abra, als6 panel) nem mutatnak valtozast az anizotropiaban az EGF-fel nem
stimulalt sejtekhez képest. Ezek a megfigyelések egybecsengenek a 21. abran bemutatott,
a molekuléris modell altal josolt monomer-dimer megoszléassal.

37°C-on azonban mind a harom kezelési kondicid mellett megfigyelheté az EGF
stimulécio altal kivaltott klaszterizacid, amelyre az alacsonyabb anizotropia értékek
engednek kovetkeztetni. Az erlotinibbel kezelt minta esetén figyelhetd meg ez a
legkifejezettebben.

Egy, a munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett modszer segitségével arra is
lehet6ség van, hogy meghatarozzuk az anizotropidk alapjan a kialakuld receptor-
klaszterek nagysagat, valamint a monomerek aranyat [92]. Mivel az 5.5 fejezetben
bemutatott modell csak a monomer és dimer struktarakat kiilonbozteti meg egymastol és
anagyobb méretli klaszterek 1étrejottét nem veszi figyelembe, a homo-FRET révén kapott
klaszterek mérete és a modell altal josolt dimerek mennyisége kozvetleniil nem
Osszehasonlithato. Jol kimutathatd viszont a kett6 korrelacidja, ahogy az a 23. abran is
lathato. Ez a modell értelmezhetdségének €s hasznossaganak egy tovabbi alatdmasztisa.
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23. abra: Az EGFR homoklaszterizdcioja kontroll és EGF stimulalt F1-4
sejteken

A kontroll és kinaz inhibitorral kezelt F1-4 sejteket EGF-fel stimulaltuk 4°C
vagy 37°C-os homérsékleten. A konfokalis mikroszkopos mérés soran a sejtek altal
expresszalt ErbB1-GFP intenzitasat 1épésenként fotoelhalvanyitottuk, az emissziot
pedig két csatornaban detektaltuk: az egyikben a gerjesztd fénnyel parhuzamos, a
masikban az arra merdleges polarizacioji komponenst. A mintakrol késziilt
képsorozatokon azonositottuk a sejtek membranjait a vizfeltltéses algoritmust
hasznalva, Matlab szoftver segitségével. A membranmaszkokban kiszamitott
anizotropia és megmarado intenzitas értékekre egy olyan egyenletet illesztettiink, amely
leirja az anizotropiavaltozas és a receptorklaszterek mérete, valamint a monomerek
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aranya kozotti 6sszefliggést. A feltiintetett hibak a négy képsorozatbol szamitott SEM
értékeket jelolik.

5.6. Az elisidepsin oxigénszinttdl fliggd kotddése a sejtekhez

A tumorellenes gyogyszerekrdl altalanossagban elmondhat6, hogy a daganatok
centralis részein kialakulé oxigénhianyos kornyezetben hatasukat kevéssé tudjak
kifejteni.

Szamos, a munkacsoport altal gyakran hasznalt sejtvonal elisidepsinre vonatkozo
félhatasos gatld koncentracioja (ICso) meghatarozasra kertilt kollégaim altal, a kutatasba

valo becsatlakozasomat megelézéen. Az eredmények a 7. tablazatban lathatok.

Sejtvonalak - ICs0 (4M) -
normoxia 4-napos hypoxia
A431 78+0,8 154+18
CHO 15,0+0,8 66,0£9,3
HaCaT 75409 27,6+4,2
HelLa 91+1,.2 16,5+ 1,7
MCF-7 14+03 16+05
MDA-MB-453 36+0,5 39£0,7
SKBR-3 24+04 2,3+05

7. tablazat: Az elisidepsin sejtvonalakra venatkozo félhatdasos gatlo

koncentracioi normoxiaban és 4 napos hypoxidaban torténd tenyésztés esetén

A sejteket 96 lyuku plate-en tenyésztették munkatarsaim 1% oxigént tartalmazo
gazkdrnyezetben 4 napig, 37°C-on. A normoxids mintdk esetén a sejteket egy nappal a
gyogyszer hozzaadasa el6tt tették 96 lyuku plate-re. Az elisidepsinbdl késziilt higitasi
sorozattal 30 percig kezelték a sejteket, ami utan tovabbi 3 napig tenyésztették ket
normoxias vagy hypoxids gazkdrnyezetben. A sejtek ¢letképességét WST-1 reagens
segitségével hataroztak meg. A mérési pontokat ezt kovetéen a Hill-egyenlettel
illesztették, ami alkalmas a dozis-hatas gorbék illesztésére és a félhatasos gatlo
koncentracio értékek szamszerli megadasara. A tablazatban az atlagos ICso értékek

szerepelnek, melyek harom, egymastol fliggetlen mérésbol keriiltek meghatarozasra,
mellettiik a vonatkozo kozépérték kozepes hibaja (SEM) lathato.

A félhatdsos gatld koncentraciok alapjan elmondhatd, hogy a sejtvonalakat két
tipusba sorolhatjuk: az egyikbe az elisidepsinre kevésbé szenzitiv sejteket (A431, CHO,
HaCaT, HeLa), melyeknél magasabb gyogyszer koncentracid sziikséges ahhoz, hogy a
sejtek fele elpusztuljon. Ezen sejtvonalak érzékenysége az oxigénmegvonas
kovetkeztében jellemzden tovabb csokken.

A vizsgalt sejtvonalak masik csoportja (MCF-7, MDA-MB-543, SKBR-3) sokkal
szenzitivebb az elisidepsinnel szemben, ¢és ez az érzékenység hypoxids tenyésztés esetén
sem csokken.

A kovetkezo részben konfokalis mikroszkopos (24. dbra) és aramlasi citometrids

(25. abra) modszerekkel vizsgaltuk a gyogyszer sejtmembranhoz kotdédését. Az eldbbi
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esetben két sejtvonalat valasztottunk a kisérleteinkhez: az A431-et, mivel a kapott 1Cso
értékek értelmében varhatd, hogy a hypoxia csokkenti az elisidepsin kotddését, valamint
kontrolként az SKBR-3 sejtvonalat, ugyanis itt az oxigénmegvonas varhatéoan nem okoz

valtozast a kotddésben a normoxias tenyésztéshez képest.

A431 normoxia A431 hypoxia SKBR-3 normoxia SKBR-3 hypoxia

24. abra: Az elisidepsin kotodésének vizsgalata konfokdlis mikroszkoppal A431
és SKBR-3 sejtvonalakon

A normoxidban és 4 napon at hypoxiaban tenyésztett sejteket megjeloltiik az
elisidepsin OregonGreen488 festékkel konjugalt és jeldletlen valtozatanak 1:4 ardnya
elegyével jégen. Az A431 sejteket 2uM, az SKBR-3 sejteket 0,5 uM
végkoncentracioban kezeltilk az elisidepsinnel, ezek az értékek hozzavetOlegesen
négyszer alacsonyabbak, mint a normoxidban meghatarozott félhatdsos gatld
koncentraciok. Két perc elteltével a mintakat mostuk, majd Olympus FV1000
konfokalis mikroszkoppal (60x, NA=1,35) képeket vettiink fel a sejtekrol. A fluorofort
488 nm-en gerjesztettiik és emissziojat a 493-598 nm hullamhossztartomanyban
detektaltuk. A membranmaszkot a vizfeltdltéses algoritmus segitségével készitettiik el
Matlab szoftverben futtatva, a sejtek kézi kijelolésével.

Megallapitjuk, hogy a konfokalis mikroszkopos megfigyeléseink sordn a
félhatasos gatldo koncentraciok alapjan feltételezett valtozasokat kaptuk. A normoxidban
tenyésztett A431 sejtekhez a fluoreszcens elisidepsin jelentds mértékben kotddott, és a
sejtekbe vald bejutdsa is megfigyelhetd. A hypoxidban tenyésztett valtozat esetén
hasonloan erds fluoreszcenciat nem latunk.

Az SKBR-3 sejtvonalnal megfigyeltiik, hogy hypoxiaban tortént tenyésztés esetén
is képes az elisidepsin a sejtekhez kotédni, vagyis a sejtek gyogyszerrel szembeni

érzékenysége nem csokkent az oxigénmegvonas kovetkeztében.
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Megfigyeléseinket aramldsi citométeres vizsgalatokkal egészitettik ki. Az
elisidepsin sejtekhez kotédésének kinetikajat a 7. tablazatban szereplé sejtvonalakon
vizsgaltuk.

Célunk a membranhoz kotott elisidepsin intenzitasanak meghatarozasa Volt.
Mivel azonban ismert, hogy a gyogyszer a kotddést kovetden nagyon gyorsan
internalizalodik [77], az aramlasi citometriaval nyert intenzitasok nem feleltethetéek meg
a membranhoz kot6dott elisidepsin intenzitasanak. A probléma megoldasara egy olyan
megkozelitést dolgoztunk ki, amelyben az elisidepsin sejtekhez kotddésének kinetikajat
aramlési citométerrel mértiilk, majd az igy nyert telitési gorbe kezdeti szakaszara egy
egyenest illesztettiink. Kimutattuk, hogy az illesztett egyenes meredeksége egyenesen
aranyos a membranhoz kotddott elisidepsin intenzitdsaval (25/A ébra).

A fenti modellt felhasznalva Osszehasonlitottuk a normoxiaban és 5 napos
hypoxidban tenyésztett sejtek elisidepsin felvételét. A gyogyszer hypoxiadban tapasztalt

kotddésének relativ csOkkenését szemlélteti a 25/B abra.
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25. abra: Az elisidepsin kotodésének vizsgalata aramlasi citometridaval

A normoxiaban és az 5 napon at hypoxiaban tenyésztett sejteket kezeltiik az
elisidepsinnel: OregonGreen488 festékkel konjugal és jeldletlen véltozatanak 1:4
aranyt elegyével, 0,5 uM végkoncentracioban. Ezt kovetéen megkezdtik az
intenzitasmérést FacsAria III aramlasi citométeren. A: Az egyedi sejtek intenzitasait a
fekete pontok jelolik. Ezek 0,25 masodperces idéablakban szamolt csuszoatlagat
mutatja a piros vonal, amelynek az eltelt id6 fliggvényében torténd abrazolasaval telitési
gorbét kapunk. A gorbe kezdeti szakaszara illesztett egyenes meredeksége a
membranhoz kétodott elisidepsin mennyiségével aranyos. B: Az 5 napig hypoxiaban
tenyésztett sejtek esetén mért fluoreszcens elisidepsin-intenzitast elosztottuk a
normoxiaban mért intenzitdssal, majd a hanyadosokat a sejtvonalak normoxias
tenyésztés esetén mért ICso értékeinek fiiggvényében abrazoltuk. A Kkisérletet
haromszor, egymastol fiiggetleniil hajtottuk végre, az abran a fekete korok a hanyadosok
atlagait jelolik, mellettiik a kdzépérték kdzepes hibai vannak feltiintetve.
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Az eredmények arra utalnak, hogy az oxigénmegvonas jelentds mértékben
lecsokkenti az elisidepsin kotodését azoknal a sejtvonalaknal, ahol a félhatasos gatld
koncentracio értékek a hypoxia kovetkeztében megemelkedtek (A431, CHO, HaCaT,
HelLa). Megallapithatjuk, hogy a hypoxia-okozta csokkent érzékenység a gyogyszerrel

szemben a sejtekhez torténd gyengébb kotddés kovetkezménye.

5.7. Az elisidepsin sejtekhez kotddésének koncentracidfiiggése

Tapasztaltuk, hogy a fluoreszcens elisidepsin olyan koncentracioban adva is
kotédik a sejtmembranhoz, ami még nem valtja ki a sejtpusztulast. Kimutattuk, hogy a
gyogyszer fluoroforral konjugalt és jeloletlen valtozatdra kapott ICso értékek kozel
azonosak (A431 sejtvonalon a jeldletlen elisidepsin ICso értéke: 8,8+ 1,6 uM; a
fluoreszcens valtozat esetén 9,2+ 1,8 uM; p> 0,1).

A fentiekbOl kovetkezéleg vizsgalni kivantuk a fluoreszcens elisidepsin
sejtpusztitasanak  és  sejtekhez  kotédésének  koncentraciofiiggését  konfokalis
mikroszkoppal (26. abra). A sejtpusztulast propidium-jodid (P1) hozzaadasaval, majd a
festddott sejtek aranyanak kiszamitasaval tudtuk vizsgalni. Az igy kapott 61ési és kotddési

adatsort kiilon-kiilon illesztettiik meg a Hill-egyenlettel. (8. tablazat).
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26. dbra: Az elisidepsin olése és kitodése kozti kiilonbség a gyogyszer
koncentracidjanak fiiggvényében

A431 sejteket hat kiilonb6z6 koncentracioban (a jobboldali abrarészen A-0,36
uM, B-1 uM, C-2,5 uM, D-5 uM, E-10 uM, F-44 uM) kezeltiink az elisidepsin
OregonGreen488 fluoroforral jeldlt €s jeloletlen valtozatanak 1:4 aranyu elegyével. A
mintakhoz 10 pg/ml propidium-jodid is keriilt a sejtek pusztulasanak detektalasa végett.
A 20 perces kezelési id6t kovetéen a mintakat mostuk, majd Olympus FV1000
konfokalis mikroszkoppal (60x, NA=1,35) vizsgaltuk.

A felvételeken egyrészt kiszamitottuk a propidium-jodid pozitiv, vagyis a halott
sejtek aranyat, valamint a membranhoz kotodott fluoreszcens elisidepsin
Osszintenzitasat. Utdbbihoz a sejteket Matlab szoftverben, a manualisan inditott
vizfeltoltéses algoritmus segitségével azonositottuk. A sejtpusztulasra és a membranhoz
torténd kotddésre kapott mérési pontok atlagat (melyet harom, egymastol fiiggetlen
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kisérletbdl szamitottunk) a Hill-egyenlettel illesztettiik, amit a bal oldali abrarészen a
folytonos vonalak szimbolizalnak. A pontokhoz tartoz6 hibak a SEM értékeket jelolik.

n (95% CI) Ka (95% CI)
(M)
Kotodés 1,1(0-2,7) 5.1 (18- 8,8)
PI pozitivitas 3.2 (2,2- 4,2) 10,2 (9,5- 10,9)

------

megillesztése.
Az n a Hill-egyiitthato, amely a kooperativitast jellemzi, egyezményesen az 1
feletti értéket tekintjiik pozitivan kooperativ kodlcsonhatasnak; a Kq a disszociacios
konstans, a kotdédés affinitasat lehet a segitségével értelmezni.

Ahogy az a 26. abran bemutatott konfokalis mikroszkdpos felvételeken lathato, az
elisidepsin sokkal alacsonyabb koncentracioban kotédik a sejtmembranhoz, mint ahogy
a propidium-jodid pozitivitas megjelenne.

Az 0lési gorbe esetén latott Kq (ICso) érték megfelel az eldzetesen vizsgalt
félhatasos gatldé koncentracionak. A kapott eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy az elisidepsin sejtekhez kotddése kevésbé kooperativ, azonban sejtpusztité hatasat
3,2-es Hill-koefficienssel lehetett illeszteni. A 26. abran bemutatott kotddési gorbék
alapjan is latszik a PI pozitivitds meredek emelkedése, ami magas kooperativitasra utal,
mig az elisidepsin kotddesi gorbéje kevésbé meredeken emelkedik az alacsonyabb
kooperativitas miatt. A fentiek azt a feltételezést erdsitik, hogy a gyogyszer a sejtekhez
kotddés kovetkeztében oligomerizacion megy keresztiil és ez a 1épés sziikséges a
citotoxikus hatashoz. Az oligomerizacio a kiilonb6zd, lipid raftokban jelenlevd fehérjék

klaszterizaciojat idézheti eld.
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6. MEGBESZELES

6.1. Az epidermalis ndovekedési faktor receptor ligandkotése

Jelen disszertacioban a szerkezeti felépitését és €16 szervezetekben betdltott
szerepét illetden részletesen feltart epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR)
funkcidjanak atfogo vizsgalata tortént meg. Olyan kisérleti rendszereket dolgoztunk ki,
amelyek alkalmazédsadval lehetévé valt a ligandkotodés kooperativitasanak ¢és
affinitdsanak vizsgalata, valamint ezek membrankornyezettdl és szdmos, a receptort
jellemzd tulajdonsagtdl torténd fliggésének tisztazasa.

Erdeklédésiink kozéppontjaban az EGFR homodimerek vizsgalata allt. Ezen
strukturakat tobb kotohelyes fehérjekomplexekként értelmezve szlikségszertien felmeriil
annak kérdése, hogy a ligandkoté helyek kozott megfigyelhetd-e valamilyen allosztérikus
kolcsonhatas, kooperativitds, ami mindmdaig nem teljesen tisztazott az EGFR-rel
kapcsolatban. A kooperativitas jellemzésére legszélesebb korben a Hill-modellt
alkalmazzadk, ami tokéletesen kooperativ rendszerek illesztésére megfeleld lehet, a Hill-
egylitthatd elméletileg a kotdhelyek szamaval egyezik meg, a disszociacids allandoval
pedig kifejezhetd a kotddési affinitas. Az EGFR ligandkotési kooperativitasaban azonban
minden bizonnyal fontos szerepet tdlthetnek be a molekularis részletek, az egyes
alegységek konformacidvaltozasai is, amelyek figyelembe vételére a Hill-modell nem
alkalmas.

Kisérletsorozatunkat egy olyan kinai horcsdg ovarium sejtvonalon hajtottuk
végre, amely GFP-vel konjugalt EGFR-t stabilan kifejez (F1-4 sejtvonal). Az egyenstlyi
EGF kotodés meghatarozasahoz elengedhetetlen, hogy a fluoreszcens ligandum csak a
sejtmembranban taldlhat6 EGFR-hez ko6tddjon, ne internalizdlodjon, vagyis ne
kertilhessen be az intracellularis térbe. Hogy ezt biztositani tudjuk, a sejteket jégen
rendszeriink megbizhatosagat alatdmasztand6 dramlasi citométerrel megvizsgaltuk 4°C-
on az EGF kotédés kinetikajat. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az egyensuly
minden, altalunk alkalmazott EGF koncentraci6 esetén (1-10-100 nM) 1 6ranal hamarabb
beall.

Tovabbi, az EGF-fel torténd inkubdalds iddtartamat vizsgald kisérleteket is

végeztiink. Felmeriilt, hogy a ligandum hosszabb ideig tart6 jelenléte hatast gyakorol-e a
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latszolagos kooperativitasra, illetve a 4°C-os inkubalas ellenére képes-e bekeriilni az
intracellularis térbe.

Ennek tisztazasara A431 sejteket 1 €s 24 oran at a fluoreszcens EGF-bol késziilt
jelold oldatokkal inkubaltunk jégen, ezt kovetden a mért fluoreszcenciaintenzitasokat a
Hill-modellel megillesztve arra jutottunk, hogy a latszolagos kooperativitas az affinitassal
egyetemben lecsokken a 24 oran at EGF-fel inkubalt mintasor esetén (N kontron=1,32;
Kd kontroi=4,75 nNM; n 24n=1,02; Kg 24n=5,2 nM). Konfokalis mikroszképos felvételek
kvantitativ kiértékelése alapjan megallapitottuk, hogy az 1 oraig tarto, jégen torténd
fluoreszcens EGF jelenlét nem vezet internalizaciohoz, szemben a szintén jégen torténd,
24 6raig tart6 inkubacidval. Elmondhaté tehat, hogy a ligandum sejtekbe jutasa okozhatja
az altalunk vizsgalt, ligandkotddést jellemzd paraméterek megvaltozasat. Ezen
kisérletekbdl nem deriil ki, hogy az internalizacié milyen molekularis valtozasokat okoz
az EGFR-ben. Azonban az egyértelmiien latszik, hogy a 24 6ras inkubacié a latszélagos
kooperativitast jelentdsen csokkenti, ezért az EGF kotddés kvantitativ vizsgalata soran ez
a kezelési kondicio kertilendo.

Szamos, a receptort és annak membrankornyezetét érinté hatds vizsgalata
megtortént. Els6ként a citoszkeleton szerepét jartuk koriil két, az F-aktin struktarat
megvaltoztatd kezelés alkalmazasaval. A latrunculin-B és a jasplakinolid toxinok
egymassal ellenététes hatasuak: az elobbi depolimerizalja az F-aktint, az utbbi fokozza
a polimerizaciot. A kezelt sejtek egyensulyi EGF kotését megvizsgalva, majd
eredményeinket a Hill-modellel illesztve azt mondhatjuk, hogy az F-aktin
depolimerizacido kovetkeztében a latszélagos kooperativitds €s a kotddés affinitisa
egyarant lecsokken a kontroll sejtekhez képest (N kontron=1,24; Kd kontron=4 NM; N jat-8=1,03;
Kd 1a-8=8,2 nM), mig a jasplakinolid kezelés esetén ilyen hatasrol nem beszélhetiink
(Njaspi=1,13; Ky jaspi=4,3 NM). A toxinok hatasanak vizualis megitélése céljabol TRITC-
falloidinnel jeloltiik a sejtekben taldlhaté F-aktint, majd konfokélis mikroszkopos
vizsgalatokat végeztiink. Ezen mérések kimutattak, hogy a jasplakinolid nem okozott
jelentds valtozast a mikrofilamentumok mennyiségében a citoplazmaban, vagy ami az
EGFR szempontjabdl kiilondsen fontos, a membran kozvetlen kornyezetében. Ez
magyarazhatja azt, hogy a jasplakinolidnak nem volt hatisa az EGF kotddes
paramétereire. A latrunculin-B hatasara azonban meghatarozé mértékben lecsokkent a
sejtek mikrofilamentum tartalma.

Azt is vizsgaltuk, hogy a receptor glikozilacidja hatassal van-e a ligandkotés

jellegére. Ennek kideritésére tunicamycinnel kezeltiik a sejteket, ami az N-glikozilaciot
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gatld agens. A kezelt sejtek EGF kotését negativ latszolagos kooperativitas €s alacsony
affinitas jellemezte (N kontron=1,24; Kd kontro=4 NM; N tunicamycin=0,77; Kd tunicamycin=15 NM).
A kezelés EGFR-re kifejtett hatasat, vagyis a molekulatomeg csokkenését western blot-
tal is sikeriilt alatdmasztani. Azt azonban megjegyezziik, hogy a tunicamycin egy
aspecifikus fehérje deglikozilalo szer, vagyis az EGFR-en kiviil mas fehérjéken is kifejti
hatasat, igy az Aaltalunk kimutatott véaltozadsokban a membran mdas fehérjéinek
deglikozilaltsaga is szerepet jatszhat. Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy az EGFR
extracellularis doménje erésen glikozilalt [93], [94]. Molekularis dinamikai tanulmanyok
szerint az EGFR extracellularis doménjének N-glikozilacidja az EGF és a receptor ellen
termeltetett antitestek kotodésében, valamint a dimerizacios partnerhez torténd
kapcsolodas soran is fontos szerepet jatszik [95], ez alapjan nem meglepd, hogy a
deglikozilacio a latszolagos kooperativitast lecsokkentette.

A fentiekbdl kovetkezdleg megallapitottuk, hogy mind a receptor
citoszkeletonhoz torténé kihorgonyzodasa (,,confinement”), mind a megfeleld
glikozilaltsdga szerepet jatszik a pozitiv latszolagos kooperativitas kialakuldsaban.

Kisérleteinkkel arra is kerestilk a valaszt, hogy a receptor intracellularisan
elhelyezkedd kindz doménje befolyasolja-e a ligandkotddést. A kindz domén aktiv €s
inaktiv konformacioit a megfeleld kismolekulakkal, kinaz inhibitorokkal lehetdség van
stabilizalni. Mi két reverzibilis kismolekuldval, az erlotinibbel €és a lapatinibbel
azt stabilizalni. A kezelt sejtek EGF kotését a receptor expresszio szintjével egyiitt
kivantuk vizsgéalni, amit ugy értiink el, hogy az aramlasi citométerrel kapott GFP
intenzitashisztogramokat harom részre osztottuk (alacsony, kézepes és magas Szinten
expresszalokra), majd ezekben kiilon-kiilon keriilt kiértékelésre a fluoreszcens EGF
kotddése. A kinaz aktiv konformacidja esetén alacsonyabb latszolagos kooperativitast és
erdsebb kotddési affinitadst tudtunk kimutatni a kontroll mintahoz képest (a teljes
sejtpopulacio esetén n kontroli=1,26; Kd kontroi=3,9 NM; N erlotinib=0,95; Kad erlotinib=1,9 NM).
Ezzel szemben a lapatinib kezelés a latszolagos kooperativitast kevésbé valtoztatta meg,
ellenben a kotédési affinitds alacsonyabbnak adodott (n fapatinib=1,2; Kd tapatinib=4,9 nM).
Ezeken az eredményeken kiviil azt is sikeriilt kimutatnunk ezekkel a kisérletsorozatokkal,
hogy a receptor expresszioszintje is befolyasolja a ligandkotédés jellemzoit, ugyanis
minden kisérleti kondicid esetén az expresszidszint novelésével a latszolagos

kooperativitas megemelkedik.
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Bar hozzank hasonléan mas, kozelmultban publikalt eredmények is negativ
kooperativitast mutattak ki a kindz domén aktiv, mig pozitiv kooperativitast az inaktiv
konformacio rogzitése soran [59], sziikségesnek tartottuk a receptor kiilonb6zo
dimerizaciés folyamatainak, valamint a ligandkotés 1épéseinek kiilon-kiilon torténd
részletes megismerését. Ehhez egy 0j, molekularis modellt dolgoztunk ki. Ebben a
modellben az extracelluldris és a kindz domén konformdéciok egymadstol fiiggetleniil
johetnek 1étre, vagyis Osszesen négyféle monomert kiilonboztetiink meg. Az
extracellularis domén zart és nyitott formdja kozott egyensuly van és feltételezziik, hogy
csak a nyitott képes a dimerképzésre és ligandkotésre. A kinaz aktiv vagy inaktiv
konformacidja miatt kétféle dimer johet 1étre: az aktiv kinazad monomerbdl kiindulva
funkcionalisan aktiv, aszimmetrikus kindz domén dimerek alakulnak ki, mig inaktiv KD-
j monomerekbdl indulva szimmetrikus, funkcionalisan inaktiv kindz dimereket kapunk.
A modellben feltételezziik, hogy a két dimertipus eltérd affinitassal képes kotni a két,
egymast kovetd 1épésben kapcsoldodd ligandumot, melyek egyensulyi allapotait kiilon
egyenletekkel ¢és konstansokkal lehet leirni. Alkalmazkodva a szakirodalomban
legelterjedtebb megnevezéshez, mi is szimmetrikus és aszimmetrikus KD dimerekként
utalunk az altalunk kimutatott, kiilonb6zOképpen viselkedd kinaz domén dimerekre, bar
nem végeztiink molekulaszerkezet-vizsgald modszereket a pontos konformacio
meghatarozasdra. Mégis, az adott inhibitorral torténd kezelés, valamint a
kooperativitdsban mutatott viselkedés alapjan gy gondoljuk, ezen megnevezések
hasznalata elfogadhato lehet. A modell sziikségszerlien tartalmaz egyszeriisitéseket,
melyeket annak érdekében kellett bevezetniink, hogy a valtozok szamat alacsonyan
tarthassuk. Az EGF ko6tddés minden bizonnyal az altalunk leirtnal részletgazdagabban
zajlik le a biologiai rendszerekben, am az imént leirtak miatt kompromisszumok
meghozatala volt sziikséges.

A modellben szerepld 12 receptortipus egyensulyi allapota 11 egyenlettel és 9
konstanssal irhato le. A kisérleti adatokat tekintve, mivel harom kezelés tortént (kontroll,
erlotinib és lapatinib), és ezek mindegyikében a sejteket 4 populdciora osztottuk, ez
Osszesen 12 kisérleti kondiciot jelent. Mivel az egyensulyi ligandkotodést 13 mérési
pontra torténd illesztéssel hataroztuk meg, ezért az 1) modellben sszesen 156 kisérleti
adatpont szerepel. A Ko-Kg konstansokkal val¢ illesztés parhuzamosan tortént, mig a Kz,
amely az aktiv-inaktiv kindz egyensulyi allandoja, a kezelésekhez igazodva hdrom
kiilonboz6  értéket vehetett fel. A paraméterek konfidencia intervallumainak

megtalaldsahoz az illesztést szazszor hajtottuk végre.
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A modell sikeresnek bizonyult a kisérleti adatsorok megillesztése terén. Az
eredményekbdl az 1athato, hogy a kindz inaktiv konformacidja és az extracellularis domén
zart formdja a preferalt ligandum hidnyaban. A dimerizacios hajlamot tekintve az
aszimmetrikus KD dimerek képzddése sokkal magasabb affinitassal torténik (K7= 480
receptor/sejt), mint a szimmetrikus dimereké (Ks= 36 900 receptor/sejt). Az elso
fliggvényében: szimmetrikus KD dimerek esetén alacsonyabb (Ks= 95 nM),
aszimmetrikus KD dimerek esetén magasabb (Kg= 0,1 nM) affinitdssal. A két tipusu
dimer ligandkotésének kooperativitasarol azt mondhatjuk el, hogy mivel aszimmetrikus
KD dimereknél az els6 ligandum rendkiviil magas, &m a masodik alacsonyabb affinitassal
kotédik (Ke= 0,1 nM; Ko= 2,96 nM), negativ kooperativitds allapithatd meg.
Szimmetrikus KD dimerek ligandk6tését pozitiv kooperativitas jellemzi, mivel az elsé
ligandum alacsonyabb affinitassal kotodik, mint a masodik (Ks= 95 nM; Ke= 0,45 nM).
Osszefoglalva az eddigieket, a kindz konformécidja déntden befolyasolja az
extracellularis domén funkciojat, vagyis azt nem lehet elhanyagolni az EGF kot6dés
vizsgalata soran.

Mivel a modellel lehetdség van a kiilonb6zd receptorspecieszek sejtenkénti
szamanak, valamint a bekotddott ligandum mennyiségének meghatarozéasara is,
megadhatd, hogy az EGF koncentracio, valamint az EGFR expresszidszint fliggvényében
mely tipusu receptorok milyen mértékben vesznek részt a ligandkotésben az egyes
kisérleti koriilmények soran. Kontroll és lapatinibbel kezelt sejtek esetén a legnagyobb
mennyiségben eloforduld ligandot kot receptortipus az inaktiv kindzzal rendelkezd
monomer (EIL). Az expresszid novelésével kezd a dimerek ligandkotéshez valod
hozzajarulasa emelkedni, kontroll esetben els@sorban az aszimmetrikus kindz domén
dimereké (DEAL + 2DEA2L), lapatinib kezelés esetén- ahogy azt varjuk- a szimmetrikus
kinaz domén dimerekbdl felépiild dimerek részvétele né meg (DESL + 2DES2L).
Levonhato az a kdvetkeztetés is, hogy az aktiv kinazzal rendelkez6 monomer (EAL) nem
vesz részt az EGF kotésben egyik kondicio mellett sem, valosziniileg azért, mert azonnal
dimerizalodik, amint ligandot kot. Az erlotinib kezelés kovetkeztében a ligandum
kevésbé kotoédik a monomerekhez és expresszidszinttdl fliggetleniil az aszimmetrikus
kinaz dimerekbdl all6 dimerekhez kotddik a ligandum meghatarozo mértékben.

Lehetdség van a modell segitségével a kisérleti kondicid, az expresszid valamint

milyen mennyiségben talalhatd meg a sejteken a 12 receptortipus. Szembetlinik, hogy
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alacsony EGF koncentraci6 mellett is jelen vannak a szimmetrikus KD dimereket
tartalmazd dimerek, valamint, hogy magasabb expresszi6 és hozzdadott ligandum
koncentracio esetén sem n0 meg a dimerek aranya jelentosebben. Ennek oka abban
keresendd, hogy megfigyeléseinket jégen végeztiikk, ami amellett, hogy biztositja az
internalizacié kizarasat, a dimerizaciohoz sziikséges lateralis diffuzios folyamatokat is
visszaszoritja. Ezen ellentmondas feloldasara mikroszkopos homo-FRET méréseket
végeztiink, vizsgalva az EGFR klaszterizaciojat jégen és 37°C-on, EGF jelenléte mellett
vagy annak hidnyaban. Eredményeink megerdsitették kezdeti elképzelésiinket, vagyis a
hémérséklet szerepét az EGF-re adott valaszban, mivel a jégen torténd stimulacio a
ligandummal nem okozott csokkenést a homo-FRET értékekben kontroll és lapatinibbel
kezelt sejteknél. Ezzel szemben a 37°C-on torténd stimuldcié hatdsdra megnétt a
klaszterbe rendez8dott EGFR ardnya. Az erlotinibbel el6kezelt sejteknél megfigyeltiik,
hogy az EGF mar 4°C-on is beinditja a klaszterizacidt, ami megegyezik a modell altal
josoltakkal. Megjegyezziik, hogy a modellben csak a monomer és dimer format
kiilonboztetjiik meg egymastol, mig a homo-FRET nagyméretii klaszterek kimutatdsara
is alkalmas, ezért a modell 4&ltal leirt dimer EGFR arany kozvetleniil nem
Osszehasonlithatd a homo-FRET  kisérletek soran  kapott klaszterizalodott
receptormennyiséggel, am azok korrelacioja megfigyelhetd.

Eredményeink tehat segithetnek feloldani az EGF ko6tddés kooperativitasat dvezd
ellentmondéasok egy részét. A kezeletlen mintakon rendre pozitiv latszolagos
kooperativitast mutattunk ki mindkét vizsgélt sejtvonalon, amit az 1 feletti Hill-
koefficiensek és a Scatchard gorbék alakja tamaszt ald. Hozzank hasonléan mas
munkacsoportok is beszamoltak pozitiv kooperativitasrol [54], [55], [56], [57], ahogy
ennek az ellentétérdl is [80], [96]. Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy az utdbbi
tanulmanyban a miénkt6l sok szempontbol eltérd kisérleti beallitasokat alkalmaznak a
szerzOk, nevezetesen radioaktiv ligandummal (*?°I-EGF) 4°C-on, egy éjszakan at jeldlték
a sejteket, melyeket aztdn lizaltak ¢és gamma-sugarzasmérével mérték a mintak
beiitésszamat. Ugy gondoljuk, a mi kisérleti rendszeriink jobban Osszeegyeztethetd a
sejtek fiziologias koriilményeivel, azt pedig kisérletekkel igazoltuk, hogy dnmagaban a
hosszu ideig (24 6ra) tartod ligandumjelenlét szamottevéen befolyasolja az EGF kotodés
latszolagos kooperativitasat és affinitasat, vagyis ezt a kondiciot keriilenddnek tartjuk a
kvantitativ EGF kotédés vizsgalata soran.

A dolgozat tovabbi eredményei kozé tartozik annak kimutatdsa, hogy a pozitiv és

crer
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is fontos szerepe van. Ezt tobb munkacsoport is vizsgalta korabban. Coban és munkatarsai
az EGFR homodimereket tanulmanyoztak FRET/FLIM (fluorescence-lifetime imaging
microscopy- fluoreszcencia-¢lettartamu képalkotd mikroszkopia) technikaval és leirtak,
hogy a gefitinib, ami aktiv konformacidban rogziti a kinaz domént, stabilizalja a receptor
homodimereket [97]. Hozzank hasonléan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
extracellularis domén mellett a kindz domén foszforilacids allapota egyarant befolyasolja
az EGFR dimerek stabilitasat. Macdonald-Obermann és Pike az EGFR extra- és
intracellularis doménje kozotti kapcsolatot vizsgalta. Leirtak, hogy a lapatinibbel
elokezelt sejteken pozitiv EGF kotddési kooperativitas all fenn, ugyanakkor a ligandkotés
affinitasa alacsonyabb, mig az erlotinib hatasara megné a receptor EGF-el szembeni
affinitasa [59]. Azt is megallapitottak, hogy a funkcionalisan aktiv, aszimmetrikus kinaz
domén dimerek 1étrejotte fontos ahhoz, hogy az erlotinib vagy a lapatinib kifejtse hatasat
a ligandummal szembeni affinitasra. Kiilonb6z0, aktiv kindz domén dimereket 1étrehozni
nem képes mutansokon folytattak vizsgalatokat és azt talaltdk, hogy ezen koriilmények
kozott az erlotinib nem ndvelte, a lapatinib pedig nem csdkkentette a receptor affinitasat
a ligandumra nézve. Eredményeik értelmezéséhez egy olyan modellt alkottak, amelyben
az aszimmetrikus KD dimerek extracellularis doménjeinek nyitott, mig a szimmetrikus
KD dimerek extracellularis doménjeinek zart konformaciot tételeznek fel. Véleményilink
szerint ez tulzott leegyszerlisitése az EGFR rendszer folyamatainak, ugyanis a
szimmetrikus, inaktiv kinazt tartalmazd monomerek ¢és dimerek is képesek a
ligandkotésre, ahogy arra eredményeink ravilagitottak.

Az altalunk megalkotott molekularis modellel a korabban k6zoltektdl részletesebb
betekintést kaphatunk az EGFR konformacidvaltozasaiba és ligandkotési folyamataiba.
Eredményeink modellel torténd megillesztésének egyik tanulsdga, miszerint
meghatdroz6 mennyiségli ligandumtol fiiggetlen EGFR homodimer taldlhaté meg a
sejteken, egy nemrégiben publikalt tanulmannyal is egybecseng [58]. Az eldbbi
kozleményben az a megallapités is olvashato, hogy ezek a ligandumtol fliggetlen EGFR
homodimerek valdsziniileg nem az aktiv, aszimmetrikus KD dimerekbdl épiilnek fel,
ahogy azt mi ald is tdmasztottuk.

Azt a kovetkeztetést is levonhatjuk, hogy az EGFR rendszer csak a kelléen magas
»aspecifikus hatasok™ ne vezessenek a jelatvitel ¢€s a sejtszintli valaszok beinditasahoz.
Ezt két tényezo segiti eld: (1) ligandum hianyaban a kindz domén preferencialisan az

inaktiv konformaciéban van, ami kevésbé alkot dimert; (2) 1-5 nM-os EGF
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koncentracioig elsdsorban az inaktiv, szimmetrikus KD dimerrel rendelkezd
receptordimerek vannak jelen. Ha a kinazt a megfeleld inhibitorral aktiv konformacidba
helyezziik, akkor azonban mar sokkal alacsonyabb EGF koncentracié esetén is beindul a
receptor dimerizaciéja, majd azonnali ligandkotése. Ennek ismeretében, elméleti
megkozelitésbol nézve azt feltételezziik, hogy a klinikumban alkalmazott kindz
inhibitorok koziil talan nagyobb biztonsaggal alkalmazhatdak az inaktiv strukturat rogzitd

molekuldk, vagyis a lapatinibhez hasonloak.

6.2. Az elisidepsin sejtekhez kotddésének koncentraciotdl és oxigénszinttol vald

fliggése

Az elisidepsin egy nemrégiben felfedezett, tumorellenes hatasokat mutatd
citosztatikum, amely hatdsmechanizmusardl kevés ismeret all rendelkezésre. Leirtak,
hogy az elisidepsin a plazmamembranban a lipid kettdsréteg atrendezédéséhez és
fokozott membran-permeabilitashoz vezet [74]. Szintén vizsgaltak az oxigént igényld
zsirsav-2-hidroxilaz enzim termékeinek, a 2-hidroxi zsirsavaknak a szerepét a gyogyszer
miikddése szempontjabol. Kimutattak, hogy a 2-hidroxi zsirsavak fokozott szintézise a
gyogyszerrel szembeni megnovekedett érzékenységhez vezet, mig a zsirsav-2-hidroxilaz
kifejezodésének gatlasa érzéketlenebbé tette a sejteket az elisidepsinre nézve [75]. Ezek
alapjan szerettiik volna vizsgélni az elisidepsin oxigénszinttdl fiiggd hatékonysagat, az
altalunk gyakran alkalmazott biofizikai modszerekkel.

Els6 1épésként kollégadim meghataroztak néhany, a munkacsoport altal gyakran
hasznalt sejtvonal elisidepsinre vonatkoz¢ félhatasos gatld koncentracio (ICso) értékét
normoxidban, valamint 4 napon at hypoxias (1% oxigént tartalmazd) gazkornyezetben
tenyésztett sejtmintakon. Bizonyos sejtvonalak (A431, CHO, HaCaT, HelLa) kevésbé
érzekenynek bizonyultak a gydgyszerrel szemben, esetiikben az oxigénmegvonas tovabb
csokkentette az érzékenységet. Mas sejtvonalak (MCF-7, MDA-MB-543, SKBR-3)
sokkal szenzitivebbek az elisidepsinnel szemben, ami hypoxids tenyésztés esetén sem
csokkent.

Az elisidepsin sejtekhez torténd kotodésének vizualis megitélése céljabol
konfokalis mikroszkopos megfigyeléseket végeztiink A431 és SKBR-3 sejtvonalon. A
gyogyszer fluoreszcens és jeloletlen valtozatanak 1:4 aranyu elegyével kezeltiik a 4 napon
at hypoxiaban, valamint normoxiaban tenyésztett mintakat. A készitett felvételeken az
lathato, hogy az A431 sejtekhez az elisidepsin csak normoxias gazkdrnyezetben torténd

tenyésztés esetén kotddik, mig hypoxidban szinte egyéltalan nem, vagyis ahogy az ICso
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értékek alapjan is vartuk, ez a sejtvonal elveszti érzékenységét a gyogyszerre nézve,
oxigénmegvonas esetén. Az SKBR-3 sejtvonalndl azonban mind hypoxias, mind
normoxias tenyésztés esetén megfigyelhetd az elisidepsin sejtekhez kotodése.

Vizsgalddasunkat dramlasi citometrias kisérletekkel egészitettiik ki, ahol a célunk
tovabbra is az elisidepsin sejtmembranhoz torténd kotddésének tanulményozasa volt. Azt
mar a mikroszképos megfigyeléseink soran lattuk, hogy a gydgyszer bizonyos id¢ eltelte
utan bekeriil a citoplazmaba, azonban célunk a sejtmembranhoz kotédott elisidepsin
intenzitdsanak meghatarozasa volt, ezért kidolgoztunk egy eljarast, mellyel ez
megbecsiilhetd. Sikeriilt kimutatnunk, hogy a hypoxia esetén a gyogyszerrel szemben
érzéketlenné valo sejtekhez kevésbé képes az elisidepsin kotddni, vagyis tisztaztuk a
tapasztalt csokkent szenzitivitas okat, -a citometria jovoltabol- nagyobb vizsgalt sejtszam
mellett.

Kerestiik a valaszt arra is, hogy a gyogyszer sejtmembranhoz kotddése és
sejtpusztitdsa kooperativ modon zajlik-e. Vizsgaltuk a koncentraciofiiggd kotodést
valamint az elpusztitott sejtek aranyat konfokalis mikroszkoppal, a két adatsort pedig
kiilon-kiilon illesztettiik a Hill-egyenlettel. Az elpusztitott sejtek tekintetében, vagyis az
0lési gorbe esetén a Hill-egyiitthatd 3,2-nek adddott, ami erds pozitiv kooperativitasra
utal, megerdsitve, hogy a permeabilizacio soran az elisidepsin oligomereket képez és mas,
feltehetden raft lipidek és fehérjék klaszterizacigjat is eldidézheti. A membranhoz
kotddés azonban az 1,1-es Hill-koefficiensb6l kovetkezbleg kevésbé kooperativ.

Az elisidepsin szerkezetéhez nagyon hasonlo citosztatikum a plitidepsin
(Aplidin), szintén a PharmaMar gyogyszercég gyartmanya. A fazis I1I vizsgalatok soran
is biztatd eredményeket mutatd plitidepsin hatdsossagat tobbek kozott hypoxids
koriilmények kozott is vizsgaltak. Az elisidepsinnel ellentétben ez a gyogyszer
oxigénhianyos és normoxids kdrnyezetben egyarant hatasosnak bizonyult a tumorsejtek

elpusztitasaban [98].
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7. OSSZEFOGLALAS

Doktori disszertaciom témaja két, eltérd szerkezetli és hatassal rendelkezd fehérje
sejtmembranhoz torténd kotddésének tanulmanyozasa kiilonb6z6é modellrendszerekben.
Az epidermalis novekedés faktor és az elisidepsin nevil citosztatikum miikodését a
sejtmembran fehérje- és lipid asszocidciok létrehozasat tdmogato tulajdonsaga egyarant
befolyasolja.

Tobb kotohellyel rendelkez6 asszociaciok esetén a ligandum megkdtése altalaban
nem véletlenszerli, hanem megfigyelhetd a ligandkoté domének kozotti kooperativitas.
Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) homodimerek kapcsan mas €s mas
elképzelések lattak napvilagot a kooperativitasra vonatkozolag, koztiik egyre tobb olyan,
ami a membrankdrnyezet és a receptor bizonyos alegységeinek befolyasold szerepét is
vizsgalja. Tobb olyan koriilményt is azonositottunk, amely hatast gyakorol az EGFR
rendszer kooperativitdsara: a membranhoz torténd kihorgonyzdodas, valamint az elégtelen
glikozilaci6 egyarant negativva tette az EGF kotddés kooperativitasat, amely kontroll
esetben pozitivnak bizonyult. Azt szintén kimutattuk, hogy a receptor expresszid szint
befolyasolja a ligandkétést, ugyanis minél tobb receptor fejezddik ki, annal pozitivabb a
kooperativitas.

Egy éltalunk megalkotott modell segitségével arra is sikeriilt valaszt taldlnunk,
hogy az intracelluléris kindz domén konformécioi képesek-e befolyasolni a ligandkotd
domén funkcigjat: kiilonbozd inhibitorokkal stabilizaltuk a kinaz aktiv vagy inaktiv
aszimmetrikus strukturaval jellemezhet6 kindz dimerekbdl all6 receptor dimerek EGF
kotése negativan kooperativ, ugyanis az elsé ligandum nagyon magas, a masodik azonban
alacsonyabb affinitassal kotédik. Ezzel szemben a funkcionalisan inaktiv, szimmetrikus
kindz dimereknél pozitiv ligandkotési kooperativitds allapithatd meg. A modell
segitségével azt is kimutattuk, hogy az aktiv kinadzzal bir6 monomerek dimerizacids
receptorspecieszek mennyisége ¢és EGF kotéshez valdé hozzajarulasa szintén
meghatarozhatova valt.

Az elisidepsinnel kapcsolatban megallapitottuk, hogy az oxigénszint dontden
befolyasolja a legtobb sejtvonalra gyakorolt hatdsat: az oxigénmegvonas kovetkeztében
tapasztalt alacsonyabb érzékenységet a sejtekhez torténd csokkent kotddésnek

tulajdonitjuk, melyet tobb modszerrel is sikeriilt aldtdmasztanunk. A gydgyszer
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sejtmembranhoz torténd kotddése alacsonyabb kooperativitdssal jellemezhetd, am a
membran permeabilizacid (és igy a nekrozis) feltehetéen az elisidepsin oligomerizacidja

¢s a membran egy¢b lipidjeinek és fehérjéinek klaszterizacioja révén megy végbe.
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8. SUMMARY

In the current PhD work the binding of two distinct proteins to the cell membrane
was investigated in various model systems. The function of the epidermal growth factor
receptor and a drug called elisidepsin can be influenced by the membrane’s ability to
create protein or lipid associations.

In protein associations with multiple ligand binding domains a phenomenon called
cooperativity might be observed, so that the binding of molecules is not independent but
influenced by interactions among the binding sites. In the case of the epidermal growth
factor receptor several different assumptions have been put forward, allowing the
membrane environment and the conformation of other protein subunits to influence
cooperativity. During our investigations several circumstances were identified that play
arole in EGF binding, just like inhibiting the receptor’s anchoring to the cytoskeleton or
inadequate protein glycosylation: both resulted in reduced cooperativity in contrast to
control cells that were characterized by positive cooperativity. Receptor expression level
also tends to alter cooperativity: the higher the expression level, the more positive the
cooperativity is.

A molecular model for EGF binding was created to find out how the distinct
conformations of the intracellular domain can influence the function of the ligand binding
domain: by applying kinase inhibitors we could fix the kinase either in the active or in the
inactive state, then we examined equilibrium EGF binding. Negative cooperativity was
observed in case of dimers with functionally active, asymmetric kinase domain dimers as
the binding of the first EGF molecule takes place with higher affinity than that of the
second one. In contrast, positive cooperativity was identified when stabilizing the inactive
kinase conformation from which dimers with symmetric kinase domain dimers are
formed. This model also revealed that monomers with active kinase tend to dimerize with
much higher propensity than having the kinase in the inactive state. The amount of
receptor species and their contribution to EGF binding were also determined.

We gained information about the mechanism of action of elisidepsin: oxigen level
turned out to influence the sensitivity of most studied cell lines: oxigen depletion made
cells less sensitive to the drug due to decreased binding, a phenomenon that has been
supported by various techniques. Binding of elisidepsin to the cell membrane takes place
in a less cooperative manner while permeabilization (that leads to necrosis) induces the
oligomerization of the drug and clustering of membrane lipids and proteins.
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21. abra: A molekularis modellben szerepld paraméterek eloszldsa

A 19. abran bemutatott kisérleti adatok szazszor keriiltek megillesztésre a
modellel és a 11 paraméter eloszlasa lathato a fenti hisztogramokon. A paraméterek
konfidencia intervallumait, melyek a 6. tablazatban keriiltek bemutatasra, ezen
hisztogramok segitségével becsiiltilk meg.
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